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INTRODUC ION /

La chiwic des terpines coune cclle des hulles esséntielles,
dont ils font partie,occupe une place cvelativement modeste en chimie

appliqu’e. Un grand nombre de scicntifiques ont &tudié ce domaine
intéresant depuis des dizaines d'anndes, mais il s'est agit le plus
souvent de recherche pure concerr.ut la structure des compos’s
complexes des sucs vigdtaux, l'extraction et le traitement de ces
huiles essentielles, conduisant { des parfum, et & des ardues, aussi
bien qu'h des produits pharmaceuties, avait acquis depuis des

siécles une inportance aujourd'hui encore justifiée.

L'étude Chimique des composants des huiles essentielles am 19ilme
sicele a permis de découvrir un certain nombre d'qdrocarbures
isomtres, de formule C 10 II 16, et qui furent appelés terpines.

on découvrit aussi des terpines oxy tnés surtoutl des alcools et des
cétones, ainsi que d'uutres constituants volatils des plantes qui
contiennent des squelettes en €15, C20, ou €30, la nomerclaturc a

pour base une unit’ lerpeaiques en C10

C10 mouctlern nen C15 eS oqui bersines
C20 dilcrpines C 30 triterv.nss ()
L'anclyce des lmiles cssentiolles fait a..cl 7 plusieurs tecludques

et mitholes.

L'evoluti m des wuoyens tecinpiques o conduit & une plus crande pricision

-

des résultats et & une réduction des masses d'echantillon & analysor
(2) « L'anzlyse pac la chromato raphi. cn phase razeuse pernet non

seulerent 1'oltention d'un reflet de la compocsition chimique,



d'wine huile essenticlle, mais ausci 1'evataation préeice de la

conceatration de chacun des constitiants considirdés comne iwportints (3}

La chromatorraphie d'adsorption liquide -solide met on tetgveedes

phases statiormaires ayant des propridtés adsorbantes, principaleaent
des gels de silice poreux ét des gels d'aluaine, Elle s'applique bien

4 la sdparation des composds présentant des crouvements fonetionnels
différents et & celle de certains isomtres. (4)

Le travail que nous avons tenté de rdaliser consiste d& déterniner les
conditions opiratoires optinales chromatosraphiques ( phase staliounnaire,
tempdrature de la colonne) perisettant la séparation et l'identification

des divers constituants de 1'hnile essentielle - d'Bucalyptus glolmlus,

Afin d'am liorer 1'identification , une distillation de 1'huile est
pedde Ssons rresaion reduite, o fournd plusienrs fractions soumise

lear tonr N des sipuration par chrocatoprephie d'adsorption sur colcomie.

Toutes loa fractions obtanues sont anzlysdées por la chromatogwaphie en

phage paveuse,



A/
I Géndrnlitis

I - 1/ Tes huiles "osentielles

les huiles essenticlles sont des liquides volatils
localis’e dans diverses parties des plantes telles que les fruits,
les feuilles, les pl@ure, 1ds Scorces et les racines, Utilisées dons
1la priparation des essences et des prfums, 1la qualité d'une huile
essentielle dépend de différents ficteurs. La partie de la plante
utilisée, 11 variété et son lieu dtorigine, laméthode d'extraction

et son processus de réctification (5)

Les propriétés parfumantes, arocuctisuntes, thirapeutiqpes

.

et toxicologiques d'une huile essenticlle sont étroitement lides & sa
composition chimique.la recherche de la conformité de cette coumposition
chimique i celle d'une huile essentielle de référence est la base

du contrdle de la quanfité les huiles essentielles sont définies &

la fois d'aprés :

-
5l

1a matidre vioétale d'oll elles provienncent

Lenr node d'obtention.

Leur composition chimique. (G)

I-2

fes

Les FBuc.lyptus sont d'ordinaive de grends arbres, spantanés,
la plupart se trouvent dans les zones tropicales L T)
L. croissance des Bucalyptus est extr@ment rapide et certains atteignent
des dimensions colossales,dépassant 100 m de hauteur avec 2,5 metres de
circonférence, (8) Les arbres sont peu exigeants du point de vue des
conditions du sol. Les pays producteurs les plus importants sont
actuellement 1'Australie, 1'Inde, 1*'Alcérie et 1'Amérique du noxrd. (9}
il existe un grand nombre de variftis d'Eucalyptus qui sont employées
pour la pripzration d'essence d'Bucalyptus, Suivant la composition de

lears essense ils sont réparties en trois groupes.



- I'Tuaecslvptus viche en phell:ndréne

Sert comme solvant dans 1 Flottution des minerais et comse
Lese 2 1o synthése industriszlle aua L igl, du menthol et aussi comme

acent des infectwmnts,

- L'Ihcalvptus riche en citronrllal et en fAcelate de G ronvle

L'tuile extraite & partir de ces especes est utilis’e en

arfumnerie.,

d

- Bnealvptus riche en cindcle

Les principales espices ' partir d-s quelles l'huile

— L'iucalyptus australions eeee-eeeeesesess  TO & T5 % en cindole
- V{J'lth:{ll"Ptt‘.S Globulus Sesss00000sscsnrcan 70 :"l 80 9\; il

- L'luealyptus Polybritda svesesecssececsss 80 A 88 % "

- L'E Cr’tl"’,’ijtus saithi Sesssssvesrescsenanssa 7:’ 4 88 :f »

- ]-;'llllt‘:;“.l‘."!}tu:: du 0sa Bleacacasssseasseesansn 0 21, :P nj "

v o /
I -3/ Mealvotus Glomlus
Yot nom latin, Buculyotus globulus lui a été domnd en

raison de la forme t, ‘c.rle de $es fleurs. [lles sont en effet fermles
donc "bien couvertes" soit en ;srec M1 bien et Kaluptos = couvert (10)
L'Pucalyptus slotmlus, dit ommier bleu de Tasmanie esl 1lespice

la plus counue et la [ lus =pprecide. Cet arbre a &t¢ ddcouvert par

LATILL IDIESR en Tosmanie en 1972 et introduit ea mrope par lumel en
18564 (11)s IVuoa” yptus Globulus vit sous un clirat trés dou

el ulidrenent tidde et humide avec wie pluviondtrié relativene:l Fzible(i2
Ctest un arbre tr’s intdressant qui pousse sur les sols argilosableuu

w - iveau de lu mer.(13)

Ses peopridtés rennrmables el Fxecellentes en oat fait propager la cullure

dans tout les coativents. (7).



Les pavliculuritis 'videntesde 1'huce lyp tus gloiulus risidentdons
sen feailles dultes Jont 1o loauenw vorie entre 23 cm et 4C o
et son Lruit est focilement -ﬁiistﬂgﬁb‘t in la plas paxrt de. av wres

R ',
speces.{?)

IT = Tuile _.i . tielle d¥hie Jon I:I_.__.gl_dpl_d;g_g

IMmile esceatiel.: o dicnlyptas Zlolnlus est obleme
par 11 ‘ilstion & la vapeur Qlezu des Te illes =t des jeunes

o oa - récemmemt coupds de 1'Ducalyptus slobulus

TT = 1 Povandtres Influencent lu conposition chinique de 1'hnile

IT - 1—-1 Influence Jle laparctie de 1 plante
fJ

Le rendencnt le plus elevé en huile provirnt des feuilles
:;u,t.:ieures des arbres, celles-ci ont une meillente solubilité et un
plus srand rendeueni en cindole que celui des feuilles inférieures
1'op ‘rotion de distillation dure de 4 & 6 heurcs et on obtient 200 .
240 litres dé co.densat (huilet au) pour ua Eilogramne de feuilles

d'Mucs? 1, tus globulus (14)
T-1I- InFluece des saisons

Ta piriode favorable pou - 1u distill .Lion va du nois d'Aveil
au mois de septeuwbr ~a le rendercat en huile essentielle est en
moyenne de 0,80 §. eb celui en cinjola ¢ 70 & BO % par contre, durunt
1thiver le verdement cii huile baiste % 0,7 et celui en cindole varie

de 60 2 6590 \ i4)

T - I - 5 Influence de la nithode dtextraction

Te procédé d'obtention Jde 1'Muile essenticlle intervient
de T ddterminante dans sa coumposition. (15)
A ce titre, les procidés dvextroction prr 1o dissolvants volatils
(benvere, hexane) sont toujgurs prifi.- ... . pour 1t'obtention des

r

exvtraits vépgét i,



Lthuile essentielle dans 8a compositiog differe tant qualitativemcnt

que quantitativement, du conteau végital volatil(16).

