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ABREVIATIONS ET SIGNES UTILISES.

ces : Chromatographie sur Colonne

CCM : Chromatographie sur Couche Mince

C.R.P.M.T. : Centre de Recherche et de Promotion de la Médeaine
Traditionnelle

CRUPHAMET : Centre de Recherche Universitaire en Pharmacopée et

Médecine Traditionnelle

FID : Flamme Ionization Detector
FSOT : Fused silica Open Tubular.
k GC : Gag Chromatography
MS  Mass Spectrometry
p.C. i Personal Computer
P.M. : Polids Moléculaire
.TIC : Total ion-current
(o, : Les chiffres entre crochets correspondent aux réfdrences

bhibliographigques consultées.
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RESUME v
‘Ce travail de recherche porte sur l'extraction et l'identification
des huiles volatiles de deux plantes locales:

Rubla cordifolia, L. et

Plectranthus defoliatus, H.

Dans une introduction générale, nous énumérons d'abord les railsons
gqul nous ont poussé & choisir un tel sujet, nous donnons ensuite une
breve description des plantes étudiédées, suivie d'un apercu théorigue sur
leg huiles volatiles et nous soulignong enfin 1'limportance économiygue
et pharmaceutigque de ces substances.

La partie expérimentale débute par un bref exposé des nméthodes
d'extraction, suivi des résultats obtenus. Viennent ensuite les néthodes
d'analyse que nous avons, pour simplifier, détaillées dans 1'Annexe 1.

Les résultats desg analyses nous ont montré cque contrailvement A

Rubia cordifolia, L., Plectranthus defoliatus, H. est Utrés riche en

huile egsentielle. Le composant principal de cette huile est |'Toxyde de

piperiténone (064,8%)

Cette partie se termine par une recherche d’aulres prinaclpes

actifs dans la plante Rubia cordifolia, L., cela pour élucider son

usage trés répandu en médecine traditionnelle. Nous avons mis en
évidence une présence notable d'alcaloYdes.

Nous avons donné dans l'Annexe 1, quelques notions sur les méthodes
d'analyse que nous avons exploitées (GC et MS), tandis gue |'Annexe 2
a été consacré a la composition chimigque des huiles essentielles de

quelgues Lamiacées déja étudiées par d'autres chercheurs.

\
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I.INTRODUCTION GENERALLE

L'étude des dcosystémes biologigques nous apprend, de fagon
indéniable, que les plantes constituent un élémenl indispensable de la
plupart des chaines Lrophiques. |

Mals, depuis fort longtemps, l'usage de certaines plantes pour
gudrir bon nombre de maladies a prouvé que 1'importance des véuyétaux
pour le monde animal, ek pour l'homme en particulier, est non seulement
alimentaire, mais aussil thérapeutique. Aussi a-t-on vu que la médecine
traditionnelle, dans Lous les pays du monde, exploite des plantes a
effets physiologigues particuliers pour guérir dde nombrenx maux. Ces
propric¢tés sonl dues a la présence de divers principes actifs. oun a
ainsi mis en &vidence des plantes anti-venimeuses, «des plantes
vermifuges, anti-diarrhéiques, anti-mucostiques, stimulantex de
|Tappétit, ete...[5,19,20,21,23,26,291.

Mals, étant donné que la médecine traditionnelle ne tient souvent
compte ni de la toxicité éventuelle de certains principes actifs, ni des
effets nélfasles ou déficients d'une posologie imprécise, la recherche
screntifique s'évertue actuellement & mener une dtucde détalllee des
plantes médicinales en viue de la rationalisation el de 1'optimalisation
de leur utillisation.

Les principes actifs qui ont le pluyg souvent retenu l'athention des
chercheurs sont les anthraguinones, les‘tannins, les alcalofdes, les
iridof¥des, les phénoligques, les flavonoIdes.

Cependant, un domaine non moins important-suscite aujourd'hui, chez
bien de gens, un intdrét particulier pour les plantes médicinales: C'est
celul des huiles volatiles. Ce domaine fut pendant longtemps négligé.
C'est grédce au développement des induétriesAdes parfums,ﬂdes cogmét igues
et de 1'industrie alimentéire donﬁ elles constituent la matiére
premiére, qu'il y a eu regain d'intéfét pour les huiles volatiles,.

Au Burundi, un chemin léng reste encore a parcourir dans |'étude
des hutlaes volatiles.

Maig la richesse de notre flore en plantes odorantes conztiizue un

atoull pour une investigation poussée dans ce domaine.
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T. 1. Raisons du choix du suijet.

L'étude des huiles volatiles, dans notre pays, est encore a son
début. Peu (presque pas) de travaux y relatifs ont déja élté elfectués.
Ceux qui inktéresseraienl notre région ont été elfeclués 1'un en 1944 sur
les™ Labides (ou Lamiacées) médicinales [121, l'autre en 1958 sur

l'Eucalyptus divesg " typé" originaire du Kivu.l17]

C'est dans le but de contribuer a l'étude des hulles volatiles
naturelles de notre pays gue nous avons voulu rechercher, extralire et

analyser les hulles volatiles de deux plantes locales: Rubila Cordifolia,

L. (ssp. conotricha, nom vernaculaire: UMUKAKA) et Plectranthus

Les deux plantes, guant a elles, nous semblalent 1nléressantes
d*une part pour leur odeur ( bien gue moins particullére el molns
intense pour la premiere) et, d'autre part,pour leur usaye répandu en
médecine Lraditionnelle.

Par ailleurs, dans la recherche systématicue sur la composition de
Rubia cordifolia, L. ( réalisée au CRUPBAMET), des subslances non
paolaires non encore ldentlifides se sont révéldes étre des substances
huileuses. En outre, celbte plante eslk souvenl uliliscée pour les mémes

soins gue Pentas longiflora dont la fraction non polaire (CRUPHAMET)

avait. monlré des substances a caractére huileux .
Toutes ces ralsons nous ont poussé a étudier la composition en

huiles volatiles de Rubia cordifolia,L. tandis gue pour Pleclranthus
i

defoliatus, H.., cette étude a été conditionnée par son adeur abtravante.
C'est certalnement a cause de cette odeur agréable que les feullles de
cette plante sont utilisées par certains ménages burundais pour le

conditionnement des - ustensiles notamment ceux utilisés pour la

conservation des produits laitiers.’

.
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Caractéristigues odoriférantes et usages thérapeutigques.

Plante Propridétés Usages
odoriférantes thérapeut igues
* plante fraiche : *, Contre |'odeur
- odeur légérement malsaine du corps
agréable (surtout des aisselles)
Rubia Cor- ~ dominance de 1'odeur *p 2 Pour les femmes
difolia, s des herbes fralichement enceinbes el les [ennes
! COUupEes allaitantes.
* plante seche : *y Contre e point de coteé
- adeur plus intense *,. Contre certalnes mala-
- odeur de chocolat o dies de la peau.

*, Contre |'indigestion
*, contre le Kwashiorkor

Plectran- Oceur agréable et Utilisde, & cause de son
thus de intense : odeur, pour olindre les

foliabus, H.

ustensiles ulilisés pour
la conservation dua lait.

* : Informations livrées par les guérisseurs traditionnels.
* .

1.2 ¢ Informations livrées par les guérisseurs btraditiennels
et par le C.R.P.M.T.

