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INTRODUCTION

On sait depuis 1'entiquité que les constitu~nts odorents des plantes peuvent
étre concentrés sous forme "d'huiles essentielles" par chzuffage modéré de 1la
metieére végétale. Plus tard, on a trouvé que 1l'entrzinement & 1o vepeur est
~une wmeilleure méthode d'extraction des huiles essentielles. L'étude chirique
des composrnts des huiles essentielles au 19iére siécle a permis de découvrir
un certain nombre d'hydrocarbures isoméres, de formule C10 H 16, et qui furent

eppelés terpénes. On découvrit ainsi des terpénes oxygénés surtout des zlcools

et des cétones, ainsi que d'autres constituants volatils des plantes qui con-

tiennent des squelettes en C15, c20 ou CBO. Ia monoclature utilisée = pour base
une "unité terpénique" en c10 c10 monoterpénes c15 sesquiterpénes
20 aiterpanes C30 triterpenes (1

L'analyse qualitative et quantitative des huiles essentielles fait =zppel &
plusieurs techniques et ~éthodes. L'évolution des ~6yens techniques s conduit

a4 une plus grande précision des résultsts et & une réduction des masses d'échan-
tillon & sn-lyser (2)., L'snalyse par chrom~tographie perwet non seulsment
1'obtention d'un reflet de 1a composition chimique d'une huile essentislle,

meig musai 1'évaluation précise de la concentration de chocun des constitu-nts

considérés comme importants (3).

12 chrometographie en phase liquide (CPL) ast peut etre, plus que toute autre
méthode d'sn»lyse, celle ou l'optimissntion de 1z sépsrrtion est fondrmentsle,
compte tenu du grand nombre de peramétres sur lesquels il est possible d'ngirGB‘

On peut dormer, aujourd'hui de la chromatographie d'sdsorption en phsase ligquide,
de
la définition suivante : "C'est une technique dans laquelle un oourant/liquida

provoque la migration différentielle des corposants d'un ~élange & partir d'une
gone initiale étroite dans un milieu poreux doué de propriétés d'adsorption"(5).
la chrometographie d'adsorption liquide-sclide met en oeuvre des phases station-
nzires sy=nt des propriétés adsorbantes, principalerent des gels de silice po-
reux et des gels d'slumine. Elle s'applique bien & 1z séparation des corposés
présentant des groupements fonctionnels différents et &4 celle de certains iso-

'“éI'eB (4\' El




Ie présent travsil est une contribution & 1'otirisation du fractionnement sur
colonne de l'huile essentielle d'Eucalyptus Globulus.

Cette étude portera tout d'abord sur 1'obtention de 1'huile essentielle d'Eu-
calyptus Globulus par distillation & la vapeur d'esu. L'opéretion suivente de
frectionnement sur colonne, & 1'aide de solvants de différentes polsrités, per-
mettra de séparer les différents constitusnts de cette huile. Enfin, nous ten-
terons d'an=lyser et d'identifier par chromatogrephie en rh=zgse gnzeuse ces

différentes fractions obtenues,



A - HUILES ESSENTIELLES

HISTORIQUE

Ies docurents historiques les plus anciens rontrent que les aro—es faisaient

pertie des preriers objets d'échange et de co~rerce de 1'antiquité (6),

L'extraction des huiles essentielles re~onte 4 la plus haute Antiquité, les

Chinois, les Indiens, les Perses, les Egyptiens sevaient retirer les substancet
aro~rtiques des plrntes et les utilisaient pour les sscrifices et 1l'e~bau-
rerent (7).

I1 feudra sttendre ls début du 16 id-e sidcle pour voir PARACEISE, le génizl
alchimiste et médecin suisse, s'intéresser & 1'extraction des principes =zctifs
des drogues. Il sppelle "quintessence" (quintz essentiz) 1'extr=it d'une dro-

gue contenant sous laz forme lz plus concentrée, 1'ense-ble des principes =ctife

C'est & 1n méme époque que furent publiés les deux livres de Hiérony—us

BRUMSCEWIG, médecin & Stresbourg, "Arte Distillsndi" qui trsitent de 1z distil-
l-tion en génér-1 (8",

La pre-~iére snelyse d'huile essentielle, faite par epplication des nouvelles
théories et gyent une réelle valeur scientifique, est celle de HOUTON-
LABILLARDIERE (1818) qui établit ls corposition élé-entaire de 1'essence de
térébenthine et ~ontra qu'il existe, corme dans tous les hydrocarbures ter-
péniques, une proportion constante de cinq atores de carbone pour huit atomes
d'hydrogeéne., C'est a cette meére époque que le —-ot de "terpdne" fut introduit
dans la science (6)'. En 1866, A.XFKULE inventa le ter-e de terpines pour dési-
gner la classe des oonstituants la plus répandue dens les for—ules d'huiles
essentielles (8",

C'est surtout & M.0. WALLACH, créateur de la chi~ie des terpénes -oderne, que
1'on doit de pouvoir sctuellement différencier le grand nombre des terpénes

et de leurs dérivés. L'établissement de la constitution des dérivés terpéniques
reste un des problé~es les plus =rdus de la chi~ie orgsnique, en rsison de 1la
grende 2ltérebilité de ces composés et des nowbreuses trenspositions molécu-

lzires suxquelles ils donment lieu (6°,



Ies treveux sur les huiles essentielles se sont slors accélérés & un rythme

qui correspondeit & 1'étonnante expansion que connaissait 1l'usezge de ces
produits,

L'essence de térébenthine reste indubitablerent le vétéran des huiles essen—

tielles, puisqu'elle fut la preriére & étre produite industriellerent sux
Etats-Unis (8 ) .

IT — DEFINITION DES HUILES ESSENTIELIES

les essences nzturelles, sppelées encore huiles essentielles, sont des pro-
duits liquides ou semi-fluides, huileux, presque toujours volatile ssns déco~-
position et que certrines plantes renferment en proportions psrfois considé-
rebles. Ce ne sont prs des co~binaisons chimiques définies, msis zu contrsire
des mélsnges souvent trés complexes de produits organiques spparten-nt sux
classes les plus diverses (9",

Ies huiles essentielles sont des liquides valatils locsalisés dsns diverses
perties des plantes telles que les fruits, les feuilles, les fleurs, les écor-
ces et les rscines, Elles ont de fortes odeur et seaveur, et sont utilisées
dens la prépsration des emsences et des parfurs. La qualité d'huile essentiel-
le dépend de différents facteurs : lz pertie de la plante utilisée, 1la variété
et son lieu d'origine, la ~éthode d'extraction et son processus de rectifica-
tion (10",

Ies propriétés parfur-antes, sroratisantes, thérspeutiques et toxicologiques

d'une huile essentielle sont étroiter-ent liées & sa corposition chi~igque. La
recherche de 1a confor—ité de cette co~position chi~ique a celle d'une huile
essentielle de référence est 1o base du controle de 1- quelité.

les huiles essentielles doivent etre définies & lz fois d'aprés :

~ Lz matiére végétsle d'ol elles proviemment
- Leur mode d'obtention
- leur composition chimique (3°



IIT- ORIGINE ANATOMIQUE

Les huiles essentielles sont extraites de plantes ou d'arbres de diverses
familles dont le caractére commun est de pousser dans les régions chaudes
du globe (8).

T) arrive tres fréquemment aue la composition de 1'essence d'une méme
plante est tres variable selon qu'elle est extraite de 1'un ou 1'autre
oraane de cette plante, il s'ensuit que ces pbroduits ont éaalement des
proprietés fort différentes (A). Dans la plante elles sont localisées
soit dans les cellules epidermiques des pétales (rose), soit dans des
poils sécréteurs (menthe), des cellules sécrétrices internes (laurier), des

des poches sécrétrices (zeste d'oranae) ou des canaux sécréteurs (oin) (7).

Les essences sont des mélanges trés complexes de composés définis, mais
tres différents entre eux. De plus, au lieu d'étre en gquantités constantes
pour une meme essence, les proportions de ces composés varient dans des
limites tres grandes suivant le lieu d'oriaine, 1'état de sécheresse ou

d'humidité de l'année ou s'est faite la récolte, la nature du sol, etc (11).

La plupart des plantes odorantes doivent leur parfum a un mélanae complexe
de comhinaisons différentes, rarement a un corps unique. Bien que toutes
les parties de la plante puissent produire du parfum, celui-ci s'accumule

de préférence dans un oraane déterminé (12).

Parmi les constituants d'une huile essentielle, il s'en trouve souvent un
dont 1'odeur est caractéristique de cette essence ; ce constituant est

alors en méme temps la fraction qui a la plus arande valeur (6).



IV - PROPRIETES PHYSTCO-CHTMTOUES

Les essences ou huiles essentielles, connues également sous le nom d'huiles
volatiles, de poarfums, etc.., sont des substances odorantes, huileuses,
volatiles, incolores ou jaunatres, inflammables, s'altérant facilement

a l'air ou se résinifiant (12).

Les essences sont peu solubles ou insolubles dans 1'eau & laquelle elles
communiquent leur odeur. Elles sont solubles dans l'alcool 3 divers degrés,
ainsi que dans l'éther et les autres solvants organiques. A leur tour ce
sont des dissolvants de matieres grasses, de résines et de plusieurs

produits organiques (J1).

A la température de 15°C, toutes les essences sont liquides, ou tout au
moins en partie, car il y en a qui précipitent un stéaropténe méme a la
température ordinaire : le deqré de fluidité des essences est évidemment
variable ; les essences vieilles sont plus consistantes que celles frai-
chement distillées var suite d'une résinification partielle due 3 1'action
de 1'oxygene de 1l'air. Les essences sont treés inflammables et brilent

avec une flamme fuligineuse (12).

V. - COMPOSITION CHIMIQUE

Les parfums et les huiles essentielles ne sont pas des comhinaisons
chimiques définies mais au contraire des mélanges souvent tres complexes
de produits organiques appartenant aux classes les plus diverses (9).
Les huiles essentielles constituent un mélange complexe de substances
aromatiques et surtout terpéniques (13)

- Composés aromatiques
lLes composés aromatiques sont caractérisés par l'existence dans leurs

formules d'un cycle a six atomes de carbone avec trois doubles liaisons
alternées,

- Composés terpéniques
lLa série terpénique ne peut pas, comme la série aromatique étre carac-
téristisée par 1'existence d'un noyau fondamental que 1'on retrouve plus

ou moins substitué mais intact dans tous les corps de la série (9).