In effet, dans le cas de 1'hydrodistillation des phénoménes physiques
et chimiques se produisent qui modifisnt sensiblement le contenu du
matériel végdtal et par consdquant 1thuile essentielle qui en est

libérie,

II - 2/ Propriédties physico-chiminues et ormanoleptiques

Lés huiles essentielles soat des produits d'une grande
valeur w.rchande, on concoit aisement que la aphistication de tely
produits est une mine inepuisable,l'huile essentielle est contrdlie
et caractérisie grfice & ses propridtdes physico-chimiques et

or;anoleptiques qui sont donndes par la NORME ATNOR (i7)

Propriftdes orrmnoledtijues de 1'uile d'Fucalvptus ~lomlus (:7)

-l.'.a;pect 9P PSP UD LS NI TR TS Li—IﬂPide
COULEUT eecovcesesccsssssscasee Presque incolore & jaune clair
OdEUT s sssesuasrsnssessssanissne CLLI‘aCtél‘iStique, appelfﬂt

celle du cindole,




Propridties Paysice-Chimi mes( 17)

Propridétés physico- Horme
chimiques ALTION
. .. .20
Densité dyq min 0,906
max 0,925
Indice de réfruction min 1,4590

& 20° mc 1,4670

Pouvoir rotatoire 0° et I0°
a °20'¢c
Miscibilits 3 &thanol 243
a 70 5 (V/V)
20°¢c
Pourcentage en cindole min 70 %

Tas Peuilles adultes sont lus riches en huile que les jgpunes ct

Jeur Fuile est Sgalenent plus priche en cindcle (1]}.

Ir -3 QOB STPTON CIHIIMI T

La premitre analyse de l'essence dMuecalyptus lobulus a été
entre prive en 1870 pax cLorn”, I1 en retira par distillation
fraetionn’e un coprs bouill -t & 175°c¢ qu'il nomm eucalyptal dans
1~ premitre froction de distillation de 1l'huile BOUCH! AT et orIviEro(14)
Ont is61é 1'alcool Sthylique, ainci que des clddhyde isovaléique,
Tt rigee ol cowe fant resy asablay de 11 odeur suffocante.
YALILCION et GIT 2T CIER (11) dume la fooction distillant A 165°¢

solbrent le  — pindtnee Dans la fraction de point d'ebullition 1)0°,



schim.et et Cie caractéristrent le camphénes Plus récemient par
specttomttrie infra-rouge on a identifidé le B~ Pindne, le B-Thellandrene,

le par-cyméne et le limonéne.

Parmi les composés oxygénés monoterpéniques JAHNS (17) Identifia pox
14 méthode de L' & grésol, le 1,8 Cindole. Ensuite le terpiniolfut
jdentifié par CIIau point d'émllition 113°c. Le géraniol est
rapporté per GLUDINI (14) comme étant constituant principal de la
fraction alcooliume I.L. WILLIS, (14) caractérisa 1'acétate de
géranyle., Dans la queue de distillation on a pu identifier le

globulol ainsi que la présence d'alcool ses quiterpdiniques.

Trian.M - Laurence (18)resume la composition de 1'Lssence en consitaants

principaux comme suit s 1,8 Cindole (68,5 = 91,8 %)

Manoterpine hydrocarl re (6,1 - 15,9 %)
Hydrocarburds ses quiterpine (0 - 2,8 %
Monoterpénes Alcocls (0= 5,5 %)

Sesquiterpenes alccols(Oy 6,6 %

melques formules des constituants
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~II- 4/ - UPILISATION

Trés demandé en pharmacie pour le composé majeur de son
essence, cn l'occurence l'eucalyptol, 1'Bucalyptus globulus est trés
utilisé dan: le reboiseument.
in effet le: ford&t d'eucalyptus douncraiient en 15 ou 20 ans ce que
1'on obtiendrait en 0 ou 150 ans duns les for8ts ordinaires

10(
1'eucalyptus est égalemnent utilisé mne agent d'assainsissement.

7]

Pour ses propriétés absorbantes les émonations aromatiques qu'il
répond autour de lui prévoit qu'il ne peut que jouer un rdle
salutaire dzns les pays marécageux (19).

L'huile d'lucalyptus globulus est trés utilisée a 1l'echelle
pharmaceutique.

~ Inhalation : diphtérie, scarlatine, cogueluche, bronchite,

pnewnonie, influenza.

- Friction : Contre les rhumatismes.

- Injgctions sous cutanées : Septicemie, érisipele (QU)

epand nombre de coustitunants présent dans

16 eiioies ob leuw liversité, i1 stuvire sonvent difficile voir

inpossille de mener une étude qualitalive et quantitative sur 1l'imile

easeatizllc en ratuve. n eflfet en 5 de leur diversité chiwique,
les composauts sont oeicents dans d proportions 5 varialbles, On
en teouve gui sont majoritaires et d'uutres pr sents & 1'état de

tpaces. (ioca dobat les investisatioss ont cu pour but d'identifier

lec princizux d'enlre eax elles se uoat orientdes de plus en plis vers
la recherche des constituants mineurs wmals olfactivement intéressants
ou préseubunt une activité pharmacolojique particuliere,

Pour ce (aire, il est toujours utile de procéder & une sdparation
prialable en deux ou plusieurs fractions ayant une composition plus
restreinte, plus homogzine et donc se pritant mieux A une analyse fine

et poussée. Comme mdthodes de séparation nous pouvons citer.




-10-

La distillation fracticnnde soas wide.

- L'entrainenent des produits volatils par 1'azote et la
conveasation a base tenpdrglure.

- Ltextraction & 1'aide d'un solvant approprié (21).

. Chromatographie d'adsgfition sur colonne,

- La chromatographie liquide & haute pression.

Parmi ces méthode nous somues intéressds & la distillation
sous-vide ¢t & la chromotographie d'adsorption liquide solide pour
fad
X

réaliser oo fractionnement en familles des composants de notre huile

esceulielle.

LA DI SPTT.L- IO

la purification d'un liguide par distillation consiste &
le troasformer en vapeur, et i condenser celle—ci dans un apparcil
approprié jpour recuaéillir le produit soit & 1'état liquide, soit a
1'état solide sous £ .me 'agrégat 1'emploi de cette méthode dépend
de la stabilité de la su!stance & sa température d'ébullition, celle-ci
peut &lre zbaissée si 1'on proctéde & la distillation & pression réduite,
sa shute est d'environ 100 - 120° lorsqu'on passe de la pression
atmosphérique au vide au moyen d'une pompe & vide (21) Donc on peut
distiller 2 pression réduite un grand nombre de substances se

décomposent & leur tempirature d'ébullation.

On distlle généralement & la pression atmosphérique les cowmposés organiques
relativement simples et & bas point d'ébullution telsque les

hydrocarbures, les alcools, les estirs et les amines,

On n'abaisse la pression de la distillation que pour les corps se
décomposant facilement et pour ceux dont la température d'ébullution est
élevée (22).

La distillation, qu'elle soit effectuée & pression reduite ou a pression
ordinaire, ra pas seulement pour but de recueillir un produit pur en
¢liminant les impurtés solides, on l'emploie trés souvent pour la séparation
de substances volatilles en utilisant leurs différentes tensions de vapeur
et leurs point d'ébkllutions différents, elle porte alors le nom de

distillation fractionnde,



wii P T

~I- 1/- DI 'TLLATION FRACTIONNEE

worsqu'il s'agit de séparcr par la distillation plusiecurs
produits volatils wélangés d'une huile essentielle 1'opération est
difficile. 'lus les températures d'Stullution sont rapprochies les
unesdes autres, plus la séparation est délicate, il n'est déja plus
trés aisé, par les méthodes usuelles de laboratoire, defractionner
avec une certaine précision des substances & points d'éballution voisin
de 10° les uns des autres,l'appareil permettant d'avoir un meilleur
fractiomne: ¢nt est la spirale de WIDIER (Fiure 1).
Son petit diamétre interne permet de 1'employer avec succdes lors
de la distillation de quantités minines de substances les mélanges de
liguide bouillant & plus de 120° sont d'abord fractiomnds en portions

distillant & des intervalles de tempdrature sensiblement €Zauxe

Chaque portion est ensviie soumise & une nouvelle distillation dans des
appareils plus petits, et les fractions résultantes distillées 2 nouveaun
un certain combre de fois dans des limites de plus en plus rigoureuses,
Les liquides en melance ge sont pas tous séparables par distillation
certaines substances définies et diffdérentes distillent simultanduent

4 témpérature constante (23).