2 : Informations livrées par le C.R.P.M.T.
T, 2. Classification et écogéographie des plantes étudides,
1.2.1. PRubia Cordifolia, L.

Rubia Cordifolia, L. est une dicotylédone faisant partie de 1'ordre

des Rubiales et de la famille des Rubiacées.
C'est une plante essentiellement tropicale , elle se trouve

sous forme de liane et elle pousse sur-des terrains post-culturaux
ou rudéraux el dans les‘ savanes.

I.2.2. Plectranthus defoliantus, H.

Cette plante est une dicotylédone appartenant a l'ordre des

Lamiales et & la famille des Lamiacées.

*t
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C'est un sous-arbuste poussant dans la savane ou =ur des

terrains post-culturaux ou rudéraux a climat méditerranéen
(1,3,111.

I. 3. Théorie sur les huiles volatiles. [ 4,24,25,28]1

Les huiles volatiles sont des mélanges odorants de composition
généralement. assez complexe. Elles sont, pour la plupart, d'origine
végétale, mais on peut les trouver dans les sécrétions glandulaires
de certains animaux.

Elles sont plus gu moins modifiées au caours de la préparation.
Ces huiles volatiles portent le nom général d'huiles essenlielles
qui sonk des lipides,

' Sous le nom d'essence, on désigne aussi quelgquefols des
produits odorants non préformés chez le végéltal, mals provenant de
l'hydrolyse enzymaticgue d'hétérosides (par exemple 1'essence
d'amandes améres). Dans la racine de Valériane fraiche, il n'existe
cque des traces d'huile essentielle. L'augmentation de celle-cl par
dédoublement: d'esters fait apparaitre 1'odeur désaqgréable., Chez
1'ail, 1'essence dérive, non d'un hétéroside, mais d'un amino-acide
soufré, 1'alliine , seul présent dans la plante fraiche, celui-ci
est décomposé sous l'influence d'une enzyme, l'alliinase, en un
sulfoxyde, l'allicine; donnant naissance au disulfure d'allyle.
Celtte substance esl un antibilotique capable de Luer le bhatonnet

de diphtérie el la bactérie de choléra.
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Sous l'action d'un enzyme (1'alliinase) ayant comme cosnzyme ls pyro-
phosphate de pyridoxal (@) , l'alliine est transformée en allicine :

@
% o B (ol
oy l&bazi£f22§§?'ela

/ o/(H,, H

< e |
/\/S-OH /\/ < 5
TN *
acide aJQ%4E}UA§L£;QuA?LUZ N
O
1
A Sng N+ Wb

: (:) CHo “ o

® o
. Ol—ic. ol ceo
Sk @r\s = Y “

Hoee _HH  NH
Cj::>/' é;;g

le pyrophosphate de pyridoxal lthistidine (acide aming)
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I. 3.2. Propriétés physicques.

Lés huiles egsentielles sont généralement ligquides & la
Lempérature ordinaire, d'odeur aromatique, raremenl colorées guand
elles sont fraliches ( les essences a azuléneyg: camomille et
surtout de Matricaire, sont bleues).

Leur densitée est le plus souvent inférieure a celle de 1'eau
a l'exception des egsences de canelle,'de Girofle et de Sassalras.

Elles ont un indice de réfraction élevé e, le plus souvent,

sonl douées de pouveir rotatoire.

A cause de leur volatilité et de leur solubilité redulle dans
I'eau,clles sont entrainables a la vapeur d'eau.

Trés peu solubles dans 1'eau, elles lui communiguent cependant leur
odeur.
Elles sont solubles dans l'alcool, 1'éther, la plupart des solvants

organicues et dans les huiles fixes.

I. 3.3. Composition chimigue.

Ces wmélanges peuvent contenir des substances chimigues a
fonctions diverses: des alcools, des éthers, des aldéhydes, des
cétones, des esters, de lactones etc...

Les constituants principaux des huiles volatiles sont des
hydrocarhbures Lerpénigques( aliphatigques, mono el bicyaliques,
parfols sesquiberpénigues) et leurs dérivés oxygenés (alcools,
aldéhydes, cétones). On rencontre aussi dans les huiles
essentilelles des compogds acycliqueg: acides organigques A faible
PM (, formique, acétique, valérigque), alcools, aldéhydes, cétones
(méthyl- nonylcétone). et suttout des dérivés aromaticues: aldéhydes
( anisique, cuninigue, dinnamique), phénols et leurs dthers
(thymol ,eugénol, anéthole); on, trouve enfin des coumarines

(bergapteéne, ombelliférone).



Les substances organiques communes & beaucoup d'hulles

essentielles sonlk les terpenes. L'unité monoméricgue donl semblent
dériveés tous les terpenes est l'isopréne ( qui est aussi le
monomére du caoutchouc naturel):
CH, = - CH = CH,
CH,

Les unilbés monomérigues se polymérisent pour former de différentes

structures géomébrigques a différentes odeurs. Des « terpénes

oxygénés » ge forment lorsque l'oxygeéne est introduit dans la
molécule, gu'elle soit cycligue ou aliphatique.
Selon le nombre d'unités isoprénigues engagées, on fail,pour

les terpénes, la classification suivante:

Nombre d'unités Classe Formule brute
isoprénicues
2 Monoterpeénes Ciollie
3 , Sesquiterpeénes CisHux
4 _ Diterpénes Caotan
6 Triterpénes CaoHuan
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o T1.3.4. Biosynthééé des terpénes.

Tandis que 1'isoprdne n'existe pas dans la nature, et
n'est produit gue par la décomposition thermique de p.e. le
caoutchouc naturel, 1l'unité de 1'isopréne biologiguement actif
duquel tous les terpénes semblent..&tre. ddduits, est le pyro™
phosphate d'isopentényle (PPI), lui-méme produit de 3 upités
d'acetylCoa.

CH,COASCOR  +  CH,COA/SCoA B‘ketOtQ&:Ease.e-
CoASH
' Co2SH
CH,COCH,, CO~ SCoR : ‘ e

enZYme//////;;ndensateur

acetozceétvle-Cok CHSCOA/SCOA

OH COASH

l réductase _////
CE, — C — CE_CO~-SCoa —
2 2 . N\

@ \ @
CooH  CH. NADPH + H NADP

L-hydroyxy-Z-methvlgiutaryle-CoA

i O
i i réductase
: C —_ —_— = —_
i | H—‘ ? C“Z' CHO k . @ \ ~
1 ‘ " NADPH + K NaDE ¥
g CH, — COOH: ! -
oH ATP _ 2DP
i \\ wg 2 .
Chi, — C — CHZ_ — CH.OH e o
z 2 2 s
. : \ Kinase 1
CH, — COOE

‘ acide mévalonigque
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OH

ATP 20 ADP

£

| o : \ Mg
CH3—C——CH2—CH2—0—@

\ :

CH2 — COOH

5-phosphate de mévalonyle

OH

kinase 2

CH3-—(|2——CH2—CH2——O—@—-®

Ch2 — COOCH

pyrophosﬁhate de mévalpnyle

c—0-0

pyrophosphate d'isopentényle
(IPP)

—®

O
[
= — P -~— 0 —
|
o @
ATP ADP  P1
\\ ./‘{/\_
N
X

isomérase

(+ 1 &)

I
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N o

pyrophosphate de diméthylallyle
(DAPP)

En couplant l'es unités IPP + DAPP on obtient le pyrophosphate
de géranyle. Celui-ci sert de produit de base pour la forma-
tion des autres terpénes. Par addition consécutive d'unités

DAPP se forment les sesquiterpénes, les diterpénes, etc. Jjus-
gu'au caoutchouc naturel, guil est un polymére.