1) Texrpénen

les terpénes se présentent sous diverses for-es iso~dres dsns les huiles
essentielles dont ils constituent souvent par lz portion principale. (13
Les terpénes forwent une trés vaste fa—~ille de substences naturelles,
surtout dens le groupe des essences et des résines. Ils rppartiemment en
majorité au régne végétal., Par-i les terpines dans le sens ¢troit du mot

el pari les corposés qui leur sont étroite-ent 1iés per une structure

trés voisines et des relations ~étaboliques, on trouve par exerple une
sbondance de constituants des parfu-s naturels, une ger—e de produits 4'in-
térét pher-sceutiques, un groupe de colorants et la vita-ine A.(14)

L'intéret des huiles essentielles, corme 1's ~ontré WALLACH dis 1877, est
qu'on peut ici considérer leurs constitusnts co~~e des dérivés de 1'isoprén

CH}

ya sy -

i b igopréne (~éthyl 2 - butadiéne 1,3 5 8
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Non seulement leurs squelettes corbonés sont divisibles en unités iso-
rréniques, wsis les hydrocsrbures terpéniques sont des multiples exzots
de ®5 Hg (15

Au sens sirict, les terpénes sont des h&drooerbures, rois de no-breux
dérivés fonctionnels de structure zppzrentée (alcools, sldéhydes, cétones,

scides, ...’ sont égalerent considérés co~e co~posés terpiniques.

les composés terpéniques ont pour for—ule brute : c10 E16 (--onoterpénes),

C15 EQ4 (sesquiterpénes), 20 H32 (diterpines), 30 H48 (triterpénes’
ou C4O Hé4 (tétraterpénes).(16)

L'éteblisserent de ls structure de terpénes de plus en nlus no-breux
révéla que pratique—ent tous peuvent etre considérés co——e résultant de
la "condensation" d'unités identiques en c5, de ~é~e squeletts que 1'iso-
préne c5 HB. Cette constatztion conduisit & 1z for-uletion de 1: régle
isoprénique, selon laquelle ftous les terpines peuvent éire thioriquerent
déco~posés en unité isopréniques, couwe le montre les deux exe-ples ci-

dessous (1’



Ies treits pointillés rjoutés & certczines des for-ules montrent co-ment

elles peuvent ainsi etre "sectiommfes" en unités structursles correspond-nt
~u squelette de 1'isopréne,.(16’

NS NS e

isopréne (05 H6} gérzniol (010 H18()\ fzrnésol (015 H26 OT

De nos jours, nous savons que les terpénes ne sont pas vrairent forrés dans
1= nature & psrtir de 1'isopréne ; ce dernier n'zyant javais §té détecté dans
un orgrnis-e vivant. Ie véritable précurseur universel de tous les terpénes

est l'scide mévelonique qui n'est connu que depuis 1956.(1"

X v
2" Classification das terpénes

241 lonoterpénes

En plus des terpdnes for-és directe~ent 2 pertir du pyrophosph-te
d'isopentényle, divers =lcools 2llyliques isoméres, rccomp-gnés

de leurs produits d'oxyd=tion ou de réduction, existent d-ns diver-
ses essences,

L= plupert des terp2nes connus sont des substences cycliques, biogyn-
thétisées & pertir de précusseurs acycliques prr des ré=ctions de cy-
clisztion psr ion csrbénium,

Les monoterpénes les plus i-portants et présentznt la plus grsnde ri-
chesse de résctions, en particulier des trenspositions, sont les ter-
pénes bicycliques. le constituent type est le pinéne, comportsznt un

cycle hexzgon=1 avec un pont cyclobutanique, dont 1z tension confére

une certzine instabilité au systére,

E e T

N
Ies terpénes cycliques -ono-oxygénés corprennent par exe~ple le ~en-—
thol, le ca-phre et le cinéol - 1,8, constitu-nt ~zjeur d'essence
d'eucelyptus.



2,2) Sesguiterpines ~ Ditorpénes

les sesquiterpénes ont parfois des structures inhabituelles, co-me le

crryophiléne ou le cédrol alcool tricyclique domnant su bois de cédre
son odeur carzctéristique.(1’

Quelques essences sont presque exclusiverment constituées par des
sesquiteérpénes, mois en général ces hydrocsrbures ne jouent qu'un

role secondsire par repport sux sutres constitusnts ; on les rencon-

tre si fréquerment qu'ils doivent etre rangés =su no-bre des constitusnts

le plus large~ent répandus psr-i les huiles essentielles.(6’

Psrwi les diterpénes, le plus connu est 1'zcide =biétique. constitusnt
principrl de 1 colophsne, qui est un sous produit de lz f=bric=tion

de l'ecssence de térébenthine.(1’

VI - MODE D'OBTENTICN

L'extraction des huiles essentielles se fait par différentes réthodes. Cette
diversité est due & ls variété des ratiéres preriéres et & 1z sensibilité consi-
dérsble de certrins parfu-s ; ce qui obligs & n'employer que des Toyens peu
violents sens intervention d'sgents chi-iques trop énergiques.(9x

Par~i ces ~éthodes, nous pouvons citer : l'expression, la distillstion, la
dissolution et plus particulidrement 1'entr-ine~ent 2 1a Vapeur.

Ce procédé per—et non seulerent d'isoler les huiles essentielles a 1l'état de
pureté rais encore il est celui qui tout en fournisssnt les meilleurs rendements
permet, avec un m~tériel et une main d'oeuvre relativerment restreints de treiter
de grendes quantités de matidre premiére & 1z fois et de produire p-r 1- suite,

4 bon marché une quentité d'essence considérsble.(6

L~ distill~tion est un processus de séperztion des constiturnts
d'un mélenge qui est basée sur 1= différence de leur voletilité ou

de leur tension de vepeur,
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Iz distillation & la vapeur est une technique dans lsquelle l= vapeur
d'esu est en contact direct =vec le mélange a distiller. Essentiel-
lement, il s'sgit de vaporiser une substence en fzissnt przsser de la

vepeur d'esu dans un mél=snge d'eau et de cette substasnce,

Crs des huiles essentielles : Un systére d'eru et d'huile essentiel-
le forre un liquide & deux phnrses. Lz pression de 1- phase vspeur
est —~eintenue constante, soit en relisnt l'espzce vepeur avec 1'ztmos-

phére soit psr controle judicieux pour maintenir une pression réduite
élevée,. (18"

2" Principe
Le principe sur lequel est basée cette opérztion = été ~is en
évidence par ILIEBIG en 1832 et n'est en fait qu'une conséquence

de la loi de DAITON sur le rélange des gsz et des vzpeurs,.(9’

La loi de DAITON est applicable lorsque l'on peut considérer tou-
tes les vspeurs présentes dens un ~élange de vapeurs co— e des gaz

parfaits, Elle s'énonce de 1= msniére suivsante:

- "La pression partielle de cheaque constitusnt du mélange est
égale au produit de sa fraction r~oleire dzns le vepeur psr l=z
pression totale".

T

i = Py p; ~ pression partielle du constitu-nt

d-ns le m’l=nge

P - -ression tot=le (19°

Iorsque des corps liquides non miscibles et n'exergsnt rucune -=clion
1'un sur 1'autre se trouvent mél=ngés 1» tension de v=peur du mél-nge
est 1= gomrme des tensiong maxime de chacun des corps & 1n te-pérsture

considérée,

11 en résulte que :
a) Ie mél=nge entrer= en £bullition lorsque 1= sorme des tensions
de vspeur sers ég=le & la pression qu'il supporte, c'est-a-dire
3 une te-pérzture qui ser:s nicessaire-ent infirieure & 1» te—-péra-

ture d'ébullition du constitusnt le plus vol=stil,



= A4l =

b' Trnt que les corps resheronl en présence et qelles qie soient
leurs proportions relatives, le point d'ébullition du ~él-nge
resterz fixe et co~me ch=que corps distille pronortionnelle-ent
a4 se tension de vapeur, l= co—position du distillat resters cons-—
tanted(9) |

Ceci peut égele-en! s'énoncer come suit :

- La pression partielle de chaque substsnce est £gsle A sr pression

de vapeur A la te~pdrature considérie :

o o
P1 P 3
[+]
e = ’ = + B
r2 P, avec P p1 Py

A une pression d'une ou quelques =zt-ostphéres, il est justifisé
de considérer que 1la phsse vzpeur obéit & 1- loi des gz p-rf-its,
I1 en résulte que 1l corposition de 1= phrge v=peur est déterminée

par =pplication de 1= loi de DAITON :

o o

: D, P

p1 P1 et y,) B _"‘_ - ot

Y98 — = e = P P
P P

La covposition de lz phase vepeur est donc ind“pend-nte de 1-
co~pogition de 12 phase liquide, et reste constonte tant que les

deux constitusnts sont présents dans la phase liquide.(19‘

VII - L'EUCALYPTTUS

L'huile volzatile d'Bucrlyptus la plus snciennerent connue est celle de 1'Eu.
oslyptus Pipérita Sm,,qui = été rentiomnée dés 1'année 1790..En 1853, le bota-
niste Ferdinand v ,MULLER recommanda 1=z distillation des feuilles d'ZHucalyptus
su gouverneur de Victoria BOSISTO, qui =vait fait & Londres des esszis de dis-
tillation avec les feuilles sdches, fonds en 1854, 1la pre~idre fsbrique en
Australie, et peut en consdquence étre considéré co-—e le fondsteur de cette

industrie sctuelle-ent si développée.(6’

les Bucalytus ou gommiers de l= fa~ille des Myrtzcées forment un genre qui se
distingue, en Australie.(20' Il existe un grand no bre de variétés d'Buc-~lyptus

qui sont erployées pour 1= préparstion de l'essence : 1'Euc=lyptus =-ygd-lins,
1'Bucalyptus Globulus, 1l'Buc=lyptus citriodors, etCose
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Dans son bulletin d'octobre 1904 ; SCHIMMEL = dressé une table co-pléte
de toutes les variétés d'Eucalyptus zvec le no~ botanique, indigine, le
rende~ent, ls provensnce et les constitusnts recommus.(11' Il existe plus

de 200 vsriétés dont 1~ plus i~portente est : Bucslyptus Globulus.(13)

Ies Eucrlyptus sont d'ordineire de gr-ands srbres, spont:nis, pour 1l
plup-rt en Austrelie. LA croissance des Eucslyptus est extremement r=pide
et cert-ins ntteignent des di~ensions colosszles, dép~ss-nt 100 mdtres de
hruteur rvec 2,5 métres de circonférence.(21' les rrbres sont peu exigernts
du point de vue des conditons du sol. les peys producteurs les plus i~por-
tents sont actuelle-ent 1'Austrslie, les Indes, 1'Algérie, et 1'Amérique
du Nord,. (20" '

1? Définition

-

L'huile volatile est obtenue psar distillation & 1a vspeur d'esu de feuil-

les fraiches d'Eucelyptus Globulus Lebillardiére, et d'sutres espices
d'Bucalyptus 1'Héritisr. C'est un liquide incolore ou jsune pale rap-
pelent le 1,8 - cinéole, un peu 1l'odeur du czrphre et = une sszveur pi-

quente, épicée et rafraichissante.

L'arbre est natif de 1'Australie, de lz Tas—anie et de 1= Nouvelle

Guinée, et est cultivé dans les régions te-péries,

T1 existe plusieurs espéces d'Eucalyptus fournissant des huiles essen-
tielles a constituents chimiques différents. Ces espices sont classées

comme suit :

- Buceslyptus Globulus (Cinéol)

- Bucslyptus Austr-li-n- von B. (Phellandréne

- Bucrlyptus Mzcarthuri (Acétate de Gérrnyle’
- Bucrlyptus Citriodora (Citronellz1"

- Bucelyptus Strger=n- (Citrsl, Li-onéne

2" Constituants chimiques

Ies huiles essentisiles d'Euczlypius contiemnent princip-le~ent les

constitusnts suivants :

® - pinéne cinéol {i-portant) -1déhyde en c8
carphéne ~2ig sussi 8-terpinéne  tlterpinéol

B - pinéne P - cy—éne acétate de citronellyl
phellsndréne citronellsl bornéol

li-onéne linalol et des slcools(22)
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Dans les no-breuses veriétés d'Bucalyptus, on rencontre des proportions
trés verisbles d'Eucslyptol ou cinéol . :

- BEucalyptus ~acrocryncha 53,2 %

- Eucalyptus cspitellatsa 38,4 ¢

- Bucalyptus engenioTIdes 28,4 2 31,4

- Rucelyptus dextropince piniéne : ot a8, windsl
— Eucelyptus laevopinea = ]

- Bucalyptus punetata 46,4 3 64,4

- Eucalyptus exophlebes 15 & 20 odeur dészgrésble
- Bucalyptus restrata teneur forte en cinéol

Dans toutes ces essences, on rencontre les élé~ents suivants cinéol,
citral, citronellal, =1déhyde cu-inique, cy—éne, pinéne, phellsndréne,
L'eucnlyptol sersit le constitusnt le moins rctif, puis viennent le
pvhell-ndréne et 1'sro-sdendr-1 ; ce dernier est le plus -ctif.(11"

VIIT - L'EUCALYPTUS GLOBULUS

Son nom letin, Fucelyptus Globulus lui » été donné en rnison de 1- forme spécin-
le de ses fleurs. Elles sont en effet fermées, donc "bien oouvertes" soit en

grec : Bu - bien et Ksluptos - couvert.(8"

- Dénomination usuelle : Bucelyptus Globulus
- Désign=tion botenique : Eucalyptus Globulus Lebillardiére
- Famille : Myrtacées

- Partie de 1z plente utilisée : Feuilles (3)

L'Bucsalyptus Globulus, dit gommier bleu de Tas—anie ou arbre a fidvre est, de
toutes les espéces de ce genre les plus connue et la plus apprécide.(20" Cet arbre