-T- 2/ = THEORTE BT PRINCIPE DE TA DIJMTLLATION FRACTIOHNER

Prenons par exemple la distillation d'un mélange d'alcool
amylique (point d'élullution 137°) et d'alcool méthylique (point
d'émllution £6°¢).

Tragons la courbe d'émullution et la courbe de rosde des mélanges d'alcool
amylique et d'alcool méthlique (Fipue 2) et pour dtudier la distillation
fractionnée de ce mélange, prenons par exemple la colonne de CIARLES

(Finmre 3).
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Partons d'un mélanje a‘ddcools de composition C chauffons le.

Arrivé & 1a température T, il va bouillir et émetre une vapeur de com-—
position Ci. Cette vapeur en arrivant dans le plateau N° 1 plus froid
va se cond:nser et donner un liguide qui aura pour composition C1.

De nouvelles vapeurs arrivant du ballon vont réchauffer ce ligquide

C1, le faire bouillir & la température T1, il émettra des vapeurs

de composition C2, Ces vapeurs (2 arrivant dans le plateau N° 2

plus froid, vont se condenser et donneront un liquide de composition
C3%, et airsi de suite. S notre chauffage est bien réglé, il n'arrivera
% la hautear de la tulmlute latérale que des vapeurs d'alcool

méthylique, lous aurons ainsi réalisf la séparation des deux alcools (23).

~I~ %/ DISPILLATION A PERSSION REDUTTE

Presque toutes les substances organiques, considérées du
point de vue de la thermodynamique sont a4 1'état métastable,
L'élévation de la tempirature, conduisant tout cdrps & 1l'état d'équi-
libre, provoque dans le cas particulier sa décompositions
On proposcra donc comme régle d'éviter autant que possible d'exposer
inutillement un produit organique & une élévation de température.

I1 sera alors convenabke de procéder dans un certain nombre de cas

% une distillation & pression réduite, la méthode présentant le

grand intérét d'abeisser le point d'ébulution de plus de 100 °c (21).
Pour effectuer une distillation soug une pre::icn réduite on peut
prendre le ballon de vigreux (Figare 4 ) pour recueillir séparement

les produits de la distillation. Sans interropre le vide.

: T
[T
‘J@F .
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On utili e un séparateur. On emploi le séparateur de Plauly
{Figure 5 ) comportant un certain nombre de flacons que 1'on améne
successivement devant 1'extremiité de 1'allonge par ou s'écoule le
distilat.

- IT- CHROMATOCRAPHIE DYADSORPITON LIGUIDI-SOLIDE

-II~ 1/- DEFINITION

La chromotographie est avant tout yne méthode de séparation
dans la-quelle les composants & séparer sont répartis entre dew: phases,
1'ine d'entre elle est constitude par un 1lit de matériaux stationnaire
au travers du-quel s'infiltre la douxiime phases le processus
chromato, raphique est le résultat d'adsorptions et de désorptions
répétées. Lors de la traversée de la phase stationnaire et la
séparation obbenue est due aux diflfdrences entre les coefficients
de parato e des coiposante. de 1'echantillon (24). Puisjue
1'cdsorplion covres pouxl esceatislle cat & un phénomtne de surface,

il est évident que Lo degré de séparation dépend delesurface développle
de 1'adsorbant, d'od 1'intérét d'un adsortant de faibde gramulomitrie
dans toul les eas cépendant le facteur le plus important est le
goeflicient de partage K d'une subshance entre les deux phases de
gystémé. On a

Ouantité de soluté par unité de volume de la phase statiornaire
{ = Quantité de soluté par unité de volume de la phase mobile
'n chromto raphie i'adsorption ce coefficient dépend de la teupérature

et séndrale ent de la coneentration de la subslance étudide

~I1~ 2/— MECATI G D SEPARATTOU

Le volume de rdtention d'un solutd est directement 1ié 4 la
conpitition entre les moléeules de solvant M et de soluté S a la Burface
de 1'adsorbant a o L'on admet, en génsral, que cette surface recouverte
d'une couche monomaldculaire constitude par des molécules de phase

mobile U et de soluté.
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On utiliie un séparateur. On emploi le séparateur de Plauly
{Figare 5 ) comportant un certzin nombre de flacons que l'on améne
successivement devant l'extremmté de 1'allonge par ou s'écoule le
distilat.

— IT- CHROMATOGRAPHIE DYADSORPITON LICUILDE—~SOLIDE

-II- 1/- DEFINITION

La chromotographie est avanut tout yne méthode de séparation
dans la quelle les composants & séparcer sont répartis entre deux phases,
1"ine d'entre elle est constituée par un 1lit de matériaux stationnaire
aun travers du quel s'infiltre la douxilme phase. Le processus
chromato raphique est le résultat d'adsorptions et de désorptions
répétées, Lors de la traversée de la phase stationnaire et la
séparation obbtenue est due aux dilfdérences entre les coefficicnts
de paratoce des corpocante de 1'echantillon (24). Puisque
1'adsorpiion corve s oud essentielle ent & wn phénomine de surface,

il est évident que le degrd de séparation dépvend du surface développde
de 1'adsorbant, d'oh 1'intérét d'un adsorbant de faibde gramulomitrie
dans toul les cas cépendant le factear le plus important est le
coeflicicnt de partage K d'une subshance entre les deux phases de
systimé, On a

Cuantilté de soluté par unité de volume de la phase statiormaire
K = Quantité de soluté par unité de volume de la phase mobile
In chrosato raphie d'adsorption ce coefficient dépend de la température

et géndeale ent de la concentrution de la subslance étudide

~II- 2/~ MECANLSTE DR _SEPARATIOU

Le volume de rétention d'un soluté est directement 1ié % 1la
coupdtition entre les moldcules de solvant M et de soluté S & la Burface
de 1'adsorbant a « IL'on admet, en géniral, que cette surface recouverte
dtune couche monomaldéculaire constitude par des molécules de phase

mobile M et de solutd.
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~II- 4/- CHOIX DE T4 I'HASE VMOBILE

La phase mobile jgue wh'rdle trés imporant en chromatozraphie
liquide solide puisque de son choix dépendra, en grande partie la reussite
ou 1'échec de la séparation envisagde,la selectivité et la durée d'une
séparation dépendent avant tout de la nature de la phase mobile.le choix
d'un solvunt dépend d'abord de contraintes pratiques puis de sa forces

éluante.(26).

~I1- 4-1 CONTRAINTE PRATIOUL

Les solvants susceptibles de rigir avec la phase stationnaire
ou de se polymiriser A& son contact sont évidement A éliminer cependant,
il arrive quelque fois que des solvunts insuffisamnent prufiées,
des impurtés s'adsorbant irréversiblement si la phase mobile est
constituée par plusieurs solvants, ceux-ci doivent &tre totalement

miscibles et les solutés & séparer doivent yétre solubles (26).

_II-4-2 FORCE ELUANTE

~I11-4-2 -1/ - SOLVANT UNIQUE

Ie choix d'un solvant de force éluante convenable permet de
contrdler les valeurs des facteurs de capacité bien entendu, plus la
force &luante du sdlvant est élevée, plus les facteurs de capacité
sont faibles en premiéreg approximation on peut admettre qu'une
variation de 0,05 unité de la force éluante d'un solvant entraine une
variation de K' des solutés d'un facteur compris entre 2 et 4. Il est
donc important de classer les solvants les plus courament utilisés par
ordre croissant de leurs forces éluantes. Cest ce que 1'on appelle une
série éluotropique. Cette recherche du solvant de force éluante convenable
peut s'effectuer soit directement s colomne soit par chratographie sur

couche mince (28).

I../".‘.