.f: i , Cex C C)CD ;>::\\
Squ_m%wL; 5 | / o
_bcﬁb7ééa2§ f
’ ; ) | - if}“ﬂ%ﬂ°ﬁpzazg e
C;Loulizﬁibc 4&14}L€Z ¥ | |
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1.3.5. Les différentes farmes de monotsrpénas.

a. acycligues p.e. le nyrcéne (trés répandu p.e. les pins;

odeur de la térébenthine)

b. monocycliques p.e. le limonéne (pelure d'orange, le ci-
tron); odeur d'orange.

S
o\
o) A

c. plusieurs formes kicycliques

p.e. c-pinéne le pin
odeur résineuse
A
\\‘
Y » -~ v
c—-thujene le pin (en de fzibles

concentrations)




\
car-3-—-ene

le camphreée

dﬂ tricycligues
p.e. le tricyclene

)Q

ﬁwo

r/

A

14

les pins du Portugal
odeur résineuse

odeur iniense



»

15

T.4. Intéréls économigues et pharmaceutigques des huiles volatiles.

Bon nonbre de dérivés oxygénés des nmonoterpénes of des ses-
quiterpénes onl une odeur intense, et, sous forme d'huiles
essentielles, ont une importance économigue comme matiere premiére
dans la parfumerie , la cosmétologie ou comme additifs dans
l'incdustrie alimentaire et dans l'industrie pharmaceuticgue.

En dehors de leur saveur utile pour 1'alimentalbion et |
liguoristeris, ces é€pices ont souvent, & [aible dose, un affet
stimulant favorable sur 1'appétit et la digestion.

Leurs fréquentes propriétés bactéricides sonl explaoilbées pour
1'hygiéne alimentaire dans les pays chauds.

L'emplol des drogues a essence en thérapeulique est 1ié a
leurs propriélés pharmacodynamigues.

Parmi les plantes a essences se trouvent des

- anblsepligques agissant sur les voies respiratoires et les

voles urinaires

- eupeptiques et carminatifs

- stimulants du systéme nerveux central

(Anis, Badiane)

- stomachicques (Menthe, Mélisse, Verveine),

= anlispasmodligques (Camomille)

- cholérétiques (Romarin, sauge)

- vermifuges

- révulsifs, rubéfiants (essence a térébenthined

“ - anlblseptiques clcatrisants
- stimulants.du culr cheyélu (Romarin)

- anbiinflammalboires (& cause des azulénes).
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II. PARTIE EXPERIMENTALE.' '

IT. L. Préparabion préliminaire du matériel végétal.

Apres la récollbe, les plantes ont été séohées & 1'alr ambiant
du. laboratoire 4 une Lempérature variant de 24°C a 28°C.
Cependant, apres avolr constaté que pour la plante BEubia

cordifolia, L., le matériel séché dégageail une odeur plus inkense

et légérement différente par rapport a la plante fraiche, nous
avons consacré un échantillon fraig 4 une analyse a part.

Apres envivon 15 jours de séchage, les plantes sonl céduites
‘“en poudre dans un morbtier. '

a

17.2. Extraction et analyse des huilles esgentic]les.

J1. 2.1. Méthodes d'extraction. [4,9,24,25,28|

Parmi les méthodes les plus couranment exploitées pour
extraire les huiles volatiles du matériel végdtal brut citons
spécialement:

a, Enktrainement-a la vapeur.

Lang ceobtlbe mébhode, le matériel végétal est Liraversd par un
courant rapide de vapeur d'eau surchauffée (1057C),
L'huile volatile est entrainée et 1l se forme ane phase vapeuar
mixte (eau + huile) gul se condense dans un réfrigeérateur el gul

se rassemble dans un récepteur (Fig.l).

-

Ce distillab est ensuite extrait de fagon continue par un

solvanl de densité;plus grande (pas nécessalrenment) que 1l'e@auw, par
exéﬁple le CH4Cl, avec un pointl d'ébullition de 37°C (Fig.2),

On  peut aussi fairé une:’ simple fextraction {non continue)
liquide-liguide a l'aide d'une.ampoule a décanter, mais la on doit
s'attendre a. des pertes plus ou moins importantes (tant

cquantitatives gue qualitatives) en huiles cssentielles.
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FIG.1.Montage pour l'entralinement & la vapeur.

I.5ysteéme de chauffags

2.Ballon contenant de l'eau

3.,Tubs en vsrrs

4.Tube en verrs (ou un tuyau sn plastic)
pour la conduction de la vapsur d'esau

5.Ballon contsnant le matérisl végetal

b.Réfrigérant

‘1. Récepteur



18

solvant de densité pPlus grande
que l'eau p.e. CH_C1 avec un

point d'ébullitiofi a8 37°c¢. | Z i'i.'g
\ Il\ ‘ .
s

FIG.2+5ystéms d'extraction continus du distil-

lat ( huile essentielle + eau )

1, Bellon contenant le sclvant
2. Systéme de condensation

3. Flacon spscial contenant 1ls distillat
(tuile essentielle + sau )

4, Distillat : huile essentislle + sau
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b. L'expression.,

La méthode consiste a exercer une pression sur le matériel
végélal. Elle est uatile pour extraire les huilles volatiles
conktenues dans les glandes sous-épidermivues des écorces des
oranges el des citrons,

c. Hydrodistillation.

L'eau el le matériel végétal sont mis cdans un mémne ballon, le
Lout est porté a ébullition et la vapcur mixte est condensée et
recusillie,.

La méthode est surtout utilisable pour les bhulles stables dans
un milieu legerement acide.

d. Enfleurage.

Dans  cette nméthode, un corps gras (axonge) se sature
d'essences lorsqu’il est mis en contact avec le matériel véyétal.
Le corps dgras est ensulte épuisé par 1'alcoonl absolu eb ce solvant

est dévaporeé sous-vide,

e. Extraction directe par un solvankt.,

Le matériel végétal est extrait par un solvanl volatil
{alcool, benzéne ou autre solvant) a chaud. L'évaporation du
solvant dunne un résidu (= " concret " ).

Le " concrel " egt traité a l'alcool, le mélange est ensuite
refroidi a -5%-10° C.

L2 précipité  les clres et les graisses a chaine longue) est

alimine par liltration ou- par décantalbion, le surnagean!t  ost

concentré sous-vide. |

On obtienl. une huile liquide ou semi-liquide (= " absolu ")

soluble dans l'alcool et saturée en substances naturelles.
Méthode exploitée: ‘

Dans notre travail), nous avons éxploité la premiere méthode
a savolr l'enlrainement a ld vapeur qui esl géndérailement |a plus
utilisée. Cette méthode présénte en effet plusieurs avanbayes:

- Elle est efficace pour séparer toutes les substances peu

solubles dans l'eau et qui ont une tension de vapeur nolable vers
100° C
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- Les huiles sonl vaporisées a une lLempérabure nflérieare a
leur Lempéralbure d'ébullition normale

- Ta mélhode egst équivalente a une distillalion sous-vide
alors qu'elle se fait a une pression normale (11 ost méme possible
de Tarre une sublimation)

- La composition de la vapeur eskt  congstante ol ost
indépendante de 1o composition quantitative de 1'hut le.
La composition du distillat dépend uniguement de la pression
partielle des substances ( non miscibles & [ 'eauwd volalileg:

Loi de Dalton;

po= d.l:)l + (:l[*’;z + dp3 « v e e

oll P = pression atmosphérique (pression totale)
dP = pressions partielles des composants volatils de 1'huile +

pression partielle de 1'eau

Il.2.2. Exkraction proprement dite,

Four la raison énoncés au paragraphe I1.1. , J'extraction a

porté, pour Rubia cordifolia,L. sur un échanlillon frais el surr un

échantillon séché, )
Nous avons, pour simplifier, adoptd la nolabion suivanbe:

RCORDI.D : kchantbillon frais de Rubia cordifolia, L.

