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Activité no 5. Chromatographie en couche mince (CCM)
Les constituants des huiles essentielles peuvent être séparés et analysés par la chromatographie en couche mince (CCM). On décrit ici l’analyse de l’huile d’orange et de celle de la menthe. Mais les huiles de lavande et de girofle peuvent être analysées de la même façon. Les élèves comparent ensuite les chromatogrammes des huiles à ceux des substances pures, comme le limonène et la carvone, qui se trouvent dans les huiles d’orange et de menthe, respectivement. 
Matériel  

· Un peu de l’huile essentielle extraite de l’activité no.4 ou d’une huile du commerce

· Des pipettes Pasteur

· De l’hexane

· Une plaque en verre ou céramique avec des creux pour échantillons.

· Une plaque de chromatographie couche mince, recouverte de gel de silice, et de 5 cm x 1.2 cm

· 0.5 mL d’éluant (phase mobile) : 10% d’acétate d’éthyle dans de l’hexane

· Un petit flacon de verre
· Un mince pinceau ou un tube capillaire étiré à la flamme

· Une solution de permanganate de potassium. Voir Référencesw1
· Du p-anisaldéhyde, pour détecter la carvone. Voir Référencesw1
· Une pince dite brucelles

· Du papier ménage

· Un sèche-cheveux

Optionnel:

Lampe à ultra-violet 254 mm

Notice de sécurité: Porter des lunettes de protection. Ne pas regarder directement la lampe UV. Ne pas poser le séche-cheveux sur un objet combustible.
1. Déposer une goutte d’une huile précédemment extraite (ou de celle du commerce) dans un creux de la plaque, puis ajouter autant d’hexane.
2. Tremper le capillaire étiré dans le mélange obtenu, et appliquer la goutte ainsi prélevée sur la plaque CCM, à 1 cm du bas. La tache ne devrait pas dépasser 1 – 2 mm de diamètre. Une application unique devrait suffire. 
3. Couvrir le fond du flacon de verre avec un peu d’éluant. Y glisser la plaque CCM, tache en bas. Mettre le couvercle. Ouvrir et enlever la plaque quand l’éluant est monté jusqu’à 5 mm du haut de la plaque. Laisser sécher un instant. 
4. Pour révéler les taches, pincer la plaque avec des brucelles et la tremper dans le p-anisaldéhyde ou le permanganate. Puis égoutter le tout avec du papier ménage. Chauffer avec le sèche-cheveux jusqu’à apparition de taches (Fig. 1 et 2).
5. Pour identifier les taches, effectuer les mêmes opérations, mais avec une solution des produits purs, obtenue en en dissolvant 1 goutte dans 1 mL hexane. Comparer les chromatogrammes de l’huile et des produits purs, comme l’huile d’orange et le limonène (Fig.1), ou l’huile de menthe et la carvone

6. Optionnel: 

La carvone de menthe peut aussi être détectée aux ultra-violets, si la plaque contient un indicateur de fluorescence. Suivre les étapes 1-3 ci-dessus et observer la plaque aux ultra-violets. (Fig. 3).
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Figure 1 : Plaques de chromatographie couche mince ave de l’huile d’orange (à gauche) et du limonène (à droite) après traiement au permanganate.

Adrian Allan 
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Figure 2: Plaques de chromatographie couche mince avec de l’huile de menthe (à gauche)
et du p-anisaldéhyde (à droite). La 2ème tache depuis le haut est la carvone. 

Adrian Allan 
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Figure 3. Plaque de chromatographie couche mince avec de l‘huile de menthe visualisée aux

UV. La tache visible est due au carvone, qui donne son arôme à cette huile.  Adrian Allan 
Discussion
Après le travail pratique, discuter des points suivants avec les élèves :
·  Pourquoi doit-on recourir à la révélation chimique ou aux UV pour visualiser les composants de l’huile essentielle?
Comment identifier les constituants d’après les taches du chromatogramme?

Références du Web

w1 – La préparation des solutions des réactifs au permanganate et à l’anisaldéhyde se trouve décrite sur le site de l’Université de McMaster. Voir:

www.chemistry.mcmaster.ca/adronov/resources/Stains_for_Developing_TLC_Plates.pdf 
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