~IT- 4 - 2 = 2/ — MELANGE DE SOLVANTS

T1 est trés rare qu'un solvant unique permette d'aboutir &
des valeurs des facteurs de capacité convenables et surtout & une
résolution optimale c'est pourquoi on utilise trés souvent des
mélanges binaires.

Etant donné que dans le cas de 1'adsorption d'un mélange il ya
compétition sur les sites actifs du support, le solvant fFort tendra

4 se concentrer dans le ¥olume, va de la phase mobile adsorbée (28)

C/- TECHNIQUES D'ANALY S8

~T— INTRODUCTION

Les huiles essentielles sont parmi les mélanges les plus
compliqués auquels plusieurs techniques d'analyge ont été appliquées.
Parmi les méthodes les plus utilisées on distingue la chromatographie
en phase gazeuseg qui est basée sur les différences de coefficient 29

/a.r/;c.
partage des produits a séparer entre la phase mobile 4%—~azausg/et le$s
L éﬁéﬁeéfSpectr0300plques telles—que la spectrométrie de masse la

spectrométrie I.R. resonance magnetique mucleaires
Toutes ces méthodes sont devenues de nos jours des outils indispensables

aux chimistes organiciens.(1).

_II- CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEU S0

La chromatographie en phase gazeuse (C.P.G.) depuis son
apparition, apporté une contribation inestimable & la séparation des
produits organiques. Dans 1'analyse des huiles essentielles,
1'utilisation des donndes de rétention est souvent considéréecomne un

artifice analygique important dans 1'identification des substances (29).

-II- 1/ - PRINCIIE
Un fluide appelé phase mobile parcourt ung tube appelé colonne,
renfermant un gramlé poreux svetuellement imprégné d'un liquide appelé

solvant ou phase liquide stationnaire.
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A 1'instout initial, le wmélauw e & séparer est injecld & 1l'entrdée de la

colomme ou il se dilue dans la phase uobile qui 1'enatraine 4 travers celle ¢i

51 la phasc stationnaire a été bien chois ie, les coastituants du mélange
appelés géulralescat "solutés", sont inégalement entretenus par
"rétention", il risulte que les constituants du mélange injecté ce
déplacent tous moins vite que la phase mobile et que leurs viteoie Jde
déplace.cit sont en outre indrales Cezi les conduit b sortir de la
colonne les uns arv’s les autrgu.(

Le procegenc de =ofaration ehromatc_T iphique essentiellewent discontinu
consiste donc en la séparatiocn d'un néluance complexe dilué dans un

fluide en unc succession de mélanges binaires solutd fluide. Ce

processus analygique conduit & une mdthode d'analyge moderne dumot

grace 2 un analyseur de mélange binaire appelé détecteur.

-1I- 2/ - COLONNES CAPILLATRES

Comme les huiles essentielles sont des mélanges comple:cs

des prodnits organiques appartenant aux classes les plus diverses (27)
R recermandé

donc 1l'utilisation d'une colonne capillaire est reeomghée, elle est
constitude par un tube ¥ide dans le quel la phase stationnaire est non
plus fixe car un sapport, mais répartie sur les parois internes de la
coloane. la couchie mince et uniforie de phase stationmnaire imprine
résulitrereut la sufface interne de 1a colonne, cette impr/gnation Stant
réalisée pur dvaporation d'une solulion le difimdtre de la colonue doit
8tre trdés petit par rapport & sa lo.ueur.
Un des principaux avantages des colonnes capillaires est de e tre
d'obtenir une grande éfficacité et un hant pouvoir de résolution. EN
eflet, alore qu'on ne peut dépasser que difficilement 10000 plateaux
théoriques avec les colonnes remplies traditionnelles de longueur

courantes. On obtient frés facilement 50000 plateaux théoriques

avec une colonne capillaire de 40 m de long (29).
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_TT— %/ — AUALY 3 QUALTTATTVE PAR C.P.Ge

I

la chromatographie en phase gazeuse a souvent la réputation de
pernettbre une jdentification des n'langes. La facilité d'identification
n'est rielle que lorsqu'il ne &'z it que de localiser sur le
chronato;ramie la poesition des pics correspondantsa des constituants
connus d'un mélan ee
11 suffit alors d'introduire, sur la m&me colonne dans les m8ues
conditions d'analype, les produits purs et de noter leurs temps de
rétention.
Le probleme est autrement plus difficile quant il s'agit d'identifier
les éléments inconnus d'un mélange, et bien souvent on doit avoir
recours aux techniques spectrométriques pour aider & 1l'identificatiog.
I1 ne faut pas se dicsimiler que cclle-ci sera lonjue et délicate si le
mélange est complexe et il convient également de penser que la
préssion des mesures chromnatographiques n'est pas suffisante pour
obtenir une certitude sur 1'identité d'une pic sans procéder & des

vérifications par d'autres méthodes,e

-IT-7 - }/-— IDEIPTFICATION PAR LIS TUDICES DI RETLITION.

Pour une meilleureidentification pour les mélanzes
complexes, on préfére utiliser les indices de rétention qui representent
une échelle universelle, qui soat proposées par Kbovats (1963).
Ces derniers sont fondés sur la relation lindaire constatée entre le
logarithme du volume de rétention spécifique et le nombre dtatomes n
de carbone du soluté, dans une fanille de produits homologues, par

exemple celle des hydrocarbures saturéds aliphatiques.

logrg= an + b
rg 3 Volune de rétention specifique
n 3 Nombre d'atomes de carbone du soluté
Bette relation n'est pas valable pour les premiers termes de la série

des alcanes elle n'est vérifide qu'a partir de 05
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Elle n'e:t veaie qu'en chromatographic isotherue (29)
si par convention, on attriltue & chajue hydrocarbure de réfiérence un

ndice €:ul au noubre d 'atomes de carbone de leur chaine, maltiplié

[

par 100, on peut calculer 1'indice de rétention du soluté incoinug,
sur unc colonne quelcongue, Dans le cus de 1'isotherme on utilise la
relztion suitantes 3

T = 1002 + 100 In (tr i /tr,z)

i In (tr,z:1 / tr,z)

Ii : Indice de réteantion du soluté

tr,z 3 tewps de réteation de la n puruffine dont le pic sort
) E D
imiidiatereat avant celui du soluté et dont le nombre d'atomes de

carbone est 2.

tr, z+1 : temps de rétention de la parffine (z+1) atomes de carbone,

sortant imaddiatement aprés le soluté.
Pour la programmation de la température vander dool et kratz (31) ont
introduit des indices de rétention calculés par une interpolation
lindaire des teanpératures de rétention des solutés et des n parafiines
diludes avant et aprés le soluté.

= 100z + 100 Tr,i - Tr,z
Tr,z+1 - Tr,z

I
prog
on Tr=T19 -

avece

e 3 Tewpirature initiale (°c)
cradient de températur (°c/mn)

L1

-
tr ¢ temps de bpétention (1)

11— 3 - f?/ — IDIFPTATCATION “AR CQUP/AGE DI CHROMA'WOGRATRIL

YTV 07 GAZEU O AVES WOTE AT TTIONE,

‘i peut v la sortie d'une colomne chromtosraphique piloer
1es noliolts succensivement, an besoin pwar une méthode permettant

dvolitonisr des: dehantillons de masce: wuffisar ent importontesn; juin

F

r

lenr appliguer Gont procadd voulu A dentl Picobion,e
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Ceperdigat, il cut perlols pus-ible de coupler plus ou moins dirvcctlenent
la méthole Aanal,sse auxilliaire avec le chrorotographe, 1'appareil

ilisd ror ; A " < 5
utilisé [0Vang gtre considérsé com ¢ na détecteur secondaire (31).
§

A 1'heure actuelle, la spectromdétrie Je nasse, améliorée en bicn des

pointbs pavrapport au départ, reste 1'instrament de couplage par
excellence. Chaque soluté sortant de la colome chromatographique
peutB8tre soumis & 1'aunalype spectrom’itrique, rfalisant ce que 1'on

apcelle fra megographie,

- IIT - CHROMATOCIAPHIE SIR COUCHI AIMCE

Le principe de la chromato raphie sur coaclie mince coungiste
& rdvelor les couposis sur des plagques en verre recouvert par du el
de silice, 1 es sont placées mr une 1li ne horizoatale, un
solvant ¢ wct la wigration des componds sur la plagque qui seront localisds

-~
il

4 1'aile Jes peatils chimiques approovies ou d'un dispositif & 1a

lumilre vltravidlette de courte lonenr d'onde, Dans le cas des

terpenes on wtilise comme reactif chimique le révelateur vinillique,

Les constituants du mélange sont identifiés par leur facteur de rétention.
if = a/b

a 3 esl la distance en (cm) entre la lime de start.et le centre de la taci

b ¢ est lu distavce en (em) entre la ligme de stort et la ligne du front.