RCOGRD2.0 ¢ EBEchanbkillon géché de Rubia cardifolia, L.

PODEFOLL.D: Lchantillon (séché) de Plectranthus defeliatug, 1.

a. Mode opératoire.

Dans un ballon de 3L, une masse donnée (précisée ci-aprés) du
matériel végétal est traitée a la vapeur d'eau légerement:
surchauffée (105° C) pendant 2 heures.

Le distillak. est condensé el recuellli cdans un ballon d’un
litre relfroidi daﬁs la 'glace (voir Fig.1l). Ce distillat est ensuite
exkrait continuellement. pendant 2 heures avec le dichlorométhane
(volr fig.2 ’

Apres séchage sur du sulfate de magnésium pendant la nurt, le

saolvant est éliminé par distillation sous-vide (lenpérabtnre du
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bain: 320°C). La fraction volatile obtenue est conservée sous azohe
d -18°¢C.
b. Résulbal

s _obtenus.

Echianti l1lon Masse de Masse de la fraction Rendement
' I1'"échantillon volatile abtenae () ()

(1)

RCORDL.D 96 2x10~7 0,002 1

{ RCOKRD?2.D 120 11x1072 ' u,003

PDEFOLL.D 460 3,68 0,8

L'analyse de ces résultats montre que, conbraivement a la plante

tranthus defoliatus, H., Rubia cordifolia, L. a un contenu an

volatils btrées falble. L'évaporation du solvant (CH,Cl,) ne laisse qu'une
couche exbrdmement nince de substance attachée A la face intérisure du
récipient ( un ballon conigque de 50ml).Par contre, nous avong obtenu
pour Plectranthus defoliatus, H. une fraction non néygligeable d'huile
volalile  jJaune pale, tres fluide).

Dansg le but de comparer 1'extraction continue (Fig.2i an CHLOL, et
'exblraction non continue: (ampoule a décanter), nous avons prdépatrd une
huile volatile (PDEFOL2.D) par extraction du distillat suivant ce
dernier procédé (non continu: dans une ampoule a décanler). Nous avons
destiné celte huile (PDEFOL2.D ) a une analyse & part.

D'aukre part, la fraction résiduelle de RCORDL.D aslt  prosoue
inodore tandls gue celle de RCORD2.D a une odeur de chocolat de source

1nconpue.

IT. 2.3, MéLhodes d'ahéiyse.t[6,7,l4]

Les huilles essentielle§ étant bomposées de subskances volaltililes,
~lles gsont analysées par chromatographie en phase gazouse (GC) sur des
colonnes capillailres (diamétre-intérieur de 0,5—0,2 mm; Jongueur
25~—=50m) FSOT (" fused silica open tubular " 2 coleoanes tubulaires
ouvertes, en silice en fusion).( Fonctionnement d'un chromatograpne:

voir Fig.3, ANNEXE 41).
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Mais cetle analyse peut s'avérer compligquée lorsque |'essence a une
composition complexe. Dans ce cas on essave dJd'obtenir d'abord les
spectres de masse des composants, et de délberminer les structures par
comparalson des spectres de masse avec des spectres de namsse  de
référence.

Simul Landment on débtermine les indices de Kovdls Ul zont pregcue
des conslantas physigues caractéristiyues des substances volaliles., Un
parle de chromatographle en phase gazeuse couplée a4 la gpeclhromdirie de
masse (Figi5, Annexe 1).

L'identificatlon des substances se falt exclusivement par analyse
spectrométrique. (I'ig. 4, Annexe 1). |

Les détails de ces méthodes d'analyse sont donnés dans 1'Annexe |.

1. 2.4, Les analvs

Les analyses. ont porté sur les 4 échantillonsyRCORDL.D, RCORDZ.0O,
PODEFOLL.D el PDEFGL2Z.D.

a. Analvses par GC

Appareillage et mode opératoire:

Les analyses ont été faites a l'aide d'un chromatogaz VARIAN 3700,
pourvu d'une colonne caplillaire en guartz (longucur:3lm, diamékre :
0,54 mm?) avec comnme phase stationnaire le poly-diméthylesiloxane
(épalsseur de la couche: l,@Hm), et d'un détecteur ID { surface des
pics = concgntration).

La tempéralture a éLé maintenue & 220° C pour l'injecteur et le
detectear, tandis que pour le four, elle était programmée de 30%- 220°C
a un taux d'accroissement de 3%/min, puis isotherme a 220° C pendant 15
min.

Le débit du gaz-vecteur (He) était de 3,5ml/min.

Opération: . ) :

Un échantillon de D,Qﬂi d'une solution de l/ul d'huile dans 250 A1

de CH,Cl, est injecké avec - une éérie homologue d'hydrocarbures C.-C.o

(référence).
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b. Analyses ppar GC-MS.
Apparelllage et Mode opératoire:

Les analyses onl été elfectudes a l'aide d'un chromatogaz HP59810
pourva d'une colonne capillaire en gquartz (longueur:30m, diameétre:

.
o

¢,32mm) avec comme phase stationnaire le poly—diméthylphénylsiloxane 2
(épaisseur de la couche: 0,2/“m), et d'un détecteur séleclif de masse
HP5970A ( un speclomélre de masse quadrupole).

Nous avons  dgalement maintenu la tempérabure & Z20"C  pour
l'"injecteur et |le délecteur tandis gqu'elle était programmée e 30T=220%¢

a un Laux «d

1

aceroissement de 3°C/min, puis isotherwe a 2207C pendant
1O0min, pour le EFour.

Le débit du gaz.vecteur { He) était de lml/min et l'énergie de la
éource dlait de 70eV. '
Opéralion:

Lﬂl d'une solubion de yal(i'huile volatile dans LOWEL cle CHLCLl, est
injectée.

II. 3. Résulbtats des analyses.

Dans we paragraphe, nous donnons, pour les 4 échanlillons, les
chromatogrammes réaliséds en GC couplée a la MS (GC-MS) ailnsi que
l'identification des pics.

Cetle identification a été faite palr comparaison des indices de
Kovdts ot des spectres de masse avec les données de substances de
réeférence.

La composition centésimale a été faite par intégralbion des pics &
l'aide d'un PC, charyé de programme NELSON:

Pour calculer cetbte composition centésimale, on présune que la

Fréponse  du délbecteur est la'méme pour les différentes substances

constituant 1'huile. - . o

Ainsyl, la concentratidh rel?tibe d'une substance dans | 'hulle egst

délerminée par c&mparaison de la surface du pic correspondant, avec

la surface Lolale de tous les pics ( supposilion non Lout a lfalk
corvecte car la réponse du détecteur n'esl pas une constante mais
dépend de la structure du composé sous étude. La mébhode esl

cependant fiable pour le cas des huiles volatiles).
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Composiltion de la fraction volatile de RCORDI.D.