2 été dlcouvert par LABILIARDIERE en Tasmanie en 1792 et introduit en Europe par
RAMEL en 1856,.(12 L'Bucalyptus Globulus vit sous un cli-at trés doux, régulidre-~ent
tidde et humide asvec une pluvio~étrie relative-ent foible.(23' C'est un =rbre tris
intéressant qui pousse sur les sols argilo-sableux ou nivenu de 1- ~er.(24) Ses
propriétés remarqurbles et excellentes en ont frit propasger 1s culture d-ns pres-

que tous les continents.(20"

L'Bucelyptus Globulus est un =rbre qui, dans l= rigion méditerrsnfenne, ~tteint
fecilerent 30 & 40 ~atres de h-uteur et drns san prys d'origine s'él3ve 3 60 &
80 m2tres et mé-e plus.(21’ '
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1" Définition
Obtenue par distillstion & la vapeur des feuilles et sussi des bou-
tons florrux, 1'essence de 1'Eucalyptus Globulus est un liquide trés
—~obile incolore ou dont 1lr couleur peut sller jusqu'-ru j-une cleir
ou verdatre psle ; elle » une odeur sro-stique forte, =gri-ble et
r-freichissante de cinéol, une saveur épicée et réfrigérrnte r-ppelent
a4 1= fois le c-~~phre et 1z 1l-vende de s=veur freiche puis brul=nte.
(20" - (21, Elle doit son odeur zu principzl constiturnt : L'Bucez-

1yptol. (8}

D=ns 1'essence brute ls présence d'z1déhydes (surtout zldéhyde valé-
risnique) se -=znifeste désasgré=blement en provoquant l= toux. les
essences bien rectifiées ne possédent plus ce carsctére ficheux, ou

& un degré minime seulement. (20’

2 Caractéristiques physiques
Densité d20
20

minimum : 0,906

meximum : 0,925
(+]
Indice de réfraction 4 20 C.

mini~u~ : 1,459

maximum ¢ 1,467

Pouvoir rotatoire a 20° C

compris entre 0° C et + 10° C (3°
Soluble dsns 2 & 3 volu~es et plus d'alcool 2 7092.(25"

les feuilles ~dultes sont plus riches en huile que les jeunes et

leur huile est égrle~ent plus riche en cinéol.(24"

L'Bucalyptus Globulus donne les renderwents suiveants en essence

Feuilles freiches 0,8 %
Feuilles séches 1,6 a3 %

Plus l'essence est riche en cinéol, plus sa densité sera forte et son
pouvoir rotetoire faible, les essences dont le titre en cinéol est

trés élevé se solidifient, en une masse blanche et cristalline lors-
qu'on les place dens un mélange réfrigérant forré de glace et de sel

de cuisine.(11'
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3" Composition chimique

L~ pre~iére =n=lyse de 1l'essence d'Euc=lyptus = été entreprise en
1870 psr CIORZ, Il en retirs par distillation fractionnée un corps
bouillsnt & 175° qu'il nomm= eucsalyptol. Cette fraction ét-it
encore forte—ent souillée de terpene. C'est pourquoi 1'-nslyse
é¢lé~entaire de CLOEZ le conduisit & 1z for-ule inexscte C12 H22 s

L~ co~position exacte de 1l'euc=lyptol, soit c10 H18 2 & été recon=-

nue par M.,E, JAHNS, qui démontra 1l'identité de ce corps nvec le
cinéol. L'hydrocarbure, qui rccompsgne le cinéol, et qu'on dési-
gnent jodis per le ter—e d'euceslyptus n'est -~utre que du - pinéne
droit. D'aprés une zutre observation, il est probsble que 1l'essen-
ce de globulus contient encore d'autres terpénes que le « — pinéne.
L'odeur second=ire désagrésble et piquante de 1l'essence d'eucslyp-
tus brute, qui provoque l= toux est du 2 plusieurs aldéhydes sur-
tout les aldéhydes valérisnique, butylique et ceproTque. Outre ces
corps, on trouve dens la fraction de téte, selon M.M,G. BOUCHARDAT
et OLIVIERO de 1l'=lcool éthylique et de 1'alcool arylique, ~insi
que selon M,M, WALLACH et GILDEMEISTER, des =cides gras. (20°

les constitu-nts principsux sont :*-Pinéne, car-phéne, B - pinsne,
caréne, phellsndréne, limonéne, eucalyptol, p - cyréne, linslol ,
ca~phre, terpinéol, géraniolaiﬁmadendrgn@c=ryophy11éne, pcét-te

de gér=nyl, X terpinéne, terpinéne 1-¢cl4, carvone, terpinocléne

Quelques for-ules des constitu-nts :

Pydrocarbures: ~Terpines cycligues

SIS ::

A =Pinéne % ~Pindme Tawphine

)

3
A° -caréne Phellandréne Iimonéne

48
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~lromatiques ()
p~-Cyméne
-Lesquiterpénes
f
< g ol
Aromadendréne Caryophylléne
Alcools: =iliphatiques
. ‘ : )\_ CH,OH
: ] F:ﬂ
™~

sinalol Géraniol

-Terpénes cycliques

KD

A -Terpinéol

e

Tlobulol

Camphre

Tasters:Terpénes
Z
CHc00- i
: I

acétate de Géranyl

-Sesquiterpéne

Cétones:Terpénes Bicycligues

ICEIdes:

Cinéol
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L'essence d'Eucalyptus Globulus, qui est 1'essence comrmercisle, -~ pour cons-
tituent principel, le oinfol qui atteint jusqu'a 7o & 80 %.(11° A 1'étnt pur
le cinéol constitue un liquide incolore, optiquement in-ctif A 1'odeur cam—
phrée ; il se cristsllise sous 1'sction du froid. Ie cinfol est trés st-ble
vis-a-vis des sgents réducteurs, L'odeur cer-ctéristique du cinfol révale le
plus souvent s~» présence.(6' Le cinéol possidde d'étroites rel-tions -vec les
terpénes, I1 se trouve psr~i les produits d'oxyd-tion du phell-ndréne et peut
prendre n-isssnce & partir du terpindol.(26’

IX - USAGES

C'est surtout psr leurs propriétés antiseptiques ~ais aussi psr leur parfu- que les
huiles essentielles sont connues et utilisées depuis longterps. Ces propridtds anti-
septiques ne sont pas e~ployées seulerent pour la toilette, ~zis dgsle~ent dens un

but plus directe~ent thérspeutique.

L'zction antiparssitaire des huiles essentielles est utilisée pour ¢li-iner les
vers intestinsux et en particulier les oxyures. Elles sont tonicsrdisques, et elles
favorisent 1'éli~ination du cholestérol.(8"

Ie bois dur et résineux est excellent pour l= construction ; on 1'utilise encore

pour sa cellulose, comme bois de mine et de cheuff-ge.

L'Eucelyptus sssn~init les régions rzrécsgeuses, les ¢corces de cert-ines espdces
d'Bucalyptus sont riches en trnin et sont utilisées pour le t-nnrge des perux. De
ses feuilles, on retire l'euc-lyptol, qui poss2de des propriétis désinfectrntes

et qui est sssez couramment utilisé en phermroie. (7’

|

Erploi de 1'Euczlyptus Globulus

Inhslstions : diphtérie, scarlatine, cogqueluche, c=t=zrrhe,

bronchite, pneu-onie, influenza

Frictions : contre les rhumatis~es

Injsctions sous cutanées : septicérie, érésgipéle.

L'Eucrlyptus n'est pas toxique.(11’
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B - CHROMATOGRAPHIE D'ADSORPTION IIQUIDE SOLIDE

I - GENERALITES

Le ter-e chro-ntogrephie, du grec KHROMATOS (couleur) et graphos (écrire), fut
erployé tout d'abord psr le botaniste russe Michzel TSWETT en 1906 pour décrire

le séparstion de pig-ents végétaux en zones colorées distinctes.(?7'

\

La chro-=tographie est une technique de sépesrstion trés puissonte —nis sussi con-
sidérablerent complexe. Ies séparations par chro-stographie mettent en oeuvre

des techniques brsées sur les propriétés physiques générzles des rmolécules,

Ces propriftis sont : (») 1z tend-nce d'une molécule & se dissoudre dzns un li-
quide (solubilité‘, (b 1= tend-nce d'une molécule & se lier & un solice fine-
~ent divisé (rdsorption’ et (c) 1~ tend~nce d'une —-olécule & preser & 1'étrt de

vepeur ou i s'évaporer (volstibilitéd,

Ainsi, une des pheses (1z phase —~obile® passe & trrvers 1'sutre phrse (12 phese
stetiomn-~ire’, tout en rest=nt & peu prés en équilibre =vec elle.

Si 1r phrge ~obile est un liquide et 1r phase ststionnsire un solide doué de

propriétée rdsorbentes, le résult=t est une chro-astogr=phie d'sdsorption. (28"

Ls chro~=togr-phie en phsse liquide sur colomne est la plus =nciemme des méthodes
chro~ztogr=phiques ; fait re~arqusble, elle est i nouveau considirde comme 1l'une
des techniques les plus précieuses pour le chercheur.(29' Son développement est

dl sux nouverux sppareillsges qui per-ettent de rézliser des rn~lyses plus Trezpi-
des en utilisant des colommes hruterent efficaces et des systé-es de détection

de plus en plus sensibles.(30' En plus de cette méthode, toujours erployé actuel.
lement, il en existe d'-utres pour résoudre des différents probléres de fraction-

ne~ent et récupérer les produits séparés.(31)

Lz chro-astographie liquide — solide convient & des échsntillons dont le poids
molécul-ire n'est pas trop élevé corre des écheontillons peu volstils de poids
moléculrire inférieur & 1000, p=r exe-ple ; et elle est perticulisre-ent =dsp-

tée & ceux qui sont solubles dens un solvent orgsnique.

Lz chromrtogr=phie liquide - solide est cepend-nt moins promettieuse en ce qui

concerne les échentillons i poids ~oléculrire élevé, tels les poly-ores, les

co~posés ioniques et les co-posés solubles dens 1'esu.(29’
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Ie choix d'une ~éthode frce & un probléme est notsblement plus compli-
qué ici qu'en chro-stographie en phase gazeux en raison des interastions
supplémentaires entre la phsse wobile et, d'une part, le soluté d'autre
pert la phase strtionnaire., Or la comneissence de ces interzctions et

de celles entre soluté et phase fixe est encore trop souvent insuffi-

sante et erpirique.(4’

IT -~ DEFINITIONS

La chromatographie en phase liquide perfois eappelée chromntographie
liquide, est une des branches de 1l- chrowatographie, ln technique 1le
plus utilisée & 1'heure actuelle. Ie principe général du proceesus chro-

~ntogrsphique peut etre défini co-me suit :

~ Le chro~=togrsphie est svant tout une ~éthode de sép-r-tion d=ns la-
quelle les co—pos-ntes & sépsrer sont réprrties entre deux rh-seg ;
1'une d'entre elle est constitude psr un 1lit de matériru st-tionn-~ire
su tr-vers duquel s'infiltre, 1n deuxié—-e phrnse., lLe processus chroma-
togrephique est le résultst d'rdsorption et de désorption répities,
lors de 1l» tr-versde de ls phrse ststionn ire, et 1n séprr=tion obte-
me est due rux différences entre les coefficients de prrt-ge des com-
posantes de 1'dchrntillon,.(30"

Puisque 1l'edsorption correspond essentielle-~ent i un phéno—-éne de sur-
frce, il est évident que le degré de séparzmtion dépend de la surface
développée de 1'rdsorbsnt ; d'ol 1'intérét d'un adsorbent de fzible
gremulo—étrie, Deng tous les c~s cependant, le fzcteur le plus irpor-
t=nt est le coefficient de partage K d'une substance entre les deux

phzses du systé-e. On a :

X - Quantitd de soluté psr unité de volu-e de lo ph-se stztionnzire
Quentité de soluté per unité de volu~e de 1ls phrse robile.