Le facbuur de rétention dépend de la nature des composdés unalysis,

de la coucentration de ces derniers, lorsque deux composdés ont le uBeme

Rf, ils sout identiques.

=IV- THMIONES JEC MO COPINTES

Dang de nombreux cas, la couposition qualitative et
quantitative, ainsique la structure des moldécules peuvent &tre

déterminfes an moyen de la spectroscopie d'absorpdions
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Lea wéthodes de spectrosce

P

e les plus inmportantes sont g

Lhode

Abréviation

e

Cpectre dans le domaine .

de la lumivre infra-rouge

de la lumitre visible ou uv / Vis
altravidlette.
Jpectre dans le domaine iR

Spectres de résonnance

micléaires

NMR(RUN)

Spectres de mass

M S

Le choix ou la conbiiaison

‘ P
problime pose 3

les méthodes dépendent du

[Méthode

Utilisable pour 3

U v/ Vis

T61écules pouscdent des liaisons mltiples
ou des palres

(substances colorés et non colorées).

d'electrons libres (

IR
-moléenler

Groupes fonctionnels, stracture de la

MR

(R 11 11)

Protons, leur enviroiae ent et leur

genre de liaisons (stérdo chimie).

M. O

Masse moléculnire frumul brule, fra-

cemenls, structure de 1a molécule.

Les

quantit’ de substance

mithodes spectroscopiques

se signalent par la petite

ndcossaire et par leur rapidités (32).
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Introduction

L'objectif de notre travail est de pouvoir préciser les
conditions les plus favorables de ditcrmination des constituants
les plus importants de 1'huile essentieclle d'Bucalyptus globulus par
chromato_raphie en phase gazeuse. L'identification des coastituants
majgurs de notre huile essentielle se fait par comparaison avec

des étalons temoins et par les indices de rétention de kovats.

Afin d'améliorer 1'identification des constituants de 1'huile
essentielle d'Tucalyptus globulus, nous faisons une séparation
de notrec huile par distillation fractionnée les fractions
obterues seront séparées une autre fois par chrounatozraphie

d'adsorption sur colonne.

Ces séparapions pourrant éventuellemecit améliorer l'analyse de

1'huile,
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I - Propvidtd phivsico- chimiques d'huile essentielle

d'Mucalyptus ~lobuius

L'huile eosentielle d'Bucalyptus globulus a un aspect
limpide, de couleur Jaune pedle, con odeur carzctéristique rappelle

celle du cinéole,

I -1~ Ivopridtées bhysiques,

I =1-1 Densitd

La densité relative & 20° d'une huile essentielle ezt le
rapport de masse d'un certain volum: d'huile essentielle 4 20%, 1la
masse d'un dgal volume dleay distillie 2 20c, (33)
Hos mesures sont faites 3 1l'aide d'un piénomdtre de (ml et d'une

balance analytique digitale,

I- 1= 2 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 1'angle
de réfraction d'un rayon lumineux monochromatique (longueur d'onde
déterminde), passant de 1'air dans 1'huile essentielle mainteme 3

température constante, f34)

n® =nt"y 0,0004 (41 - t)

d T g
nE': valeur de 1la lecture, obtenue 3 1a templrature t?

A

Hous avons effectuéd la mesure d'indice de réfraction & 1'aide d'un
réfractomtre de type "ATOGR - S T, permetiant la lecture directe
des indices de réfractions étalonné de manidre & obtenir a la
température de 20° ¢, 1'indice de réfraction de 1y 333° pour 1teau
distillée,

I- 1 - 3 Pouvoir rotatoire

La déviation polarimétique d'une huile essentielle
est 1'angle dont tourne le plan de polarisation de 1a lumiére,
quand celle-ci traverse une certaine épaisseur d'huile essentielle
dans les conditions bien détermindes (34)
Elle est mesurde sous un décimetre ou bien sous une épaisseur différente

et ramende & un décimétre,
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i1 est dowmndé ter 1lexpression suivante

fans lagquelle

A est 1'ancle de rotation observé, exprimé en desrés

1 : est 1'6paissear d'huile essentielle, exprinle en décim’ teec,

I ~ 4 Pourcentafe en cindol (Eucalypiol)

Nous anticipons sur les résultats & 1'aide du chromatosraniie
de 1'huile essentielle d'Bucalyptus slobulus pour en déduire la
teneur en cinéol,
Les réocultats obterms sont rassemblés dans le tableau e 1

Pableau 1 Densité/

Propriétés physiques | Valeurs experimentales valeurs

AFNOR
Densiti & 20 ¢ 0,918 (min) 0,906
(min) 0,925
Tndice de réfraction 1,464 (min) 1,459
(max) 1,467
Pou. oir wotatoire 2,05° 0° et + 10°
Teneur en cinéol 8%  ape (min) 70

llous renwruons que les valeurs expérimentales de la densité et
de 1'indice de réfraction sont comprises dans 1'intervalle des
valeurs données par les normes AFNOR pour 1'huile essentielle

d'Eucalyptus,



proprietées physiques de

o LI

globulus de divers payge

1'huile essentielle d'Iucalyptus

Tablean [36)

Indice de Pourcentage
Origine Densdbé D ré£§aﬁtion en cinéole.
Australie 0,913 1,4663 -
fustralie 0,9116 = 0,9166 1,4980 -
Australie 0,910 - 0,930 1,460 ~ 1,470 70 = 75 %
Espagne 0,905 - 0,922 - 71 - 84,5 %
Espagne 0,913 - 0,929 1,4063 - 1,4665 -
Portuguel 0,920 =~ 0,927 1,461 = 1,466 |min 70 %
Sicile 0,9301 -0,9284 1,415 = 1,423 -
Corsica 0,9185 1,463%3 66 9%
Bresil 0,9070 -0,9105 1,4612 = 1,4653 | 68,2 - 69, %%
Inde 0,9065 = 0,9155 1,4630 - 1,4660 60 %
Equateur 0,9261 1,4593 86 %

D'aprés le tableau 2, nous pouvons conclure que la

composition de 1'huile du point de wue qugntititif dépend de son

lieu d'origine, la densité

de 1'huile d'Eucalyptus globkzlus ausnente

guand son pourcentace en cindol augmente par contre, son igdice de

réfraction dimime,
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IT - 2 Propriétés chimiques

II - 2 -2 Miscibilité dans 1'éthanol /

Une huile essentielle est dite miscible & V volumes et plus
dtéthanol de titre alcoométrique déterminé i la templrature de 20°¢,
lorsgue le mélange de 1 volume de 1'huile essentielle considérde avec

V volures de cet éthanol est limpide et le reste aprés addition

graduelle d'éthanol de mBme titre, jusqu'a un total de 20 volunes [31[

IT - 2 - 2 Indice d'Acide : T A

L'indice d'acide est le noubre de nilligramne d'hydroxyde de

otacsuin néeessaire o la nemtralisation des acides libres contenues

[

dans 1 cromne d'huile essentielle .{58}

e

Hode Colratoire

Cn pise 2 ‘rammes d'huile essentielle A (1 ng prés), on
introduit la prise d'essai dans un ballon de 100 ml, on ajgute 5 ml
d'éthanol & 95 ¢, 5 gouttes de phenolphtaleine et on neutralise la

solution par ¥ OH alcoolique 0,1 N

I,T = 56ix ¥

m

V : volume en ml de ¥ O Il utiliss
m 3 mzse en gramne de la prise d'essai

les résultats sont présentés dans le tablean N° 3.
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PROPLT NS CHT T HBL Ve leurs =:périmcntules
tiseibilits dans 1'&thonol [10 ~wv) 43 v
L’iiiCL‘ '(1"_|,Cil-l(j | 4 « a

k ’ ’ ? ) 4! 6

Cor cu sion /

Teu indices ;hysico—chimiquu; Svalués cxgrimentalcmunt
pnous ont permis de u“y;ctériserl‘lsseucc d'hacalypltus globulus.
Cependant de telles propriétde ne peuvent & elles senles peruettre
un contr8le de la quantité, aumssi est il nécessaire de leur faire
subirt dlautres analyses qualitatives et quantitatives que nous
pouvons atteindre pgr chromatographlie en phase gazeuse Sur

colonnes capillairesSs
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Caractéristique de certaines dtalons d'huile essentielle d'Tucalyptus