Pic Compose Formule Remaryues.
- [-I 3
21y Toluene : Contaminant du

‘golvant

A Tdtrachloroéthylene Cl,

o)
1]
_
'y

Contaminant du

solvant

He Hydrocarbure = —===—--- Le nombre de carbones

(Cs,Cyr7, ¢4 ) a éreé déterminé

He Hydrocarbure 00 —e————e- Le nombroe de carhoneg

n'apasaelecdétaerming

Xylén

0]

CH La position peut
) 3 .
o étre o,.m. ou p.

pour le 2& groupe,
K Ethyletoluéne La positlon du

*<¥H5 substilbuant n'a pas’
C até determinde
4

>~  mmmmmme—e——eee e Non identifié




' TIC of RCORD2.D |
8.@E4J
1 UN
1
1
5. 884
_J
]
@EH
3 104
H
|4 3]
J Q [o)
\ 2.0E4+ ' | < N
| (I &)
| o P
\ IR S R N
10000 vh 2o Ry =Y
WMJ |
5 PR

Chr0|mat03rammﬁ cie, Za fr‘gxc,"ttoh J@(aﬁga dc, /‘?ubaa
CordujofLaLgeCﬁe obtenuw ocar GC-MS

\ 1 20 39 40 54 608 7@




He

t

27

Composition de la fraction volatile de RCORD2.D.

COmRnEe Formule

Toluéne @, CLl
Téebrachloroéthyléne Cl.C=CCl,

Hydrocarbure = —s==————e--

Methyl-3 butanol-l \\\//A\\UH
Pentano | =1 ////\\\\///A\\Y//Ur

Hexanal ////\\\v//“\\//ﬂHo

Alcaol e m— e

lHexane-3-ol -1 ////\\\//N\\//\\\UH
Hexanol-1 /\/\Ai’ H

Erhyletoluéne o s
S CH,
jg—pduénylétluu1ol - ' O /)JH

Diterpéne CaoHaz

Le

Rema roues

Contamtinanlk du

solvant.

Contamtinanl du

solvant

nombre de car-
bones n'apaseteé

déterming

Non identifie

La pusition du

groupe -CaHg n'a

pas

ete determinge

Non identifie
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Trichloro-
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——

~
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Composition de l'huile volatile de .

Compose Formule Indice de

Toluene <<::EL::>_—CHJ 753
Acétate CH, 758
d'isobutyle M
O
Un triméthyl-
henzéne 2 X 2XCH; 941
Un triméthyl-{ | 949
. HyC
benzéne
Un élhyltnluéne 2x CoHs 981
Un éthyltoluens 1009
C
‘g
CyTn enensiou q’,
p.diméthylstyréne) A 1073
p. Cymén -8-ol B
- OH 1163

CHO

1233
nLgue

PDEEOLZ.D .

Concentration

(%)

ug,9

0,1

trace (0,1

Ramargues

Lia position

des deux
yroupes-Ci,
est indeter-

mLNAe,

La position
du

-C2HS5

yroupe
sl

indéterminee

)



34

10, Isoplpériténone 1274 0,9

<
\S

v

11. Pipériténone V ///;==<; 1316 2,9

12. Oxvde de pilpé- L\\
riténone ___A\\\h_——d//zzzf// _ 84,1

I1.4. Discussion des résultats.

Les analyses précédentes nous onl renseigned sur La composilblion

des fractions volatiles des 4 échantillons (RCORDL.D, RCORDZ2.D,

PODEFOLL.IDD el PDEFOLZ.D).
et le compose l}§2}43ﬂﬁ
HE™

(la posilion du substituant est indéterminée), Rubla corcalolia, L,

MLs a pparl le xyaléne:Hf.‘

frais (RCORDL .Y ne - semble contenir autre chose que des
hydrocarbures.

Rubia cordifolia,L. séché (RCORDZ.D) contient, en plus des

hydrocarbures, des alcools ( et aussi quelgues aldéhydes) gul
semblent libérés pendant le séchage. (La plante contient -aussi des

diterpénes et encore une fois de l'éthyletoluéne : ri%},CgHs)
H;C//\\

Par aillleurs, le contenu en volatils est trés faible pour
celte planke: V
N le rencdement de la distillation a la vapeur est de 0,002% (2mg
de subslances volétilesfpour;96q de matériel végétall et de
J, 003 % (ilwmy de subéﬁanceé volatiles pour 320qg de matériel)

regspecl.ivemenl. pour RCORDL .D el RECORD2.D.

Compte tenu de ces analyses, Rubia cordifolia, L. ne semblea

pas contenir d'hulles esgentielles.
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Nous avonsg poussé loin nos 1nvestigations en failsanl des
analyvses (touiours par GC-MS) de 6 fractions obtenues par
chromatographlie sur colonne (adsorbanl: silicagel 0,060-0,200mm,
diamétre des pores 4nm, systéme éluant: Benzine de pétrole-acétone
(9:4) ) d'un extrait de substrat a l'élbher diéthyligue ( [res pur
stabilisé avec 7 ppm de BHT-Merck).

Mais, encore une fols, Loutes les 6 [rachbions ne conlenaient
principalement cque des hydrocarbures ( volr les chromatogrammes ci-
apres), el dltalenl de composition presque vonstanbe. Nous n'avons
pas identifier ces hydrocarbures parce qu'on ne peull falve cela que
par comparaison direcke avec des substances de référcnce. Comme cas
produlits n'appartiennent pas aux grandes classes e substances
actives (alcaloﬁdes/ anthraguinones, flavonoidesf etc...), nous
avons considéré cque leur identification n'apporterait rien de

fondamental .
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Par vonkre, Plectranthus defoliatus,H. (PDEFOLL.D.) contient

une fraction volatile non négligéable ( cuantilativewment). La
distillalion 4 la vapeur donne un rendement de 0,8% (3,089 d'hulle
pour 460¢ de matériel).

L'analyse de cette fraction volatile a montreé la présence d'un
nombre assey (mporianlt de substances. Pacmi ces composanls on bole
la présence, par ovdre décrolissant d'imporbance (%),

d'oxyde de pipériténone (64,8%)

de cszﬁL Farneséne { 6,2%)
cde piperiténone ( 2,3%)
cde p.cymén—B;ol . { 1,3%)
de terpinoléne ( 1,3%)
cde car~3-ene ( 1,0%)
de myreene ( 0,9%)
de ¢-phellandrene ( 0,7%)
de lilmonene ( 0,6%)
de K-Lerpinéne ( 0,5%)
d'oxvde de pipéritone ( 0,4%)
de p.ouyvinéne ( 0,3%)
der Y-cadinene ( 0,2%)
de transjg—ociméne ( 0,2%)

Par extracliun non continue (dans une awmpoule & décanter) au
CH,Cl2, nous avons obtenu une huile (= PDEFOL2.D) cqui corrvespond

(constatatbion aprés analyse) assez bien aveec FDEFOLI.D, saul que
beaucoup e monoterpénes manguent ( bien enbendu dans  les
clrconstances de I'analyse: il'ée peull gu'ils gsoilent présenl s sous

forme de traces). Dans“?DEFOEQ.D} il ya aussi:

der l'acétate d'isobutyle: //J\\//Ek}()/c.5

O

deux triméthylbenzene différents
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o GH
deux éthyltoluéne différents: éi;§3/2<j 25
v

La présence Jd'huiles volatiles dans la plante Plecbranthus
defoliatus,H. Jjustifie son odeur intense et agreéable,el son
utilisation dans le conditionnement des ustensiles destinés a la

conservation de certains produits alimentaires dans les ménages

burundais .