En chro~atogrephie d'sdsorption, ce coefficient dépend de 1» tempéra-

ture et générsle—-ent de la concentrstion de 1~ substirnce étudide.(27"

L- substsnce solide servsnt de phsse stztionnsire en chro-=togrephie
d'=dsorption est générsle~ent =ppelée esdsorb-nt. L'écoule-ent de la
vhrse —obile sur 1'sdsorbsnt est le développe—ent. Aprés séprretion
des substsnces sur le chro-rtogrz—me p=r divelopre—ent. elles sont

dftectdes ou visu-lisées. Lorsque les substrnces sont co plite ent
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séperées de 1'zdsorbant, il y ¢ €lution. les substances séparées
sont no~mées solutés ou échrntillons. Ie liquide ayent traversé 1z

colomne et zpp-raissant subas est appeld 1'effluent, (30"

ITT - DIVERS ASPRCTS DE Ia CHROMATAGRAPHIE D'ADSQRPTION

En chro-rtogrsphie sur colonne,les forces de contr-inte sont dies 2 1'sction
d'un coursnt de liquide su travers de 1- colomne et celles de résist-nce

rux diverses rffinités d'~dsorption que ~rnifestent les solutés vour 1'~dsor-
bant. Pour obtenir une séperntion effective, les forces de contrzinte et les
forces de résistence doivent ogir sélectivement sur les solutés, Ce sont les

forces d'~dsorption qui présentent ici un tel c-rrotére de sélectivitd, (s’

On utilise trois techniques distinctes pour les séper-tions chro-stogrsphi-
ques : 1'sn=lyse psr élution, 1'zn-lyse frontele et 1'enelyse prr déple-
cement, (27"

b - =
1’ inalyse par élution

Le ~éthode, qui » fait 1'objet des recherches les rlue --rrofondies
pour les substences incolores, est die a REICHSTEIN et 3 son école
qui 2 poursuivi le levege de l= colonne Jusqu'd ce que les substan-
ces finissent per passer dans 1'effluent ol elles sont recueillies
géparé~ent et carncté:isées per toutes sortes de procédés ~ppTOpriés,
Deux modifications i~portantes de cette ~Hthode d'rnazlyse par élu-
tion ont été introduites : 1'une consiste 2 utiliser, co--e liquide
de développe~ent, non plus un liquide unique ~nis une "série" de
liquides ~ppelés "¢luents successifs", Ce choix judicieux de 1-

suite des €lurnts per-et d-sns certeins ccs d'obtenir de reilleures

sgéprreotions.,

L= deuxiéme modificstion rpportée A 1la technique de 1'"n-lysee prr
€lution consiste, non plus i frire verier 1- n-ture des €lu-nts,
~2is & sppliquer -u sor~et de 1r colonne un "gr-dient de rouvoir
€lusnt". On 1'obtient per le -¢élnnge progressif et continu de deux

501V¢nts.(5)

2" inalyse frontale

On verse le mélrnge de f-gon continue. Au début, le co-posent le
Toins adsorbé trrverse la colonne et 1l'zutre se rzsse-ble prés du

sommet o



Mais lorsque la capacité limite de 1'adsorhant est atteinte, le
composant le plus fiortement adsorbé commence aussi a se déplacer

le long de la colonne. Les premiéres fractions ne contiennent donc
que le corps le moins adsorbable mais i) apparait ultérieurement

un mélange de deux substances. Un tel phénomene peut aussi se ren-
contrer lors de l'analyse par élution, en patrticulier lorsqu'on
introduit dans la colonne une trop grande quantité de substance.

Au lieu de zones distinctes, on observe un chevauchement, a 1'excep-
tion d'une partie du premier composant. l.'analyse frontale est de

ce fait une technique préparative plutot qu'analytique : de plus,
elle présente 1'inconvénient par rapport aux deux autres techniques
de nécessiter une plus grande quantité de mélange puisque ce dernier
doit etre admis en continu dans la colonne (27).

2 - Analyse par déplacement

TISELIUS en 1940, a modifié la méthode d'analyse frontale en combi-
nant ses avantages avec ceux de 1'analyse par élution. le nouveau
procéde, proposé en 1943, consiste a introduire au sommet de la
colonne une quantité finie de la solution a examiner, comme en
analyse par élution et a effectuer le lavage, non plus avec un solvant
ordinaire, mais avec une solution d'un corps choisi de telle sorte
qu'il soit plus fortement adsorbé qu'aucun des constituants de la
solution initiale. Dans ces conditions, les solutés initialement
adsorbés sont "déplaces" et lorsqu'un état stationnaire est atteint,
ils se meuvent "en procession”, les moins adsorbés précedant les
plus adsorbés. Il s'ensuit que la méthode d'analyse par dénlacement
se préte de maniere parfaitement correcte a 1'examen qualitatif et
quantitatif des mélanges ; elle souffre simplement de la restriction
qu'un équilibre parfait doit etre instaure entre la phase liquide

et la phase solide (5).
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T/ - THEORIES DE LA CHROMATOGRAPHIE D'ADSORPTION LIQUIDE-SOLIDE

WILSON a établi le premier 1'équation différentielle du mouvement
d'un soluté unique dans une colonne d'adsorbant sous 1'influence
d'un liquide de développement.
Pour 1'établir, on exprime qu'il y a conservation de la matiere
dans la tranche AB de colonne d'épaisseur 5!-, a distance x du
sommet, la quantité de soluté présente dans cette tranche peut se
modifier de trois manieres différentes, pendant le temps St

- par la variation de la concentration de la solution qui
pénetre par A (concentration C) et sort par B (concentration

< +(3) 5¢)

- par la variation de la concentration de la solution dans
l'espace interstitie) des grains AB

- par la variation de la "concentration" du soluté adsorbé
sur les grains de la tranche AR.

A ces trois causes de variations correspondent trois termes dont

la somme doit etre nulle.

VEE (85) S 4 R8e(fC)5t +(22)SEDxz0

P = Volume interstitiel des grains de la colonne
V = Vitesse d'introduction constante du solvant dans le développement
Q = OQuantité de soluté adsorbé par gramme d'adsorbant.

lLa vitesse de miuration est cocnstante et independante de la concen-
tration, tous les points de la zone se déplacent a la meme vitesse,

la zone conservant sa forme initiale.

Théories cinétiques

THOMAS introduit par exemple la cinétique du processus d'adsorption
qui méne a 1'isotherme de LANGMUIR, en supposant que la vitesse de
désorption est du premier ordre par rapport a la "concentration" |
du soluté adsorhé et que la vitesse d'adsorption est proportionnelle
3 la concentration de la solution et a la "surface libre de 1'adsor-
bant".

Par ailleurs, GIDDINGS et EYRING partis d'un point de vue fort dif-
firent, ant hAti une théorie entisrement hasée sur la position de
centres actifs d'adsorption et sur la probhahilité ou'x la molécule,

dans l'unité de temps d'etre éluée au pied de la colonne (5).



V. - NATURE DU PHENOMENE

Comme nous 1'avons déia vu, a propos de la définition méme de la chroma-
tographie, l'analyse se fait par transport des molécules de 1'échantillon
dans la phase mobile au travers d'un lit de matériau constituant la phase
stationnaire.

Pendant ce transport, la phase stationnaire retarde les molécules de
1'échantillon en les retenant plus ou moins en fonction de leur interaction
avec les phases mobile et stationnaire. Ce retard est un phénomene sélectif
dans un systeme phase mobile - phase stationnaire donné et la durée de

retard est différente pour chacun des composés de 1'échantillon.

La chromatographie d'adsorption liquide-solide est normalement utilisée
pour la séparation des composés de polarités différentes. La polarite
d'une molécule est une conséquence de la présence et/ou de la position
de ses différents groupements fonctionnels. Le tableau 1 donne une
liste de groupements fonctionnels courants par ordre de polarité
croissante. En général, si la molécule d'un composé comprend plus

d'un groupement fonctionnel, la polarité du composé, et donc son temps
d'élution, sont déterminés par le groupement de plus forte polarité.

lLa chromatographie d'adsorption sépare donc souvent les mélanges
suivant la classe des composés ; la classe d'un composé étant déter-

minée par son ou ses qroupements les plus polaires.

Une maniere commode de visualiser le déroulement de ce mécanisme,
consiste a envisager le processus d'adsorption comme 1'établissement
d'un équilibre a 1'intérieur de la colonne. On choisit une phase
mobile dont la polarité est voisine de celle de |'échantillon ou lége-
rement plus faible. Une molécule d'échantillon, adsorbée sur un grou-
pement hydroxyle a la surface de la phase stationnaire, est heurtée
de maniere continue par les molécules du courant de phase mobile.
L'énergie de ce courant est suffisante pour affaiblir progressivement
la liaison de 1'échantillon -phase stationnaire. Le flux continuel
de molécule de la phase mobile, dont la polarité est presque identique
a celle du composé adsorbé ; réussit a la déloger et a l'entrainer
fusqu'au premier groupement -OH disponible, ou sa polarité legeérement
supérieur lui permettra de nrendre la nlace de molécules de la phase

mobile arrétées sur le site d'adsorption.
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L'augrentation du norbre de ces étapes de désorption - =dsorption

allonge d'sutant plus le temps de séjour dans 1a colonne des corpo-

s=nts de 1'échontillon que leur charge est plus élevé, aréliorant

sinsi leur séparation.(31’

TABIEAU 1 : GROUPEMENTS FONCTIONNELS INTERVENANT EN CHROMATOGRAPHIE

D' ADSORPTION

(Classés rpproxirztive~ent prr ordre de pol-rits’

GROUPEMENTS FONCTIONNELS STRUCTURES
r“éthyle sesssee a CH3
Pluoro °*°*°°*°* - P
ChloXo  .icesea -cl
Nitro EX YR Y] = N02
A1dShyde veeees - CHO

g
I
ACé'byle esssaeS — O = C — CH3
Hydroxile eeeea - CiH
0
Il
Cétone ceeeveae —C-
A"ine eecsscssoe = BII2
C2Tboxyle ¢eeseo - COOH
Aride seasicense - CO NH2

2" Sélectivité en chromatographie d'adsorption

les s‘prr=tions en chro-=togrzphie d'zdsorption s'effectuent sur des

zdsorbsnts polzires tels que le gel de silice, l'slu~ine ou d4d'~utres

supports minérsux, C'est le groupe—ent fonctionnel d'une ~olécule d'échan-

tillon qui déter—ine evant tout ~utre fzcteur son =dsorption relative :

clest-a-dire la valeur de son k' . Cette adsorption crolt zvec la pola-

rité et le no—~bre de ses groupe—ents fonctionnels, car les intersctions

entre 1= ~oldcule et l= surf=ce de 1'adsorbznt polaire - -entent,



L'originalité de la rétention et de la sélectivite en chromatographie

liquide-solide a pour oriaine deux caractéristiques de 1'adsorption

en solution :

Une compétition entre les molécules de l'échantillon et celles du

solvant a la surface de 1'adsorbant et des interactions multiples

entre les qroupements fonctionnels d'une molécule d'echantillon et

les sites correspondants fixés de fagon riaide a la surface de

1 'adsorbant.

L'adsorption d'une molécule d'échantillon X, qui se trouve en phase

mobile, m, a pour origine le déplacement d'un certain nombre n de

molécules de solvant M, initialement situés dans la phase adsorbée a:
Xm + NMg — X3 + nMy

Ainsi la surface de 1'adsorbant en contact avec un liquide (le solvan

est entiérement recouverte par des molécules de solvant ou d'échan-

tillon : 1'adsorption de X nécessite la désorption d'un nombre

suffisant de molécules de solvant pour lui permettre de s'adsorber

3 la surface. L'énergie nette d'adsorption de X qui détermine son

adsorption relative, et son k', est, par conséquent égale ala

différence entre les énergies d'adsorption des groupements individue

et des molécules de solvant déplacées de la surface par ces groupe-
ments

k' est défini comme étant le facteur de capacité
k' = KVg /Vm
K coefficient de distribution (rapport des concentrations)

Vg = Volume de la phase stationnaire dans la colonne, ou volume de

solvant dans les pores d'un remplissage pour chromatographie

d'adsorption.

<
"

m = Volume de la mobile dans la colonne, ou

Volume interstitiel (29)



VI - FACTEURS DEPENDANTS DES SEPARATTONS

Nature de l'isotherme

Par définition, une séparation de deux solutés A et B dans une colonne
chromatographique est correcte lorsqu'aucune trace de A ne se retrouve

dans la zone de B et réciproquement, aucune trace de B dans la zone de A.
Ainsi la séparation dépend de la nature des isothermes d'adsorption de A

et de B.