Globulus 38 TARIRAU N° 4/

Etalons Densité 20c (d g? Igdi;godg réfzaction mggziiulaire
d - Pintne 0, 856 1,466 136,24
Camphéne 0,870 1,470 136,24
A~ Caréne 0,854 1,473 136,24
Fhelland_ 0,838 1,471 136,24
réne
B - Pinéne 0,860 14472 156,24
Limontne 0,842 1,473 136,24
P-Byméne 0,857 1,491 136,24
Aromadendréne 0,912 1,497 204,36
Caryopﬁyléne 0,907 1,499 204,36
LINALOOL 0,862 1,462 154,24
Géraniol 0,880 1,477 154,24
Terpineol 0,934 1,483 154,24
Camphre 0,990 1,460 154,24
Acetate de 0,912 1,462 196,28
Géranyl
Fucalyptol 0,912 1,458 154, 24

II - Analyse par chromatographie en phase gazeuse

IT - 1 Appareillage utilisé

$§ - Chromatographe type pyg -Unicam série 304 chromatograph.
$ - Colonnes

$ - Délecteur &4 ionisationde flamwe F I D

$

Enregistreur @t integrateur électronique type pye - unicam 4810

1
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IT = 2 Choix des conditions Opératoives.

Pour 1'étude des huiles esusenticelles par la chromatojraphie

en phusc jazeuse se pose le probléme du choix des conditions opératoires

les plus adéquates.

Les huiles es

sentielles ont une constitution chimique complexe,

Les comnppués qui les constituents sont de ¥olatilité, de polarite

et de concentration différentes,

Le choix de la rhase stationnaire est primedial, c'est le principal

facteur intervenant dans la séparation et il dépend du mélance a

analyser. engénéral, la polarité de la phase doit correspondre &

celle dec conctituants de la substance. Poar un échantillan

contenant des composdés peu polaisks, une phase smopolaire est toute

indiquée. Pour une fraction polaire, une phase polaire s'imposc

telle que la polythyléne glycol (carhowam) notament la P.E.G. 20 I,

Au cours de notre étude deux types de colomnes ont &té utilisdes

1'une P.0.G 20 M et 1'autre OV, 401

Conditions d'atilisation eolonne capillaire coorbovax 20 11

-—

Colonne

Phase utationnagire

Gaz vecteur

dibit

- Colonne capillaire en silice fondue
de 25 m de long, diamétre interieur 0,32 wmzz
dizmétre exterieur 0,45 mm

- Polyethyléne glycol 20 M

- Helium

Vi
20 M1 /mn

Temp rature de 1l'injecteur- 200° C

Température de la colonne

Température

Détut

Min

CGrodicnt de temperature
Volumne injecté

Atténuation
Vitesse du apler

Sensibilité

Prograuumation linéaire

300°C

50°C
200°C

4°C/ma
0,1 Al
64 /u/
0,5 cm/mn
103
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IT - % — Analyse qualitative sur colonne capillaire P 1 G 20 11

L'objgctif de la plupart des séparationsest de fournir une
analyse qualitative de 1'échantillon.
Ille permet de dfterminer le nombre et la nature des composants de
1'échantillon.
Pour notre étude, nous avons utilisé

e

Pgeai A'Tdentification & 1'aide des cubslances Slaluis

- lgsai d'Identification & 1'aide dec indices de rétentiom

I1 - 3 — 1 Bssai d'Tdentificotion A 1'aide des substances dtoelons

L'Identification a été réalisée en comperant les temps
de rétention de chaque constituant dans des conditions opératoires
bien déterminées,

Les différents pics identifiés par comparaison des temps de
rétention sont donndés dans le tableau 5.
Tablezu N° 5

Tenps de rétenticn des étalons,

Conotituants temps de rétention presence dans 1'hmile
x-Pintne 2,58 +
Comphéne 2,83 -
Cartne 3,36 -
Phellandrene 4,28 o
B -~ linine 3,21 -
Limenctne 4,37 -
«-Terpinen 4,65 -
Eucalyptol 5,21 +
P-Cynien 6,39 +
Camphire 19527 +
Linzalool 13,68 -
Aronmadendren 14,04 -
Bornéol 16,87 -
Terpineol 17,45 -
CaryoPleéne 16,06 +
Acdtate de giranfl 18,68 -
Géraniol 21,52
Globulol 26,09 +

+ Composé identifié
— @omposé non identifié.
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Interprétation des ydsultats tableau Y

LYinténation effectude sur le clroratogramse de 1'tuile
essentielle revele la présence d'une centaire de composés (voir
chromatoscaumme MN° 1) qui, nous le voyons ne sont pas simples i sdparcre
In fait une premitce comparaison de ce chromatogramue avee les résultdts
obtenus pour les subbtances étalons (tzbleau 5) nous montre la difficulté

qui se posc pour 1'idendification, du fait de lo présence du composd
majeur 1'kucalyptol guijpar sa concerlration iwportante empiche leg
composés voisins comne le phellandrine (TH = 4,28), le limoncne
(tR = 4,57) le ¥.terpinene (tH = 4,65) de se séparers

Par ailleurs, les composés les plus lourds déja, en quantité neticument

plus faitle ne trouvent pas de conditiorsfaveorables de séparation

quand ils sont présents dans le mélan_e complexe,

Toutes ces considdérations nous ont donc poussé & proposer les méthodes

de céparation qui nous permettrait d'améliorer 1'analyse chromnato;raphiques.

IT - 3 - 2 Essai d'Identificzation & 1'aide des indices de rétention

la série d'alcanes inject’ec dans les m@mes conditions que
1'huile cocentielle nous a donné le chromatograume N°  Dont
1'explication, en utilisant la relation de vander dool {3%}
Pour les indices de retention en programration de température a dcind
les résultnts regroupés dans le tablexmu N°® & lNous rappelons que

I prog = 100 2 + 100 Tr,i - Tr,Z

TR,% + 1~ TR,Z

o Th =T + 1t
avee T, : Temp rature initialc (°c)
1 ¢ CUradient de température (°c/mn)
tR $ Temps de rétention (mn)
Pour les substances étalons les calculs des indices

de rdtention sont regroupés dans le tableau 7.
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Tablean I1° __6_/

B

Nalcauiics t R () T a(°c) rgigii;ozc

c8 1,77 57,08 800
c9 1,94 57,76 900
c10 2,39 59,96 1000
C11 3,9 65,6 1100
c1g 5,09 70, 56 1200

14 9,40 87,6 1400
C15 12,07 98,26 1500

Pour lo ditermination des indices de rétentions on

trece T = £ (I), et par extrapolation de cette courbe, nous

pouvons & portir de la température de rétention du composé Fieer

1'indice correspondant pour lec n - alcanes

ficure n°® 1
(=]
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Tableau N° 7 Tewps, temperature, indice de rétention des étalons.

Constituants temps de rétention (mn)] températurc d I prog
rétention (°c
4. Pintne 2.58 60,32 980
Camphéne 2,83 61,32 1030
Caréne LT 63,44 1070
Phellandréne 4,28 67,12 1160
B- Pintne 3,21 62,84 1050
Linmontne 4,37 67,48 1170
o Terpinene 4,65 68,6 1180
Eucalyptol 5,21 70,84 1210
¥ Terpinene 6,26 75,04 1270
P Cymene 6,39 15,56 1280
Linalool 13,88 105,52 1560
Aromadendrene 14,04 106, 16 1565
Borneol 16,87 117,48 1635
Terpineol 17,45 119,8 1650
Acetate de 18,68 124,72 1680
Géranyl
Géraniol 21,52 136,08 1740
Globulol 26,09 154,36 1820
Camphre 13,27 103,08 1540
Caryoph§lene 16,06 114,28 1610




I1T -~ Fractionnement de 1'huile d'Bucalyptus globulus

En raison de la complexité, et de la concentration
variables des divers constituants de 1'huile essentielle
d'Bucalyptus globulus, il semble difficile d'obtenir une analyse
efficace des principaux composés sans avoir recours & des séparations

préalables en plusieurs fractions,

.