Pour la plante Rubila cordifolia, L.,nous avons pensg ue ses

diverses propriétéy thérapeutiques (voir .5 ne peuvent
s'expliguer que par une présence probable de divers autres
priuncipes actifs. En effet, le screening phytochimique monltre gue
la plante contient d'autres principes actifs cont peuvent dépencre
ces propriéhés Lhérapeubiques.

Nous avons mis en évidence, par screening phytochimique, un
grand nombre de principes actifs dont les alcalofdes qui sont
présents dans les 3 extraits ( éthéré, alcoollgque efl: agqueux) el gue

nous avons voulu extraire et identifier.

II.5. Recherche des alcalolides de Rubia cordifolia,l.

Noux avons utilisé la mélthode préconisée par TOAN CIULEL
(" I. Methodology for analysis of vegetable drugs") [2].

Le malériel végétal est d'abord épuisé par extraction a
l*éther , puis a l'alcool et enfin a 1l'eau.
) Les principes acltifs sont'identifiés dans les 3 extraits.

II.5.1. Résultats du Scfeeniﬁg phytochimigue.

Pour la notation des rééultats, nouts avons ubilisé le bareénme
suivant:

- : lLest négatif

+ 1 test peu positif

++ : test posgitif

+t++: Lest trées positif
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Composés détectés Réactions analytiques Résullats
Alcaloldes basicues Mayer + o+
: Dragender £ 4

Anthracenosides
aglycones

Borntrager

Acides yras

a haut PM

Opalescence en solulblon

agueuse acidifice

+ o+ o+

 Graisses | saponification c

i Stérols é;“terpénes Liebermann~-Buchard - +
Flavones aglycones Shibata * +“

caroténolides | Cambrice e



b, Extrail alcoolique.

composés délLeclés

Réactions analytiques

Résullkals

Tannins

Action de la gélatine

salée o
Composés réducteurs Fehling +
(oses)
Sels d'alcaloldes Mayer + 44
Alcaloldes Mayer oA
jases cqualernaires Mayer | m=———
et amines oxydés
Anthracénosides sorntrager +
Stéraldes glveosi- Liebermann-Buchard L T
dicues
FlavonoYdes:
-~ Flavonols Shibata | m=—e—
- Flavones Eob ok

Anthocyanidines

Variation de couleur
en fonction du PH
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oo Extrall agueux.

composés délLeclkes Réactions analytiques Résul tals

Polyuronides (pecli- Bleu de méthyleéne (ou le
{ones, mucilages, bleu de toluldine) -———
fogommes )

Saponosides Pouvoir moussant | - -—--
Composes réducteurs Fehling | =~====

(uses) :

Tannins Styassny +o
Sels d'alcaloldes Mavyer *

. . . .4

Anthracénosides Borntrager -———-

StéroYdes glvcosi- Liebermann-Buchard -——-
dicues

Flavonoldes:
- Flavonols Shibata

Pk A
- Flavones o
Anthocvanidines Variation de couleur

{ en foncetion du PH | m=----

I1.5.2. Bxtraction et isolation des alcaloides.

a. Méthode d'exltraction.
Le matdriel véygeétal (200g) est d'abord dégraissé pavr extraction
répétdée (3 fois) par de la benZLne de pétrole (ou autre solvaut
apolaire). L'importante présence de graisses nous a poussd a ne pas
isoler les alcaloldes de“ l'exprait éthéré (bien qu'ils vy

présents: alcalofdes basiques).

sorenlk

Le méme malériel est alors épuisé par extraction au MeOH ( ou
l1"EtOH) . L'e

a
xbralt alcoolicque est concentré sous-vide
(tenpérature & 40°C). Le résidu est solubilisé dans un pau diacide

acétique 10% puls Lraité goutte 4 goutte a 1'NH.OH concentré.
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11 s'est formé plus au moins immédiatement un précipiteé (Prl)
gque nous avons Lsolé par centrifugation, lavé a 1'NHLOMN 10%, a2t
dissous dans gquelgues goutles de CHCL, (on peut ubiliser aussi
1Talcool).

Mals le surnageant rougedtre, aprés l'avolir laissé reposer, a |
montre un préciplité rougedtre (Pr2) qui se dépose lenlbement. Nous
avons laissé¢ le processus s'écouler Jusqu'a ce gue le test des

alcaloYdes dans le surnageanlk soit négatif.

b. Isolation.

Nous avons d'abord constaté gque le précipité Prl n'est pas
totalement soluble dans le CHCls;. Celui-ci n'a dissous qu'une
fraction "blanc “aundtre" cue nous avons analysée par CCM et
ensuite par CC.

La CCM de cette fraction dans les systémes

MeCH,
MeOH~-Acétone (14:10)
MeOH~-Acétone-H,0(14:7:3)
n'a montre gu'une tache unigue. Nous avonsg considéré que cette
fraction est constiltuée par un produit pur (Pl). Le " rate of flow"
(Re? dans le meilleur des sysiémes préceédents, MeOH-Acétone
(14:10), esl de U,48.

Par contre la CCM du précipité Pr2 (aussi insoluble dans le
CHCl, el disscus préalablement dans le MeOH), dans Je systeme ( le
mellleur choisl) MeOH-H,O0-NHL,OH(11:11:3), a donné 2 taches dant les
Re sOnt 0,97 (P2) et. 0,79 (P3). |

Nous avons isolé seulément :les produits Pl et P2 ¢ui avaient
une fluorescence bleue a 4'Uv3ghm, P3 n'ayant pas montré celte
fluorescence. Remarque: C
- CCM: plague: Kieselgel 60 Fus.

Epaisseur cde la couche: 0,25 mm ( MERCK)
- CC: Phase stationnaire: Kieselgel 0,032-0,063mm

. (RIEDEL-DEHAEN)

—///
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Quelgues caraclérigticgues des produilbs
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1ts0lés,

Solubilité:

Solvants organiques Solvants
| minéraux
Pro- Solvants apolaires Solvants polaires
duit
isolé
w ]
— —
Q >
4 L
jn-; +
& ® @ R
cC -
q g o 2 h 9
X @ Q Q @ o 5 -
o ) c o e} c ™ 5
3 —~ D o © o) =
e J 3 — L -+ (o} — Sk
e —~ 0 Q ‘0 T N Q a o
© & O > Q 0 o B T o | =
m |t (@) < < g - O ‘
|
Pl + + 4+ + + + + - - + 7 47 +72
P2 - - - - - - + o+ |+ + o+ +++ | 4t ++
— J
Baréme utilisé: - : Insoluble
+7 : Indistinctement soluble
+ ! Faiblement soluble
++ 1 Soluble
++ +

: Trés soluble
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Autres propriélés:

Produit PL Produit p2

- A 1'0V: [luorescence bleue A 1'0V: fluorescence bleue

- Substance gluante

Amorphe et trés hvygroscopigque
- blanchitre

Noir (tendant au rouye)

gomme

d. Hypothése.