En fait, il arrive assez souvent que le constituant le moins adsorbé soit
"déplace" par le constituant qui le suit immédiatement ; cet effet se traduit
par un "raidissement" de la limite arriere trainante du constituant le plus
adsorbé.

Nature de_1l'adsorbant

Nans de nombreux cas, il est impossible de distinguer la nature des forces
de résistance sélectives qui permettent la migration différentielle des
solutés. La quantité d'adsorbant a utiliser pour une séparation chromato-
graphique n'est pas indifférente, i! semblerait que l'on doive augmenter

la quantité d'adsorbant pour améliorer les résultats.

C'est un fait d'expérimentation reconnu depuis TSWETT lui-méme que la
grosseur des grains est un facteur important avec les grains les plus fins.
La dimension des grains peut influencer trois facteurs expérimentaux impor-
tants ; la vitesse de filtration, 1'homogénéité de remplissage du tube ;
c'est-a-dire 1'homogénéité de la colonne elle-méme et la finesse des limites
dépassant les zones.

La vitesse de percolation ou vitesse de passage du solvant au travers d'une
colonne donnée dépend de la nature de 1'adsorbant du coefficient de rem-
plissage de 1'adsorbant dans le tube ou perméabilité et de la différence
des pressions qui regnent au sommet et au pied de la colonne.

lLa vitesse de percolation ne doit pas etre trop rapide, sinon 1'équilibre
d'adsorption entre la phase liquide et la phase solide n'a pas le temps de
s'établir. Jnversement, la vitesse de filtration ne doit pas etre trop
faible, sinon une certaine diffusion des solutés des portions de zone ou la
concentration est élevée vers celles ou la concentration est faible se mani-

feste, entrainant également une diffusion des fronts.



Dimension de la_colonne_d'adsorbant
I1 est connu que les dimensions de la colonne exercent une influence rela-
tivement grande sur l'efficacité de séparation. Il en résulte gue l'on a
intérét a avoir des colonnes aussi longues et aussi fines aue possible.
Un rapport recommandé est de 100 pour la colonne et 1 pour le diametre (5).

Nature du solvant

C'est le parametre le plus important. Les solvants utilisés en chromato-
graphie d'adsorption doivent éetre purs, c'est-a-dire etre débarrassés
d'impuretés polaires, et ne doivent pas laisser de résidus qui contamine-
raient les substances é€luées. Les solvants commerciaux doivent étre donc
spécialement purifiés (34).

'effet d'une élévation de température sur 1'adsorption est double : d'une
part il y a élévation de la vitesse d'adsorption et de désorption, c'est-
-a-dire élévation de la vitesse avec laquelle 1'équilibre est atteint et
d'autre part, il y a réduction du taux d'adsorption. La nature affecte

simultanement les comportements du soluté et du solvant.

Modifications des conditions

On peut influencer le processus d'adsorption en changeant la nature des
adsorbants ou celle des solvants et en général, changer le solvant est

le plus pratique. Le premier choix important est celui de 1'adsorbant.

lLes substances acides seront séparées sur gel de silice, alors nue les

sihstances basiques doivent 1'etre sur 1l'alumine.

Anrés ce choix préliminaire, on peut encore modifier les propriétés de
1'adsorbant. L'alumine se prépare a plusieuns activités ou polarités dif-
fArentes et sous diverses formes plus ou moins acides. On modifie parfois
les propriétés du gel de silice par addition d'acide ou de hase et, plus
snécialement par addition d'agents complexants comme la trinitro -2,4,7
fluorénine ou le cation Ag,-

Par un choix approprié et un mélange de certains solvants, on obtiendra

la polarité nécessaire a une séparation donnée. Il arrive que certains sol-
vants paraissent doués de propriétés spéciales pour la séparation de cer-
taines molécules. Notons que la polarité résultant d'un mélange de solvants
ne varie pas linéairement mais selon une fonction logarithmique. Ce sont
des solvants de polarité trés voisine qui doivent de préférence étre

mélangés. (28).
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VII - LES ADSORBANTS

Un adsorbant idés1 doit posséder un certein no-bre de qualités. Son pouveir -
~dsorbant doit étre étendu au plus grznd norhre possible de substances et sz
capacité d'sdsorption doit eétre =zssez élevée afin que la saturation ne soit
pas provoquée psr des solutions relativerent diluée. I1 n'existe pas de régles

qui per-ettent de sélectiommer un adsorbant déterriné pour un objet précis.
C'est =vent tout une question d'expérience personnelle et d'esssis.(5"

L' ~dsorb-nt & une i~portsnce fonda~entnle dans 1'étsblisserent d'un systé—e
chro-~togrephique. Bien qu'il existe de norbreuses variétés, nous nous limi-

terens ici & 1'étude d'-dsorbsnts polsires, d'utilisetion trés souple ;

1'-lu-ine et le gel de silice.(28"

1) Choix de 1'=adsorbsnt ThBorie de SNYDER

D-ns le cszs des solvents peu pol-ires, SNYDER a montré que le f-cteur

de c-p-cité k' s'expri-zit psr 1la relation:

lgk' -lgV. + B (B, -4 €. +lg |a

"y

V - volu~e de 1z phase mobile zdsorbée psr grarrme d'adsorbznt

W = masse de 1'sdsorbant contenu dans la colonne chro~atographique

Hﬁ - volu-e de phese robile contenu dans la colonne.

B - Mesure 1'activité de 1'adsorbant et perret de prendre en considéra-

tion le norbre de groupe—ents silanol libres (c'est-a-dire non recou-
*

verte psr des —olécules d'ezu) P est un norbre sens dirension. Com-

pris entre 0 et 1.

EO est 1'énergie libre d'=dsoprtion des rolécules de solutés d=ns les

*
conditions d'activité st-nd-rds (B = 1).
L'énergie d'~dsorption £, s'expri-e psr le r-pport ~dimensionnel :
o
:-AGS
OF 2.3 BT

AG; &tant 1s veriation d'énergie libre d'sdsorption d'une molécule
de soluté, R est 1la constsnte des gzz perfzits et T la température ex-—

pri~ée en K.

A ¢ surface occupée sur 1'sdsorbsnt par une mole de soluté

£o: énergie libre d'adsoption des rolécules de phase robile par unité de

surf-ce de solvant sdsorbé dans les conditions d'activité standards.
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(px = 1) -Age,
E°= T'A
2,3 RT‘%H

AM : surface occupée sur 1'adsorbant par une molécule de solvant.

2) Influence de différents facteurs

2.1 Surface spécifique

D'une fagon générale plus la surface spécifique d'un adsorbant

est grande, plus le soluté est retenu.

On peut dire, en pre~iére spproxi-ation que le voluwe de la phase
mobile adsorbée Vé est proportionnel & ls surface spécifique du
support. Aug-enter la surfa=ce spécifique d'un support sugrente Vé

et psr 1a méme le facteur de capacité k', toutes choses égsles

par =illeurs.

I» cep=cité disponible est proportionnelle, & ls surfsce spéci-
fique et, dens certains css, il peut étre interressant de dispo-
ser d'un support ayant une grande surfazce spécifique, pour dimi-
nuer la longueur des colonnes chrormatographiques et par 14, leur
volu-e sans entrainer pour autant une surcharge des colonnes. Mais
de grandes surfaces spécifiques entrainent une diminution des dia-

métres des pores du support.

2,2 Activité

L'Activité P* d'un adsorbant dépend de sa teneur en eau. L'acti-
vité standard correspond & B* = 1, ce qui est le cas des supports
activés par séchage prolongé a 200° C, sous vide. Dans la pratique,
il n'est pss conseillé d'utiliser des phases stationnaires trop
activées car des adsorptions irréversibles ou des réactions cata-
lytiques peuvent se produire généralement, on déssctive les phases
stationnaires par addition d'un peu d'esu ou d'un solvant poleire,
ce qui » pour effet de dirinuer ls valeur de B* et d'entrainer

un nivellement de 1'activité des sites du support., Pour obtenir
des @éparstions reproductibles, I1 feut donc mzintenir constante

12 teneur en eru de 1'sdsorbsnt, c'est-a-dire utiliser des solvznts

syant une teneur en esu en équilibre svec celle de 1'=dsorbant, (22’
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3) Propriétés des sdsorbants

Quelques solides sont capsbles d'adsorber des liquides sur leur
surface spécialement s'ils ont une structure poreuse ou une sur-
fsce spécifique importante. L'adsorption peut étre chirique ou
physique, meis il est souvent difficile de faire une distinction,
depuis que les deux phénorénes peuvent opérer simultanément.
Tes =2dsorbants les plus utilisés sont rasserblés sur le tsbleau 2
Dens le cas le plus sivple, 1'adsorption physique est défini
comme €tant : la substence est retenue & la surfsce par des
forces de VAN DER WAAIS. les forces provoquent une concentrstion
4 1'interface de la substance, c'est-a-dire & 1'interface entre
deux phases, Usuellement, 1'inter-face est une épaisseur mono-
wodéculaire. Ie taux et lz teneur de 1'adsorption dépendant lar-
gement de 1z nature de 1'adsorbant et de le covposition chimique

de la substance sbsorbée,

Ls chimiesorption est due & des forces qui sont plus i-portasntes
que celles supposées en adsorption physique et les lisisons chi-

~iques sont for—ées entre 1'adsorbant et 1'adsorbé.

Généralement, 1'adsorption se stabilise plus rapidement sur une
surfsce sans rugosité que sur une surface poreuse, et les subs-
tences sont adsorbées dans une large mesure, sur des irrégula-

rités que sur une surface lisse.

La porosité de 1'adsorbant peut souvent augmenter 1'étendue de
1'sdsorption, et la taille des pores joueront une part importan-
te dans la déterminetion du degré d'adsorption dépendant prin-
cipalerent de la nature de la surface de 1'adsorbant. Ies irré-
gularités, appelées centres actifs, ont d'une maniére signifi-
cestives, une haute crpacité d'adsorption et lient 1- substance

adsorbée plus forte~ent & la surfsce.

Quelquefois, la liaison est assez forte pour causer des modifi-
c=tions chimiques telles que l'isomérisstion des substisnces

sedsorbées,



TARLEAU 2.  ADSORBANTS  USIELS

Adsorbant Taille des qrains (mm) QEETESPQQY?R"?
. Cel de silice 0,149 - 0,040 30 - 200
. Alumine 0,105 - 0,062 a0
. Silicate de Magnésium 0.250 - 0.149 .
synthetique 2 ‘
. Charbon activé 0,500 - 0,040 20 - 40 (34)

Les adsorbants utilisables sont nombreux. Cette variété, ainsi que celle

des solvants, permet de nombreuses combinaisons ; c'est une des raisons de

|'efficacité et de 1'universabilité de cette méthode d'analyse (31).

Gel de silice

est un adsorbant tres employé et probablement le plus souple d'uti-
lisation que 1'on puisse trouver (28). Les gels de silice utilisés

en chromatographie liquide se présente surtout sous deux formes :

des particules de gel de silice entierement poreuses ou de billes

de verre recouvertes d'une mince couche de gel de silice de forme
irréquliere.

La surface du gel de silice de ces deux types de remplissage est
recouverte de groupements Si-OH et Si-0-5i qui peuvent présenter
une interaction avec les molécules de 1'échantillon. Les groupements
les plus importants sont les radicaux hydroxyles. Comme le montre la
figure 1, il en existe deux types : les hydroxyles libres (OH) dont
le niveau d'énergie est environ 30K3/Mole (7 Kcal/mole) et les hydro-
xyles réactifs dont 1'énergie de liaison est de 1'ordre de 55 Ki/mole
(13 Kcal/mole).