IIT - 1 Distillation Practionnde & Prescion réduite
II1T - 1/e Montayre rédalisé (fioure 1) est composé de 3
1 - Chauffe ballon électrique avec résulateur de ten; ‘ratuce
2 - Fallon rodé
3 = Colonne vigreux (longueur 20 cm, diametre 1,0 cm)
4 - Thernométre
5 = Réfris rant
6 - Sparateur de pauly
T - Vide assuré par une poupe a vide
8 - Tallons pour réapération de dictillat
9 - illonge coude
ITT - 1 - 2 NMode Opératoire

Nous avons soumis 20 gr d'huile esseantielle 4 la distillation,

pour cela une fois le montage de la figure 1 effectué, nous réalisons

le vide de 25 mm de ercure a4 1'aide de la pompe & vide, llous laissons

les conditions (tem:

prooressivement a-fin de récuperer dos

tenvératures aun

Les résullats du fractiounement

Tableau H° 8/

Densité, Indice de réfraction et mas:es

erature, pressiou)

al

fractions & des

g51 petits que possilble.

sont resroupds dans

le

des [ractions obtemies.

stéquilibrer et nous chaufflons

intervables de

Tractions |lemporature | Masse(o) o masse Tensitd Tidico
( C) a 20 réfractid
! 60 - 7C 4,7046 235,52 0, 86802 1,4596
2 T4 - 80° 1,506 7,53 0, 8832 1,4590
3 78 - 82° 2,609 13,31 0, 8681 1,4508
4 82 - 83° 4,54 17 22,71 0,8905 144586
5 84 - 92 2,05 12 10,25 0, 8920 1,4580
e M - 3,016 13,47 0,9337 1,482
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IV -1-5—1 Interpretotion du tableaun 117 9

Itanalrse por chromatoszraphic en phase gazeuse des fractloas
de 1'lmile essentielle d'Bucalyptus glotulus a pernis de mettre
en cdvideice de nonveaws: constituants qui n'a apparaissaient pas lors
de 1'analyse chrovato;raphique de 1'hnile essentielle d'Iucalyptus
zlobalus,

Lors de 1'analyse par chro.atographie @&k fractions, noas
rearquons gque les conposés comie borinéols terpinéol, ar@tate
A€ “dranyle, géraniol et globuloB n'apparaissent que dans les fractions
lourdes. Les profils chromatojvraphiguas six fractions sont rejreseantés

gur les chromatosrantes 20 & 25,

IVI - 2 Iraction e ent par chromatorrivhie d'adsorption sur coloune

Afin d'amdliorer la séparation des coastituants de notre
huile cuocntielle d'eucalyptus glotulus, toutes les fractions
obtenues pur la distillation fractionnée épression réduite seront
fractionnées une autce fols par Wchromatographie dtadsorption sur
colonne.,

Pour cels on réalise le montage fig (2)

III - 2 — | Appareiliove [/

Reservoir

Phase mobile

n
I

Laine de verre

o
I

Colounne

-
I

Adsorbant ou 1z phase stationnaire (90)0 gel de silice +
10%33N09

6 - Tube & essai.
IIT - 2- 2 Technique de travail /

N
|

Préparation de la phase stotiomnaire la phase statiounaire
est composde degel de silice 6o Merck aramulometrie (70 ~-2%0 mesh) de
nitrate d'Aant. Flle est préparée coue suite

Dans un ballon de 500 ml recouvert de papiendhlﬁminium,



- 5 M

on et 100 & de silicagel Vercl 80.
On prépare qussi dans yn bicher une eolution acqueuse de
100 ml de nitrate qtargent @ 10 % en wasSSe e
On verss cette golution préparée dans le grand ballone 0n Ranine 1'ean

3 1'aide d*un Zyajorateur yrotatife

111 2 -2-1 Prép;giyion de la colonne/

Ta quantité de phase statiommalre doitétre dans un rapport de

1/30 avec 12 quantité de gubstance encagées

Le rapport entre 12 hauteur et le dinnetre auxt environ, de 30.

Ia hanteur de 1a phase stationnaire ne doit dé asser 1es 2/3 de 12
colonnce.

Ta colonms est reuplie q'étudnt aux 3[4, On ajoute en-suite 1= phase
gtationnaire en 1aissant 11é1uant gt Scoule par robinet 1égérement
ouvert, siuultanement, on agite o4 on frappe 1a colonneé 3 petits coups
a1a fin de 11 opération, 1e niveau de la phase statiomnalre raeste

toujours jnferieur 3 celui de 1téluants

IHZQJ“Mﬁ{@Nﬂmwhj@ﬂﬂ

Le mélunge est dis ous dans un ming mm de golvant, puis 1o solution
est déposce avee précaution sqp Yo c0LEMIS n 1taide dtune ;1ipctte.
Afin de purﬂettre une bonneé répartitinn, on laiste pénetreT la
solution dans la phase stationnaire, puis on rince plusieurs fois la
surface & 11aide de petites quantitéu 3véluant. 1a colonne est enmiite
remplie gt Sluante
111 - 2 ~— 2 =3 Eyigggljggjygghgggﬁﬂiggghdifférents comnosnnts_@i

pendant 1'é1lution, {1 est ippératif de ne pas laisser 1a phase
StutiOﬂg“irO séchers Le niveaun de 1z phase mobile doit rester constakgnel

au —dessuas deila phase stationnai:‘ce,- est pour_luoi on remplace
continuellemant 1a phase mobile qui st sconle a l'extrémité de la colonne
par 1véInant frais.

on prend riguliérement des gchantillos du liquide o qul sort de 1a

colonne ¢t on porte sur une plague de couche mince on seche celle~ci et

recarde sl 1'échuntillon contient uneé qubstanccs
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fussi lonctemps gu'il n'ya pus le substance dans 1'éluant, il n'ya
aura pas de tache sur la plaque dés 1'instant ou on observe uune tache,
on recueille alors les fractions de srandeurs égele pendant toute la
durde de 1%éluticn. Les fractions identiques sont rdunies et le solvant
est éwaporé.

Les subst.nces incolores sont trés difficilement obgervables,
elles cxizent difl‘rentes techniques do révalition dans notre cas
on utilise comre révélation des tacies les véactifs ehimiques, & 1'aide
de ces riactifs chimiques, on peut modifier une substance incolare
en unc substance colorers
Coci eut effectué par vaporisation d'un réactif spéeifique(0,1 ¢ de
vaniline dissout dans 50 ml d'acidc sulfurique concentré)
sur lz plaque.
Afin de changer la polzrité d'Eluant, on a utilisé pendant toute 1'élution
un wélange d'hexane (apolaire) et d'Acetate d'ethyle(polaire) a
différente proposition on resume toutes les proportions dans le tableau

duivante.

T O ot

teetite dtethyle &5

100 0
97 3
90 10
80 20
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ITT ~ = 5 Ans s ~ chro . torra 1ie en hose mazeuse su P I G 20 M

Ia. fraction séparée est 1au fraction 4 obtenue par

distillation nous resumons les résultats obterme dans le tablegu N° 10

B-Finéne

Limoné&ne

, & , 10
Constituantp 1" 4 |F41 |#42 P43 [E‘ .14 74 1'“46 F47 P/ls ¥4
A-tinene + / + /
Camphnéne + / + /
Caréne + / /
Phellandreile -+ /
/
/

K-Terplne

Bucalytptol

e N N

flerpinen

e i N U S N N N
N

-+

P.Cymen

e S S e e S SO

o

Camphre

A

Linglocl

-

Aromadendrer

Caryophyli me

\\\\\\‘T'

Dorneol

Terpinecl

e T T T

+
< + + + ~ +
ade

.,.
e

CGeraniol

{lobulel

e T T e e S, S B e T
N N I S S

'} s Preetion obtemme par distillation fractionnée
Fui ¢ Froctions obtemumes par chranzlosraphie d'adsorption :ur colonne

+ 3 conutituant identifié

non identifid,

L1
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I1T - 2-5—-1 Interyudéixtion Tableau Ii* 12

Les frauticns obtenues par séparction chromatographique
d'zdsorplion sur coloane sont soumiscs & 1'analyse par chronatographie
en phave azeuse, nous constotons que les coustituants légers
apperaiscent daue len premitres fraciions clest & dire les constituants
les moins polaires rais par contre lcc constituants lourds et polaires

apperaissent dans les dernitéres fractions.