Si l'on s'en tient aux propriétés observées pour les deux produits

isolés, ceux-cl pourraient faire partie des rares alcaloldes huileux

(P1) ou amorphes (P2).
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1IT. CONCLUSION GENERALE E1T RECOMMANDATIONS

Nous avons voulu, dans notre travail, rechercher la nature des
subslbances huileuses obtenues par CC de la fraction non polalve de

la plante Rubia cordifolia, L. et Jes huiles essentielles de

Plectranthus defoliatus, H.

Nous avong constaté gue la fraction volatile de Rubia

cordifolia, L.

ne contenalt pas d'huiles essentielles mals plutdt des
hydrocarbures et un diterpéene.

Par contre, Plectranthus defoliatus, H. est une plante tbtres

riche en huiles essentielles et ceci est presque une
caractéristique des plantes de la famille des Lamiacées ( volr
ANNEXE2, p.53g).

L'utilisation répandue de Rubia cordifolia, L. en médecine

traditionnelle el la présence presgue exclusive des hydrocarbures
dans sa fraction volatile nous ont poussé & nous tournerdu cotd des
substances beaucoup plus reconnues pour leur acliviteé
pharmacoloygique, a savoir les alcalofdes qui ont été révélds par
le screening phytochimigue.

La pureté et les propriétés biologiques, pharmacologlques,
ete... des 2 fractions isolées restent a démontrer et dépassenlt le
cadre de noltre btravail.

Au point de vue huiles essentielles, Rubia cordifolia, L. ne

révele pas d'importance économique particuliére, mals cellbe plante
est 1ntéressante comme source d'autres principes actifs comme le
mont.re le screening phytochimique.

Par contre, la plante Pléctfanthus defoliatus,H. pourrait étre

économiguement intéressante comme source d'huiles esgsentielles.

Recommandations :

Le screening phytochimigque de Rubia  cordifolia, L. ayant

réveéleé la présence, en plus des alcaloldes, des guinones, des
flavonoides, des tannins,des stérofdes et des terpénes, des études

ultériceures au présent travail méritent d'étre faites.
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Quant a Plectranthus defoliatus, H., nous recommandons une

étude exhaustilve de sa composition en huiles essenkbielles en

fonction des saisons de récolte el de |'allbitude.
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IV. ANNEXES

ANNEXE 1: Méthode d’analyse GC-MS.

A. Noltions de chromatographie en Phase gazeuse., [4,06]

A.l. Définition et principes.

La chromatographie en phase gazeuse est une méthode d'analyse

immédiate, dans laguelle lesgs constituants du mélange & séparer se

partagent diffé¢remment entre deux phases, en une suite d'équilibres
de dissolution ou d'adsorptibn constamment déplacés:
l1'une des deux phases est immobile, elle a une trés grande'surface
spécifigque; 1'autre phase, mobile, percole & travers la phase fixe.
La phase [ixe est un solide ou un liguide el la phdse mobile est
un gaz (yaz vecteur).l

Le fractionnement du mélange gazeux ou volatilisable egl basé

sur la dilfférence d'affinilé du gaz ou vapeur pour la phase [ixe.
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schéma de fonctionnement d! uf chromatographas.

Fig. 1
La Fig.3 présente le schéma de distributlon d’un gaz, Icl le gaz vecteur, dans un

chromatographe.

B : la bouteille de gaz posséde un robinet R et un raccord r.b.

R : doit étre ouvert d'un tour complet au moins.

rb: est du type B pour I'air comprimé Industriel, C pour I'azote, etc. (voir texte).
D : le détendeur a une seule détente ; Il posséde :

P : indicateur de pression dans la bouteille (0 a 196 bars).

Vis : vis de réglage de la détente par l'intermeédiaire de

Re : ressort de détente a force régiable.

m: la membrane repousse le clapet c.

¢ : le clapet regoit par ailleurs une poussée du ressort rc.

— Lorsqu'une limaille se coince dans le clapet, la pression de sortie « p» augmente

jusqu'a {a destruction du controleur de pression de sortie « P” », ll faut alors démonter le
détendeur ou I'envoyer a l'usine.

— Sl la membrane m est percée, une grosse fulte apparait & la vis de réglage de la
pression.

vd : est le raccord, type « Swagelok ou Gyrolok » en 1/8 de pouce en général.

t: le tube en culvre 1/8 de pouce relle le détendeur au chromatographe.

P': Indique la pression d'entrée du gaz dans le chromatographe.

R. pr : est un régulateur de presslon qui permet d'envoyer au régulateur de dépit R, déb.
une pression suffisante.

: la vanne alguille permet d’ a;uster le deblt selon le besoin de {a colonne ou du
delecteur (H, et air).

P mdlque la pression du gaz a I'entrée de la colonne.

Ce contréleur de pression peut étre remplacé par un Indicateur de débit & bllle, appelé
rotametre.

cp : le gaz vecteur arrlve par un capillaire de préchauffage avant d'étre injecté dans la
chambre d‘injection (In].).

S : le septum ou pastille d'Injectlon ferme la chambre d'injection et permet d'introduire
['échantillon a I'aide de la seringue. Ce septum dolit étre changé fréguemment (60 2 100"
Injections). ’

r.col : permet de connecter Pentrée de la colonne a P'injecteur.

r.d. : connecte la sortle de colonne au détecteur.

H, : I'hydrogene arrlve & ce niveau pour étre mélangé au gaz vecteur.

Air: alr arrive a la base du brileur « br» pour alimenter en oxygéne la flamme.
Ch.*: les gaz s'échappent alors par la cheminée d'échappement.

— Si le détecteur est étanche, on peut mesurer les diftérents débits a ce niveau et
recuelllir éventuellement les eftluents radloactlts brdlés (CO, et H 0).
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A 3. Quelgques grandeurs mesurées en GC.

- Temps cde rélenkbion brut d'un compogé, te: Clest le Lemps cul

g'écoule enbre l'injection de 1'échantillon el la réponse Jdu
déteckbeur {(indiguant la concentration maximale du composé dans le

gaz vecteur sortant de la ¢olonne).

~ Temps de rétention du gaz vecteur (He ou H,), tm: C'est le

temps de rétention d'un composé non retenu.

On définit Je

rétention corrigé, tr, comme le Lemps passé

en phase [lxe patr un composé retenu:
tr = te - btm ( dépend des conditions expérimentales)

- Largeur du _pic d'un composé

= jargeur a la base ( segment définl par les tangentes au
point d'inflexion et la ligne de base)
= Largeur a mi-hauteur.

pire du Pic = hauteur x largeur.

Actuel lement on préfere faire une intégration dlectronique cdu
signal obtenu. (Hauteur=Proportionnelle & la quantiteé de soluté injectés)

- Indice de Kovédts:

L'indice de Kovdls est un chiffre qui exprime le temps de
rétention d'une substance lors d'une analyse par chromatbographle
en phase gazeuse. Il ne dépend que de la phase sltationnatre, et est
indépendant. des circonstances chromatographigques employées
(température, débit du gaz vecteur, taux d'accroissement de la
Lempérature dans une analyse a température programmée).,

L'indice de Kovdts est déterminé en référant le tewmps de

rétention d'une substance aux temés de rétention de produils de
référence. En général, pbdr ceé derniers, on ultilise une série
d'homologues d'hydrocarbures. l

Il est possible de faire l'analyse a température conslante
(isothermigue) ou a température programmée. Les indices de kovdts
sont décuits des relations suivantes ( si la figure suivante

représente un chromatogramme d'une huile):



=
[97]

C- Cun
l:‘.% C’] CA
| Cox
Ce !
1 ‘ I
’ | |
§
S S O O N
T T T, Een-fr L 0 Lemps

A: la subslance inconnue.