Figure 1 : Groupements hydroxyles libres et réactifs a la surface de

la silice.
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Iles derniers radiaaux forwent des liaisons fortes qui peuvent provo-
quer 1'adsorption permenente de certains composants polaires de
1'échantillon et qui adsorbent des rmolécules d'eau sur le gel de si-
lice, Cette double sctivité est souvent responszble d'un élargisse-
~ent ou d'une division des pics d'un manque de regmuduotibilité des
résultats.

les hydroxyles réactifs peuvent etre désactivés en ajoutant dens

1a colonne de 1'esu ou un alcool (éthanol ou isopropanol) ou en uti-
lisent une phese mobile mél=ngée contenant de 1l'eau ou, de préférence
un #lcool. les remplisseges de gel de silice déssctivé sont & préfére:
pour le séperztion de co—posés trés polaires, par exe~ple szlcools,

smines ou scides.

Par contre, pour des composés de feible polarité ou pour des corposés
spoleires tels que les hydrocsrbures, les silices non modifiées donne:

de meilleurs résultats.(30)

La silice est un sdsorbant fziblerent acide (pH 4), du fait des grou
pe~ents - OH de la surfesce,., C'est un bon adsorbant, d'utilisation a
peu prés universelle, commercialisé, sous des formes trés veriées,

De plus, la silice sppersit cowme 1'adsorbant idéal pour les raisons
suiventes : réactivité faible ou mulle vis-a-vis de la plupart des
échantillons, forte capacité linésire (c'est-a-dire, volure de réten-
tion constent pour des cherges d'échantillon élevées) et grande effi-~

cacité (29"

Ie gel de silice peut etre utilisé svec tous les solvants, meis il
développe des lisisons hydrogénes svec certasins solutés et solvents
lorsque l'esu est présente, Par suite de cette propriété, l'utilise-
tion du méthsnol et de 1'éthesnol est limité & csuse du ralentissement

de 1'écoulement du solvant en présence d'eau.(28’

L'activation de 1la silice est obtenue par chauffage. La silice d'zcti:
vité meximun est obtenue par chsuffsge & 300 °C. Les activités infé-
rieures s'obtierment sussi par sddition d'e-u, ou p-r —élange avec
des 2lumines plus humides.(31' On 1'obtient en neutrzlisent une solu-
tion de silic=te de soude par un acide minéral dilué. Il se forre un
gel qui est ensuite levé pour le débarrasser des sels minéraux for—és

su cours de la neutralisation puis desséché et grillé.,
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e produit obtenu contient 92 % de silice, 6 % d'eau et 2 % de sels minéraux
résiduels et se présente généralement sous forme de grains translucides (321}.

Les pores du gel de silice doivent étre suffisamment larges pour permettre
1'entrée et la sortie des molécules d'échantillon. Un diametre de pores trop

faible provoque une exclusion stériaue préiudiciable a L'efficacité (30).

Les caractéristiques usuelles de silice sont les suivantes :

Composition : Si0, 92 2 94 %
HZO 5 % environ
Sulfates (ou chlorure) et sels 2%

Propriétés : Densité 0,7 a 0,8
Taille des particules de 1 a 6 mm
Surface spécifique BET 600 a 800 m?/qg
Volumes des pores 20 K environ
Chaleur d'adsorption 700 Kcal/Kg eau
Température de régénération 120 a 200°C
Point de rosée pouvant etre obtenu -65° C
Chaleur massique 0,25 cal/g°C (32) (38)

Le silicagel est stable fusqu'a 400°C. T1 est sensible a la présence d'impure-
tés telles que vapeurs d'huile, eau sous forme vésiculaires, poussieres,

etc... (32).
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VIITI - PHASE MOBILE

La phase mobile d'un systeme de chromatographie en phase liquide foue un
role actif dans le mécanisme de séparations. Le choix d'une phase mobile
convenable représente 1'une des étapes les plus importantes dans la déter-
mination des parametres analytiques d'une séparation en chromatographie en

phase liquide.

Les phases mobiles utilisées pour les analyses de chromatographie en phase
liquide peuvent etre constituées par une seule substance ou par un mélange
de deux composés ou plus, suivant les caractéristiques recherchées. D'autre
part, la composition de la phase mobile peut rester fixe ou etre modifiée

au cours de l'analyse.

Le premier cas est celui du fonctionnement isocratique et le second celui

du fonctionnement avec gradient d'élution (30)

1) Contraintes pratiques

- Compatibilité avec le systeme de détection

- Miscibilité des solvants et solubilités des solutés. Si la phase
mobile est constituée par plusieurs solvants, ceux-ci doivent étre
totalement miscibles et les solutés doivent y étre solubles

- Faible viscosité. La viscosité de la phase mobile a une influence
sur la cinétique d'adsorption et sur la pression en téte de la
colonne. En chromatographie d'adsorption, on utilise en général

3

des solvants dont la viscosité est comprise entre 0,3 et 2.10 “Pa.s.

2) Force éluante de la phase mobile

On assimile la force éluante d'un solvant ato, c'est-a-dire a
1'énergie d'adsorption des molécules de solvant a la surface de

1'adsorbant (-OH libres actifs ou recouverts d'une couche d'eau).

Le choix d'un solvant de force éluante convenable permet de contro-
ler les valeurs des facteurs de capacité. Plus la force éluante du

solvant est élevée, plus les facteurs de capacité sont faibles.

I1 est donc important de classer les solvants les plus couramment
utilisés en chromatographie d'adsorption par ordre croissant de

leurs forces éluantes. C'est ce qu'on appelle une série éluotropique.
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2.1 Mélonges de ph-se ~obile

T1 est trés rare qu'un solvant unique perrmette d'aboutir & des
valeurs de facteurs de caepscité convenables et surtout & une réso-—
lution optimale. C'est pourquoi on utilise trés souvent des mélan-

ges de solvents.(4’

Ie processus d'adsorption fait intervenir ume compétition entre
les molécules pour 1l'occupation des sites actifs du support.
1'sddition d'une quantité méme trés faible, d'un 1liquide de pola-
rité plus élevée remplit donc une grande partie des sites provo-
quant une augrentation rapide de la polarité réelle de la phase
mobile. Méme de faibles chengements de polarité peuvent modifier

considéroblerent le degré de sépara=tion.

les composés polsires nécessitent une phese polaire pour les

éluer de 1z colonne, -ais un excés de polarité de la phase mobile

1a f£rit entrer en compétition avec les molécules de 1'échantillon
pour 1'occupstion des sites de la phase stationnsire et di~inue

donc 1'efficrcité de séperation des co-possnts de 1'échantillon.(30°

2.2 QGradient d'élution

Ie gradient d'élution est utilisé, en présence de composants de
polarités trés différentes, quand la séparation des derniers com-
posants élués peut étre améliorée par le changerent de la polarité
de la phase mobile. le gradient d'élution fait généralement d'une
substance pure & laquelle vient s'ajouter un pourcentage croissant
de 1'sutre ou d'sutres corposants. Ce chengement peut étre linéai-

re ou suivre des courbes diverses.(30'

En effet, un solvant peu polaire sépesrerz bien les golutés peu
polzires, mais 1'élution de corposés les plus adsorbés exigera un
volu~e de solvent, considérsble ; & contrario un solvent plus po-
1sive conviendrs bien aux co-posés trés retenus ~ais la résolution

deviendr- trés mauvaise pour des solutés peu retenus.

3) Influence de 1a nature du solvant sur la sélectivité
Si 1s for-ule de SNYDER régit de —sniére & peu prées satisfaisante, le phé-

noméne d'sdsorption dens les milieux peu polsires, elle devient incapa-

ble d=ns le c»s des solvents de force élusnte 2ssez grande, ce qui est

fréquent en chro-atogrsphie liquide solide.
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4" Intersctions diélectriques

les ions polarisent les molécules de solvant de forte cons-

tante diélectrique créant des interactions €lectrostatiques

entre 1'ion et les molécules de solvants. les solvants de cons-

tente diélectrique élevée (eau, méthanol, etc...) dissolvant

ainsi que les composés ionisés ou ionisables.,

5) Porce d'un solvant et polarité

5.1

542

Pouvoir éluent

TI1 faut tout d'sbord choisir le solvant de force éluante
~oyenne. (4 le pouvoir élusnt des solvents e €té aussi étudié
en utilisant différentes propriétés physiques telles que la
constente diélectrique., La tension superficielle, la solubi-

1ité dens 1'esu, les chrleurs de mouillage, etCess

En chro-stographie d'adsorption, le choix de 1l» ph-~se mobile

est facilité par 1l'utilisation de 1'échelle dite de

HILDEBRAND, qui donne la force éluante du solvant, E, de

différents liquides utilisés co~—e phase robile. le isblesu 3
donne cette échelle pour des liquides gélectionnés,

les valeurs de £, sont rapportées & celle du pentane, dont
&, est choisi arbitrairement égal & zéro. les resures ini-
tiales effectuées par HILDEBRAND, en 1932, portaient sur un
npsramétre de solubilité" mais, pour définir un paramétre
plus pratique, cette échelle a été rerzniée par SNYDER.

le tebleru 3 est celui mis au point par BRISTOW & partir de
celui de SNYDER. Bien que oces premiéres mesures sient porté
sur 1'alurine, l'activité sur le gel de silice étant généra-

le~ent identigque. L'échelle reste donc valable.(30

Polerité

Ie ter-e "polarité" est trés utilisé en chro-atogrsphie.
Fonda~entale~ent, c'est la propriété d'une molécule de possé-
der des centres positifs et négatifs séperés ; cet srrange-
ment résulte de 1 nature des sto-es mis en jeu et de leur
configuration. Une telle molécule possédant un moment dipo-
1sive est ~insi attirée par une ~olécule syant elle sussi

une polarité. Lz distance entre les autres, ou poles positif

ou négetif déter~inera le degré de polerité et de 1a, le
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degré d'asttrsction. En chro-atographie, cependant la définition
est élargie et englobe des propriétés telles que la lisison hy-
drogéne et le phénoréne de polarisation. C'est essentiellement
une notion relative qui s'applique sux solvants, solutés et adsor-
bants. La polarité relative des solvents est conorétisée par leur

constente diélectrique qui se mesure directerent.(28’

Un co~posé polaire est un corposé retenu par la phase station~
naire, tendis qu'un corposé non polaire tend & se déplacer avec

1z phese robile. (4}

6) Sélectivité d'un solvant

Une bonne phese —obile doit svoir deux propriétés distinctes :

s) Blle doit svoir ume force ¢lusnte telle que les facteurs de
caprcité des solutés & séparer soient compris entre 2 et 5
pour un mélsnge si~ple, entre 0,5 et 0,20 pour un ~élange

co—-plexe.

b) Elle doit svoir une bonne sélectivité (« ' pour le couple

le plus difficile & séparer du ~élange congidéré,

Une fois mis su point un rélenge qui & ls force élusnte appro-
pride, on peut donc étre arené a changer sa nature pour obtenir
1a sélectivité recherchée (sens changer sa force éluante). (4]
Torsqu'on ~élsnge deux solvants, la variation du pouvoir éluant
n'est pzs toujours lindaire, et 1'élution est parfois plus forte

qu'avec chaque constituant séparé.(31)
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PROPRIETES DE SUBSTANCES UTILISEES COMME PHASES MOBILES

LES PRODUTTS SONT CLLASSES PAR FORCES D'ELUTION (Eo) CROTSSANTES

Substances utilisées comme phase mobile

Viscosité en mPa.s

Indice de réfraction

3

Eo (cP) a 20°C
Fluoroalcanes -0,25 0,39 1,267
Trichloro 1-1-2 Trifluoroé%ﬁgﬁ% -- 0,69 1,356
N-Pentane 0,00 0,23 1,358
Triméthyl -2-2-4 pentane (iso-octane} 0,01 0,50 1,404
N-Hexane 0,01 0,33 1,375
Cyclohexane 0,04 1,00 1,427
Cyclopentane 0,05 0,47 1,406
Tétrachlorure de carbone 0,18 0,97 1,466
Ether n-propylique 0,28 0,37 1,368
Toluene 0,29 0,59 1,496
Chlorobenzene 0,30 0,80 1,525
Senzéne 0,32 0,65 1,501
3romoéthane 0,37 --- 1,424
Cther isopropylique -——- 0,33 1,368
Fther éthylique 0,38 0,23 1,353
NDichlorométhane 0,42 0,44 1,424
Tétrahydrofuranne 0,45 0,55 1,408
Acétone 0,56 0,32 1,359
Nioxane 0,56 1,54 1,422
Acétate d'éthyle 0,58 0,45 1,370
NDiméthylsulfoxyde 0,62 2,24 1,478
Nitrométhane 0,64 0,67 1,39
Acétronitrile 0,65 0,37 1,344
Pyridine 0,71 0,94 1,510
Trichloroéthylene - 0,57 1,476
NDiméthylformamide -—— 0,92 1,428
Trifluoroéthanol S 1,20 1,219
Propanol 2 0,82 2,30 1,380
Ethanol 0,88 1,20 1,361
Acide acétique élevé 1,26 1,372
Eau élevé 1,00 1,330
Méthanol 0,95 0,60 1,329
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C - ANALYSE

'_a chromatographie en phase gazeuse (CPG) a, depuis son apparition, apporteé
une contribution inestimable a la séparation des produits oraganiques. Dans
le domaine des produits naturels en particulier, elle facilite 1'identifi-
cation des constituants, méme a 1'état de traces, fournissant ainsi des
informations précieuses pour la comaraison et la classification des especes
végétales.