De nouveaux composds sont appares .cis, v que la ganuie dus
étalons gque nous disposens pour notre huile ne cogdvee Pog les

coistituants de 1'huile, ces couposés se sout pas fdentifiés.

Donc pour une lome identification de: conuitiuants de 1'huile dens
les friciions obterues, il est préfirable dtutiliser le procédé

de coupl. e de la clrovatographie en phase juzeucte avec la
spectroscople de 1osse.

Les chro ntogramucs de ces fractions sont représentés sur-les

chromato, commes de 26 0 34.

VI - 11 se qualililive sur colowic cepilld ire OV. 101

. lous avors effectu’ des anulysed avec les mBrcc co stituanis
£1n%s 2o colonne capillaire 0OV, 101 v progroi. ation lind.ire de
té il e

Caraet oivtigues do la colonne

Yen 0 7yn
¢ |+

icdire o odlice foudue

< Colc.... Colc::.e cayp

de low neur, diamdtre interieur 0,22 num

diamitre extirieur G, 7 mu.

— Phaue stotiowmcise 100 ¢ lethyl =zilicouc

~ Caz vecleur Heliun
Detit 30 wl/an

- Peteclcur
pressicn ¢ Hydro luoe| 14 T'CL
DPresuion Dir T I
Tempd: ture 300°C

— Wemplir. ture de
1tinjecteur 200°C

— Tempér: ture de 1. prograsatio lindaire

colopne
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diéiut T0°C
i 200 ©
Crodical de 3°C/mn
teupérulove

- Volui¢ injecté 0,1 #L
- Attéuuction 64

- Zencibilité 100

Identification 2 1'aide des irdices ue 1rétention

Les réwltats obbenus sonl rassenblés dius les tolbleaunx
11, 12 et 13
Tabtldau 11° 11/

Tempdrate e et indice de rétention des hydrocar Wres de références,

n ale es b () Ty (°C) Iadisedg
n-C8 3,58 80, 74 800
n-C 9 S 15 85,39 900
n-C 10 7,62 92,86 1000
n-¢ 11 11,09 103,27 1100
n-C12 15,22 1!5,66 12C0
n-C i 23,62 141,46 1400
n-C15 27,97 153,97 1500

A 1'aide des valeurs du taetleauw 171° 11 nous aveons dgalciont

calculd les indices de zétention des Slalong,
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TPablean 1 °12 /

Indices de r tention des Stzlons “lués sur el ae eapillaire OV,101

Constituants tenps de fggintimn_ Te%gégﬂ_lgﬁ de I Prog
«- Pintne 5,88 87;64 902
Camphéne (,28 88, 84 935
Carénc 8,18 04,54 1030
B- Pinine 7,27 91,81 980
Limonéne 8,87 a6, 61 1060
& Tepinen 8,29 94,87 1020
Buacady ptol 8,80 94,40 1055
¥. Terpincn 0,82 99,46 1070
P-Cymen 8,60 95,80 1030
Linaldol 11,38 104,14 1110
Aromidendren 25432 145,96 1455
Terpineol 15,19 115,57 1205
Tarnecl 13,01 109,03 1152
Acdtate de 19, T4 127,42 1294
Géranyle
Géraniol 17,22 I21,66 EA5T
Globulol 30,43 161,29 1545




Teblean H° 13/

Tableax

3
i

-

reapitulatil

- % B

des réinltats obtenuwu.

Constituants

Compos’

colonue

identifie sur

capilliire PG 20M

Comnpogé idendifie our

colonne capillzaire OV,IOI

«-Pinene
Camphene
4% Carine
Phell:mdréne
g Pinéne
Limonene
o-Terpinen
lucalyptel
V- Terpinen
P-Cymen
Camphre
Linzlool
"romadendren
Cq],jq&hlylunl
l@rneol
Terpincol
Acetate de
feraniol

Globulol

(&

1ife

3‘-

-+

4+ Couposd Tdeutifie

* Compoé erisie

é Compos:’

11031

[dentifid,

en seande

quaentit® mais non

cerlbili’




el

DVapade le tablesuw I3, nous avons na identifier I8 Constituants
de 1'huile ecsenticlle d¥Enczlyptns  lobulus. Cette identificntion
est cenfirmée pur la comparaison de: rdsultats obtemus sur deus
types de colonnes,
Le tableau N°I4 reucisenle la cougcaison des huiles essénticlles
d'Bpuc-lyptus ololulus de différents vays. Tesepoin (4) indiquont
gue les congstituoats sont dfcélés i ey ricisont pos le pouvecitase
1o eoicbatous que aotre Imile ne pgproc! ¢ plus celle A'Egpe ue de
r le rand anowbre e conutituants cn cou mn,
Ce qui confirme que lu qualité d'unc huile dépend de son lieu
d'ori ine, de 1'humidité de 1'annde et de la unzature du sol,

Ltade coSrative de votre lmile aviee les huiles essenticlle o

d'Fuc 1 ins glolulus de divers pu

1.;:1‘1(\ e ldrhmiil. Jad pile a f
3 3 1] 3 Loz i aloo
spa‘ne | Maroe [0V o flnuet 47) .!'_fz):'.:.j';

Constituonts §-- .

o— - - -.-...I
0,4 - "
- , =

ol 12,7 - 10,77
-y Ci’ I-." - 1
0,3 0, IT . 0,122
- Olpﬁ = 0,27

{z' 1 -— - =
Pinéne e o:yde 0,7 = -

thajone - = .
}lua‘ool Oy 1 0, g I- O 138
Lanpnre —_ -_ — I"—-‘-‘ )
PTRERT NS - -
Tirrndoel - -

[ .

5, 106

&)
f

|
O
t

erpind:,
Jindcevoae ]"(‘. - .

-
r

Cazvons % 0,21 - =
nsdde G,de | 63 e - -
Peypt 1 G fbo 7 0,5 - -

;-’ "’/ —- _'_ -

see/ snse
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v o

Tinile 4% V g d'hmile du | imile valeur
wapame Maroc! V40 | &vt ique 4T} Focpérivicaty

T R it |
nsti vuanes

Géreniol - - - 0,227
Aroundend e Tyl 6,439 + 0,397

Cadicnne —- - - -
Acdtade Jde dponyl - 0, L1 - 0,372
Globulol - Gy 54 + 0,087
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Conelusion

LvGlude analytique de 1'luile essentielle dVieaoly tus
slobulus nons @ audné & déterminer par la chromato_raphie en
phase sazeuse les conditions opdiatoires optimales donnant une
bonne siparation des constituants :
pour cela une Jtude comparative el complimentaire est m'nde
entre deusr colonues capillaires de polarités diffirentes
(carbouax 20 M, OV IOW).

Tour ldaurlyse qualitative de 1'huile essentielle
d'Eucelyptus zlotnlus, nous avons utilisé les indices de vitentions
de vam derliool. MNos résultats obtenus peuvent conftibuer & 1'dtude

PP y i renferment i
analytique d'autres huiles essentielles refommznt les mBues

constituants que notre huile essentielles.

Le froctionnement par dicstillation et par la chrosatoraphie
d'zdcoeption sur colonne a permis 1'identification de conposd
1é, ¢rs aingsique d'isoler certains compos’s comme le 1,8 cindol

et corcropheline.

fnAin, vu la gamue d'étalon que nous disposons, ne couvee
pas tous les coustituants de notre huile essentielle, clest
pourquoi, pour conpldéter 1'identification, il est cohiseill’ d'utilier
les procilés de couplage de la chromatographie en phase

cazeuse avec d'autres méthodes telsque le# couplaze G.C.S.M.
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CHROMATOGRAMMES OBTENUS

A PARTIR DE LA COLONNE CAPILLAIRE P.E.G 20.M
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