A tenmpérature constante:

logt'k—logt'(N_n,

Iie = 100 (N=n) + 100n ——-—===-=——-e—-——-—-
logt'N—logt‘tN”“
ot L'y = temps de rétention corrigé de !'inconnu A
L' ¢mem. = benps de rétention corrigé de la paraffine Conon-
précadant 1 'inconnu A sur le chromatogramme.
L' = Lemps de rétention corrigé de la paraffine C o, qui sucaods
1" ineonnu A sur le chromatogramme,
n =nombre entier
A_Lemperature programuee:
; L'a = €' (nonms
I,. = LOO(N-n) + 100n -—-=-——--—-—-—-
t’ v - L ! (N—mn)
o E'aA = ['inems = distance (en mm) entre le pic de l'inconnu A et
celui de l'hydrocarbure précédank A.
[ = la distance (en mm) enltre le plc de ]l'inconnu A
) et celul de l'hy&rocarbure cquil le précede.
Dans ae travéil, nous aﬁons fait des analyses a tewmpérature
programneée . )
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™

3. Notions sur la spectromébrie de masse. |14]

B.4. Principe de base,

Lorsgu'une molécule entre en collision aveco un électron
ionisanl, elle subilbt une ionisation posiltive ovu négative ( perlbe
ou gain d'électron) et, en plus, se fragnente en plusieurs morceaux
(iong) dang des proportions (intensités) différentes: C'est ce

qu'on appelle spectre de masse. Si ce couranbk d'ions tLraverse un

champ électrigue,. puls un champ magnétigque, les diflérents iluns se
séparent sulvant leur rapport m/e (masse/chargel). Un systéme
deéltecblion est connecte a tout le circuit.,

Un spectre de massé est une caractéristigue de la nolécule
fragmentée, 11 dunne {(souvent, mais pas Loujours!) sa masse el
celles des fragmenlks gul en résultent.

A des molécules différentes |identigques!| correspondront. des
fragments différents |identiquesl].

1l existe alnsi des catalogues (références) de spechre de
masse gul sonkt ulblilisés pour identifier les constituants d'un
mélange de composilion inconnue.
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C. Interface de couplage GC-MST¥FI.

The Interface The interface consists of a flexible fused silica capillary and the

coupling shown schematically in Figureﬁc For this device only
commercial Swagelock tube fittings have been used (A, A,). Part
B consists of a thick-walled glass capillary tube. The device is
. connected to the prevacuum pump of the GC/MS system by a
metal capillary (C). The metal capillaries D and & serve as supply
lines for helium. It is possible by means of the electrical valves

| and |l to operate automatically in the open or direct coupling
modes.

Helium can be continuously supplied through capillary E.Q is the
flexible transfer capillary (length about 15in., 1D 0.05in.).

i

Figure & 5

Coupling device.

column

s, ., ‘.
LN

S
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ANNEXE 2: Compositbion des huiles essentielles de qguelcues

Lamiacées (ou Labiédes) médicinales.

a. Ocimum viride, Willd., {121

Composants: Thymol (environ 65%), carvacrol, limonene, dipentene

el. terpinéol.
b. weimum canum, Sims . [12]:

Composant.s: Cinamate de méthyle (87% , suivant les pays de culture,
le composant principal peut étre le dextro-camphre),
citral, cibronellal, du myreéne (ou de ['ocimene?)

¢ Qedmum basilicum,L. [12]:

Composant.s: Méthyl chavicol, linalool, cingol, camphre, ociméne,

eugénal, eto...

d. Plectranthus rugosus. [31]

14 19
ether 2 15\20 30 95 119 130 178 192 225
Y 109 \ !
| AN
12| | 223
! 33 L] 159 197 2‘9|X7
1
UM L s ] Ml T e e
.8 A A , 215
LU w1
1l e . '
10 26 * . .. / ‘ 226
71 B :
I 8 & \7§‘ 134 \ - ‘k E]'
| ' ot
"L.J-ﬁ Ll‘ﬁ'dmh Ut uﬂu L \A{UM ARt
o 10 [ 20 ' 10 ’ Iy ' 50 ' 60 ' 70 min

GLC of tha essential oil of Plectranthus rugosus on FFAP fused silica capillary column (temparalure program: 5 min 65° C,
2° C/minto 205° C).
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Constituents of Plectranthus rugosus essential oil

Peak-No. Compound {%] Idenlilication

2 a-Pinene 3.1 - GLC,MS8¥

5 Camphene 0.03 GLC®

8 B-Pinene 0.1 GLC®

10 Sabinene 0.2 GLC,MS ¥

12 3-Carene 0.7 GLC,MS*

14 ' Myrcene 2.1 GLC,MS*

15 a-Phellandrene 4.5 GLC.MS®

16 a-Tarpinene : 0.04 . GLC¥

19 Limonene ‘ 2.4 GLC,MS*

20 #-Phellandrene 23 GLC,MS

24 cis-B-Ocimene 0.2 GLC,MS8*

26 v-Terpinene 0.2 GLC,MS ¥

27 trans-B8-Ocimene 1.0 GLC.MS™

30 . p-Cymene 2.1 GLC,MS ¥

33 Terpinolene 1.0 GLC, M8

64a Thujone . 0.7 MS

64b 1-Nonene-3-ol ’ MS, NMR

73 a-Copaene 0.4 GLC® MS?¥

78 [B-Bourboneane]® 0.3 . GLCY, MS

81 $-Cubebene 0.4 GLC,MS®

82 Linalool . 0.9 GLC.MS*

95a Caryophyllene 22.0 GLC, MS, NMR ¥
956 Terpinene-4-ol 0.7 GLC,MS ¥

109 Humulene 1.6 GLC,MS ¥

116 [y-Muurolene]® ‘ 1.4 GLCY, MS

119 Germacrene D 7.5 GLC, M8
1239 Piperitone epoxide 0.8 GLC, MS, NMR ¥
1249 (a-Muurolene]® 1.0 GLC®, MS

125 Bicyclogermacrene . 0.8 Ms ¥

130a - §-Cadinene 2.8 GLCY, MS, NMR
130b y-Cadinene 1.1 MS, NMR

134 a-Curcumane 0.2 GLC,MS8?

159 C o560 1.1 MS

171 CrsHz60 0.7 MS

178 Caryophyllene oxide 3.1 GLC,MS,NMR?
186 [C14Hx0O,, aromatic aster] 1.2 MS, NMR

192 CrsHacO 2.9 MS

197 CysH260, sesquiterpene alcohol 1.4 MS

215a T-Cadinol 1.2 © MS,NMR

2156 CypH140, aromatic alcohol L ’ . MS

218 CisH260, sesquiterpene alcohol - 1.7 MS

219 Torreyol : : . L 1.3 MS, 'H, *C NMR
223 CisHgs0 _ 1.0 MS

225 a-Cadinol, . 3.1 MS, 'H, "CNMR
226 CysH260, sesquilerpene aicohol - 0.6 MS

Y Comparison with an authentic sample, ® Self-consistent Kovats' index, see below, ¢ Tentative identification,
9 Paak assignment ambiguous.
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