Cette contribution importante pour la chimiotaxonomie est due au fait que
la CPG est utile aussi bien dans les déterminations qualitatives que
quantitatives tout en se prétant bien a la standardisation. De nombreux
travaux ont été ainsi consacrés a la mise au point des meilleures condi-
tions analytiques pour 1'étude des terpenes hydrocarbonés ou oxygéneés.

Ceci a permis entre autres, la préparation de colonnes particulierement
adaptées a la séparation des huiles essentielles. Cependant, les conditions
opératoires doivent etre soigneusement choisies afin d'éviter la formation
A'artefacts dis le plus souvent a des réarrangements thermiques au niveau

de 1'iniecteur ou catalytiques au contact du support.

Nans 1'analyse des huiles essentielles, l'utilisation des données de
rétention est souvent considéré comme un artifice analytique important

dans 1'identification des substances (35).

La CPG constitue 1'une des techniques les plus puissantes pour séparer et
identifier tout corps gazeux ou volatilisables (36).

- Le principe
Un fluide appelé phase mobile parcourt une tube appelé colonne, renfermant
un granulé poreux éventuellement imprégné d'un liquide appelé solvant ou

phase liquide stationnaire.

A 1'instant initial, le mélange a séparer est injecté a 1l'entrée de la
colonne ou il se dilue dans la phase mobile qui 1'entraine a travers
celle-ci. Si la phase stationnaire a été bien choisie, les constituants
du mélange appelés géneralement "solutés", sont inégalement retenus par
celle-ci lors de la traversée de la colonne. De ce phénoméne appelé
"rétention", il résulte que les constituants du mélange iniecté se dépla-
cent tous moins vite aue la ohase mohile et que leurs vitesses de déola-

cement sont en outre inégale ;
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reci les conduit a sortir de la colonne les uns apres les autres.

e processus de séparation chromatographique essentiellement discontinu,
consiste donc en la séparation d'un mélange complexe dilué dans un fluide
en -une succession de mélanges binaires soluté-fluide. Ce processus analy-
tique conduit 3 une méthode d'analyse au sens moderne du mot, grace a un
analyseur de mélarge binaire appelé détecteur qui complete 1'installation

nlacée a la sortie de la colonne

Accessoirement on enregistre un signal constant, appelé liane de base, en
orésence du fluide porteur, seul, et un pic, au passage de chague soluté
séparé. Le temps de chaque pic ou "temps de rétention", caractérise qua-
litativement la substance concernée. L'amplitude de ces pics, ou encore
1'aire limitée par ces pics et la prolongation de la ligne de base permet
de mesurer la concentration de chaque soluté dans le mélann= ‘niecté

objectif fondamental de la chromatographie moderne. (37)
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T-  INTRODUCTION

Motre étude traitera tout d'abord de l'extraction de l'huile essentielle
d'Eucalyptus Globulus par entrainement a la vapeur d'eau. L'évaluation de
ses caractéristiques physiques telles que densité, indice de réfraction
et teneur en cinéol permettra une comparaison de celle-ci avec les dif-

férentes huiles essentielles d'Eucalyptus Globulus de divers pays.

Son analyse par chromatographie en phase gazeuse nous servira a la com-

parer 3 d'autres études analytiques effectuées antérieurement.

Enfin, un fractionnement sur colonne a l'aide de solvants pourra even-

tuellement améliorer les analyses ultérieures.

TI- EXTRACTION

Les principaux éléments de l'appareil distillatoire sont les suivants :

lLa chaudiere

Elle sert a la production de vapeur d'eau. Le chauffage se fait grace

3 S résistances alimentées par une tension de 230 Volts par deux disioncteurs.

I_L'alambic

I1 comprend deux parties 1'une appelée cucurbite et 1'autre "col de
cygne". La cucurbite sert principalement a contenir la matiere véaétale
et comme récipient dans lequel la vapeur d'eau est en contact avec la

matiere végétale. Le col de cygne relie 1'alambic au condenseur.

e condenseur

T1 convertit toute la vapeur d'eau ainsi que les vapeurs chargées

d'huile en liquide. Ces vapeurs circulent a l'intérieur d'un serpentin.

L'alambic et le condenseur sont tous deux en cuivre.
Le matériel végétal est 1'Eucalyptus Globulus provenant de deux
sites différents : Ben Aknoun et la foret de Bainem.
Le matériel végétal (feuilles, branches et fruits) est placé a
l'intérieur de l'alambic et il est réparti uniformément sur les

plateaux.
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L'huile essentielle d'Eucalyptus Globulus est obtenue par entrai-

nement a la vapeur d'eau dans 1'appareil citée.

Les constituants de l'huile sont entraines par la vapeur d'eau,
puis sont condensés et récupérés sous forme de condensat (mélange
d'eau et d'huile essentielle) dans une éprouvette de 3 litres -
placée a la sortie du condenseur.

L'huile phase surnageante est séparée par simple décantation dans
une ampoule a décanter.Afin d'obtenir le meilleur rendement et un
pourcentage élevé en cinéol, nous avons effectué toutes les extrac
tions dans les conditions opératoires optimales suivantes déter-

minées par des travaux antérieures (38).

- Puissance de chauffe : 5,4 litres/Heure
- Charge par plateau : AN0 grammes

- Nombre de plateaux H

- Temps de distillation : 4 heures

L'huile essentielle ainsi obtenue subit des examens organoleptiques

et physiques.

L'huile essentielle d'Eucalyptus Globulus a un aspect limpide,
de couleur faune pale ; son odeur caractéristique ranpelle celle
du cinéol.

11 est a noter que lors d'une extraction, nous avons obtenu une
huile de couleur verdatre, ainsi nous avons constaté que l'huile

essentielle s'altere a l'air libre.

- Densité
La densite relatvie a 20 C d'une huile essentielle est le rapport

de la masse d'un certain volume d'huile essentielle a20€, ala
masse d'un égal volume d'eau distillée a 20 C.

La densité relative, dgg est donnée par la formule suivante
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Ou m, est la masse en gramme du pycnométre vide ;

my est la masse en gramme du pycnometre rempli d'eau ;

m, est la masse en gramme du pycnométre rempli d'huile essen-
tielle (39).

- L'indice de réfraction

L'indice de réfraction d'une huile essentielle est le rapport entre
le sinus de 1'angle d'incidence et le sinus de l'angle de réfraction
d'un rayon lumineux de longueur d'onde déterminée, passant de l'air

dans 1'huile essentielle maintenue a une température constante.

La longueur d'onde spécifiée est de (589,3 + 0,3) mm, correspondant

aux radiations Dl et 02 du spectre du sodium.

T ; . t = 2 o
L'indice de refraction, Nps» 2 la température de reference t est

donné par la formule :

RE i nt 04000k ((t'=t)
e D ?
ou nB est la valeur de la lecture obtenue a la température t', a

laquelle a été effectuée la détermination (&40).

- Le pourcentage en cinéol (Eucalyptol)

Nous anticipons sur les résultats a 1'aide du chromatogramme de
1'huile essentielle d'Eucalyptus Globulus pour en déduire la teneur

en cinéol.

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau suivant :
Talbeau 1 : Densité, indice de réfraction et teneur en cinéol de 1l'huile

essentielle d'Eucalyptus Globulus.

Valeurs experimentales Valeurs AFNOR
e (min) 0,906
Densite a 20 C 0,9136 (max) 0,925
Indice de (min) 1,459

1,4648

Réfraction a 20 C| (max) 1,467

% en cinéol 64,738 (min) 70
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Nous remarquons que les valeurs expérimentales de la densité et de
1'indice de réfraction sont comprises dans l'intervalle des valeurs

données par les normes AFNOR pour 1'huile essentielle d'Eucalyptus
Globulus.

La teneur en cinéol est faible, ceci est peut étre di au phénomene
d'entrainement a la vapeur et au débit de vapeur, car celui-ci
influe directement sur le pourcentage en cinéol : plus le débit de

vapeur est grand et plus le pourcentage en cinéol est faible.

Etude comparative des huiles essentielles d'Eucalyptus Globulus
de trois pays : Espagne

Australie

Colombie.

Tableau 2 : Indice de réfraction, densité et teneur en cinéol de diverses

huiles essentielles.

Australie (41) | Espagne (43) | Experience Colombie (4)

Densité a 20 C 0,920 0,917 0,9136 0,907

Indice de réfractio | , (54 1,4630 1,4648 |, 4Rbb
az20cC

Teneur en cindol (8] 75 71,3 64,74 55,42

D'apres le tableau 2, nous pouvons conclure que la densité de
1'huile essentielle d'Eucalyptus Globulus augmente quand son pour-
centage en cinéol augmente et par contre, son indice de réfraction
diminue.

Nos valeurs experimentales se rapprochent de celles des huiles
d'Espagne et de Colombie.

De part sa densite et son % en cinéol, 1l'huile essentielle est
proche de celle d'Espagne, ce qui peut s'expliquer par la position
géographique identique des deux pays et de son climat tiede,

humide relativement doux.
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Etude des caractéristiques physiaues des étalons.

Nous présentons dans le tableau 3 les caractéristiques des étalons.

Tableau 3 : Résumé des différentes caractéristiques des étalons.

Etalon Densité a 20 C (df']) Indice de réfraction| Masse moléculaire
azC

A -Pinéne 0,85 1,466 136,24
Camphéne 0,870 1,470 136,24
A>_Caréne 0,864 1,473 136,24
Phellandréne 0,838 1,471 136,24
@—Pihéne 0,860 1,472 136,24

Limonéne 0,842 1,473 136,24 }

2 -Cyméne 0,857 1,491 136,24 |

Aromadendréne 0,912 1,497 204, 36 |

. Caryophyllene 0,907 1,499 204, 36 !
i Linalol 0,862 1,462 154,24
\ Géraniol 0,880 1,477 154,24
| A -Terpinéol 0,934 | 1,483 154,24
Camphre 0,990 1,460 152,24
Acétate de Géramyl| 0,912 1,462 196,28
Eucalyptol 0,924 1,458 154,24

Nous pouvons dire que la densité décroit par rapport aux groupements
fonctionnels de la maniere suivante :

Cétone - Alcools terpéniques - Oxyde - Ester -

Alcools aliphatiques - Hydrocarbures

et que 1'indice de réfraction décroit par rapport aux groupements
fonctionnels de la fagon suivante :

Hydrocarbures - Alcools - Ester - Cétone - Oxyde.

Dans notre tableau, nous pouvons classer les étalons :

Hydrocarbures :

20

Terpénes cycliques : 0,838 ¢ d° ¢ 0,870 1,466 ¢ ny & 1,473
Aromatiques : 020 = 10,857 Ny = 1,491
Sesquiterpenes : 0,907 < d20 g 0,912 1,497 < ny 1,499
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Alcools :

: ; 20
Aliphatiques : 0,862 ¢ d7 ¢ 0,880 1,462 ¢ Ny € 1,477
Terpénes $ d*® = 0,934 np = 1,483
Cétone :
~Terpenes bicycliques : d*® = 0,990 np = 1,460
Ester

Terpene : d*® = 0,912 ny = 1,462
Oxyde : d*® = 0,924 np = 1,458

Ainsi nous dirons en premiére approximation que notre huile est
constituée d'alcools aliphatiques, ester, d'oxyde et cétone.
Donc les caractéristiques physiques nous ont permis de vérifier

les qualités de notre huile et d'approximer les constituants de
celle-ci.

D'apres nos valeurs, nous constatons que la densité de notre
huile se situe dans la tranche oxyde (Eucalyptol) et ester
(acétate de Géranyl) et selon l'indice de réfraction, notre huile

se situe dans la tranche alcools aliphatiques et ester.

III- ANALYSE PAR CPG

Rappelons que la chromatographie en phase gazeuse est une technique de
séparation pour des substances volatiles basée sur les différences de
coefficient de partage des produits a séparer entre la phase mobile
gazeuse et la phase fixe solide disposée dans une colonne traversée

par un courant gazeux.

Les huiles essentielles sont parmi les mélanges les plus compliqués

auxquels la CPG ait eété appliquée.

En effet, 1l'analyse en chromatographie en phase gazeuse est une analyse
qui consiste a identifier les constituants majeurs ou mineurs des

huiles essentielles.
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Elles renferment de nombreux constituants qui différent par leur vola-
tilité, polarité et concentration. La CPG nous a permis de mettre en

évidence la composition de l'huile essentielle.

1- Appareillage

Chromatographie type PYE -UNICAM série 304

Enregistreur intégrateur électronique type PYE - UNICAM 4810
computing integrator Philips

Détecteur a ionisation de flamme FID

Colonne

2- Conditions d'utilisation

Colonne Colonne classique en verre 1,5 m de
long diametre intérieur 4 mm
Phase stationnaire 0V 17 (50 % Méthyl, 50 % Phenyl silicone)
Gaz vecteur Azote
débit 30 ml/mn
Température iniecteur 200 °C
Détecteur Ionisation de flamme
débit : hydrogeéne 33 ml/mn
air 330 ml/mn
Température détecteur 300°C
Température de la colonne Programmation linéaire
début 80°C
fin 200°C
vitesse 4 C/mn
Volume injecté 0,571
Atténuation 32
Vitesse du papier 0,5 cm/mn
Sensibilité 10°
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3- Analysesqualitatives

L'objectif de la plupart des séparations chimiques est de fournir

une analyse qualitative de 1'échantillon.

Elle permet de déterminer le nombre et la nature des composants

de 1'échantillon.

L'identification des différents constituants de 1'huile est basée
sur la comparaison des temps de rétention obtenus avec ceux mesurés

a l'aide d'un mélange connu d'étalons témoins €élués.
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Analyse de 1'huile essentielle d'Eucalyptus GLobulus.
Les différents pics identifiés par comparaison des temps de

rétention sont donnés dans le tableau &.

Tableau 4 : Identification des constituants de l'huile essentielle

sur colonne 0V17.

Constituants ta (mn) des étalons % dans l'huile
% -Pinene 2,41 16,622 :
Camphene 2,72 -

Carene 3,14 -y
Phellandrene 3,41 0,503

@ -Pinéne 3,77 1,301

Limonene 4,49 -

Eucalyptol 4,77 61,738 !
P -Cymene 5,13 ----

Linalol 6,60 0,085

Camphre 8,65 3,011

o -Terpinéol 10,25 1,709 {
Géraniol 11,88 0,547 t
Aromadendrene 15,56 1,498 l
Caryophyllene 16,07 3,889

Acétate de Géranyl 17,33 0,767

Globulol 21,10 0,551
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Nous avons pu identifier 12 constituants de l'huile essentielle d'Eucalyptus
Globulus.Nous pouvons remarquer que le constituant maieur est le cinéol
et viennent ensuite: -Pinéne
Caryophyllene
Camphre
Ainsi,l'analyse par CPG compléte 1l'examen physique qui reste assez impréci -
se dans le domaine de l'identification des constituants d'une huile.
Le pourcentage du carycplyllene est du au fait suivant:les fruits contiennent

des sesquiterpenes.

Analyse comparative des divers constituants de différents pays
Les différents constituants existants dans 1'huile sont donnes dans le
tableau 5.
Les croix (+) indiquant que les contituants sont décelés mais ne précisant
pas les pourcentages.
Nous constatons que notre huile se rapproche plus de celles du Maroc et
d'Espagne de par le grand nombre de constituants en commun.Ce qui confirme
que la gualité d'une huile dépend-de son lieu d'origine,de l'humidité de
1'année et de la nature du sol:

et
Aussi bien que de la partie de la plante utilisée,du mode d'extraction.
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LES

Tableau 5 il " |y i
CONSTITUANTS %'V‘ES)%{NE c‘/% MAROC wﬂf ] o V S
(4 [44) (46) y3) EXFERINEMN

Valéraldéhyde 0,4 ~ -

A-Pinene 14,4 12,13 - 1,622
Camphene n,4 0,12 . + -
%~Pinéne 0,3 0,11 + 4,304
@~Menthane - - iR & -
Mcaréne - 0,08 = T
sa_binene - - 5 v ..
Myrcene 0,4 - = + s

A -Phellandrene 0,3 — + 0, Se}
G: -Terpineéne xS — - " i

*{ -Terpinéne = 0,70 — - -

d _Terpinéne = — + " =
Limonene 2.7 2,16 - -
1.8 Cinéol 71,3 59,66 i + | 64,338
p -Cymene 1,8 1,59 = -~
Fenchone - — — + =
Terpinolene 0,1 - - -

d -Pinene epoxyde 0,3 = - 2z -

« -Thujone - - — + =

"\% -Thujone - = - + —
Linalol 0,1 0,08 ¢ 0,088
Camphre - . = 3. 004
Piperitone = - + =

ol -Curguréne = 0,41 + -
Bornéol - = + =
Terpinene l.ol4 = 0,20 + + -
Piniocarvone 1,0 - - = -
Trans-Piniocarvone 2,6 - = =

« _Carvone ' - 0,21 - " -

& -Terpinéol 0,3 1,03 - - 4308
Cumaldéhyde 0,1 = L - LS
Myrténol : ~ - -

o -Terpénylacétone , 0,5 = =
Citral ; - - = -
Cis -carveol 0,3 - = -
Geraniol o = - LAY 3
Aromadendréne 1,l] 6,39 + 6,882
X -fadin3ne _ = = ¥ =
Acétate de Géranyl s 0,11 2 o IH'H
Globulol = 6,34 L 0,554
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TV- FRACTIONMEMENT NE L 'HUILE ESSENTIELLE D'EUCALYPTUS GLOBULUS

\- Appareillage

Pour la séparation des divers constituants de notre huile, nous
utiliserons une colonne ouverte aux deux extrémités, de type
simple : un tube en verre cylindrique vertical, dont la longueur
est de 96 cm, et diamétre interérieur 2 cm (en essayant d'avoir

une colonne aussi longue et fine que possible pour obtenir une

meilleure seéparation.

Le systeme d'obturation au bas de la colonne est en verre fritte
de porosité nQ3.

Le systéme sert a rete nir la phase stationnaire. Un étranglement
prévu dans le bas du tube permet de récupérer l'effluent. Une
burette contenant le solvant est placée au dessus de la colonne,
cette burette permet de controler 1'admission du solvant dans

la colonne.

2- Méthodes

Préparation de la phase stationnaire

Toutes les préparations ont été réalisées en respectant la pro-
portion d'une partie du mélange a analyser pour 100 parties de
silicagel Merck - 60 mesh,

Le gel de silice imprégné de nitrate d'argent (AgNQj) a l0 %

est préparé comme suit : on agite a l'obscurité 100 g de silicagel
Merck 60 a 100 ml de solution acqueuse d'AgNO3 a 10 % (et adionc-
tion de la quantité suffisante d'eau pour obtenir un gel tres
fluide).

On élimine l'eau a 1'aide d'un évaporateur rotatif en travaillant
dans 1'obscurité (46).

Préparation de la colonne

Une préparation correcte de la colonne est essentielle pour une
bonne résolution des mélanges.

Tout d'abord, le tube doit eétre recouvert de papier aluminium
pour éviter que le nitrate d'argent ne perde ses propriétés

car il noircit a la lumiere.
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Le remplissage consiste a introduire la phase stationnaire,
poudre seche, dans le tube. Nous procédons par petites fractions.
I1 convient de bien faire le tassement dans un soucis d'obtenir

une meilleure séparation.

Introduction de 1'échantillon

L'introduction du solutée se fait en pipetant un certain volume de
la solution a séparer. Nous introduisons, au sommet de la colonne,
la solution a chromatographier lorsgue 1'épaisseur du solvant au
dessus du sommet de la colonne devient négligeable.

Lorsque le soluté disparait, nous ajoutons le solvant en vérifiant
tout au long de 1l'expérience que le sommet de la colonne est

recouvert en permanence d'une couche de solvant de hauteur constante.

Par gravité de 'a phase mobile (éluant), les divers constituants
du mélange migrent dans la colonne a des vitesses différentes
selon leur nature, ce qui conduit a leur séparation basée sur

des étapes d'adsorption et de désorption successives.

Puls nous recueillons différentes fractions de 10 ml du mélange
solvant. constituants lorsque le debit devient constant. Pour

cela, nous mesurons le temps mis pour recueillir 10 ml de mélange.

Experiences

Premiere expérience =

Nous avons choisi un mode d'élution isocratique c'est-a-dire
que la phase mobile reste fixe durant tout le fractionnement.
Nous avons utilisé pour cela :

un solvant apolaire, 1'hexane

- une phase stationnaire polaire, le gel de silice imprégné

de AgNOy & 10 %

- et un volume d'échantillon de 5 ml.
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Deuxiéme expérience =

Nous avons adopté un: mode d'élution isocratique mais différent
de la précédente expérience de part le solvant utilisé.
En effet, nous utilisons un mélange de solvants a pourcentage
constant de 50 % :

- solvant apolaire, hexane

- solvant polaire, acétate d'éthyle.

Troisieme expérience =

Nous avons choisi une méthode plus perfectionnée : le gradient
d'élution qui permet d'éluer en une seule opération les civers
constituants.
Ce gradient est réalisé en mélangeant graduellement deux solvants
de polarité différentes. La concentration du solvant polaire aug-
mentant au cours de l'analyse.
Les conditions opératoires sont les suivantes

- solvant apolaire 1'hexane

- solvant polaire, acétate d'éthyle

- phase stationnaire : gel de silice imprégné de AgNO 5 alo%

- volume d'échantillon : 3 ml.

Aprés avoir lavé la colonne avec de 1l'hexane et introduit 1'échan-
tillon, nous commencons l'élution par l'hexane pur, auquel vient
s'ajouter un pourcentage croissant d'acetate d'éthyle.

Le volume total de mélange, hexane acétate d'éthyle pour un pour-
centage donné est fixé a 50 ml.

Avant 1'introduction de chague mélange, nous devons verifier que le
mélange précédent ne recouvre plus le sommet de la phase stationnairt

Le gradient réalisé est le suivant

% d'hexane % d'acétate d'éthyle
100 0
95 5
90 10
85 15
30 70

0 100
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L'analyse des efflents par chromatographie en phase gazeuse
n'est pas concluante
Les chromatogrammes ne présentent aucun constituant gque nous

puissons identifier,ceci est di 'a la teneur éleve du solvant.

IV-CONCLUSION

Cette étude nous a permis de déterminer les divers constituants
de 1'huile essentielle d'Eucalyptus Globulus et de les sépare
en chromatographie en phase gazeuse.
La détermination des caractéristiques physiques a évalué les
groupements fonctionnels majeurs qui,par suite ont été confirmés-
par une analyse en CPG.
Ainsi,nous avons pu constater que la teneur en eucalyptol croit
avec la densité et decrnit avec 1'indice de réfraction.
Le fractionnement sur gel de silice imprégné de AgNO, a été
utilisé suivant deux modes de fractionnement qui sont:

-Le mode isocratique

-Le mode avec gradient d'élution.
De part la complexité de 1'huile,l'expérience menée avec gradient
d'élution semble étre la plus appropriée pour la séparation des
constituants des huiles essentielles.
L'étude analytique par CPG des fractions devra etr affirmée
ultérieurement,ainsi les fractions subiront une évaporation du

solvant de maniére a augmenter la sensibilité.
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