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CHROM. 5203 

&l-UDE THtiORIQUE ET EXl~~RIMISNTALE D’UN GRADIENT 
D’I?LUTION POUR LA CI-IROR/IATOGIiAPHI~ DE PARTAGE DES ACIDES 
ORGANIQUES 

SUMMARY 

A gcncral relationship between variation in solvent composition and clution 
time is proposed following the esperimentnl determination of two specific coefficients 
for each of a group of organic acids. This relationship can be of value when studying 
and determining an elution gradient which permits the separation and identification 
of a particular group of organic acids. 

Trits fhonde par ses pos4bilitds, la mi!thode de sdparation et de dosage des 
acides organiclues par chron~ntograpl~ie de partage, a le m&rite d’&re simple et rela- 
tivement peu coilteuse dans sa mke en oeuvre. Toutefois BOW? ET RAVEUS~ signa- 
laient l’impossibiliti? d’kluer certains acides, en particulicr l’acide quinique, et dc 
s&parer certains autres, tels clue les acides lactique et succinique. 

Depuis 1957, de nombreus perfectionnements ont &td apport6s & la m6thocle, en 
ce clui concerne la dbtection et le dosage cles acides ou son automatisation2-4. Toute- 
fois, h notre connaissance, il n’existe encore aucun moyen de prbvoir l’effet d’un 
solvant sur la sdparation dc tel ou tel acidc. Aussi avons-nous dtd amen& & rechercher 
comment &parer cl’unc rnanihe rdgulibre et parfkitement prdvisiblc la plupart clcs 
acides organiques. 

I‘:I~I~ET D’UN SOJ.Vt\NT CONTINL~III~I.I3hII~N’~ VARIAI.31.15 

Pour 6luer successivemcnt tous les aciclcs, il faut employer un solvant chloro- 
formique ri proportion croissante de butanol. Si la variation de la tencur en butanol 
est trop rapide, certains acides de solubilith vnisines ne seront pas si!pnr$s; si elle cst 
trop lentc, certains iic scroiit pas C:lu&s. 
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Nous avons choisi d’employer un solvant, dont la teneur en butnnol augmentc 
de 1% par heure, grace B UII systhme rkgulateur du type autograde. 

Le chromatogramme obtenu h partir d’un mblange artificiel de xc) acides 
carboxyliques est reprfsentd sur la Fig. I; sur la droite de variation de la teneur en 
butanol en fonction du temps, nous ~VC~IIS indiqud l’heure de sortie de chacun des 
acides. 

La clurke totale de l’expkrience est de l’ordre de Go 11 et les acicles sont group& 
en quatre shies bien distinctes, mais h l’intdrieur desquelles la s6paration est plus ou 

+ bu ta no1 (O/O) 

50 ’ 

heurer de sortie 
e 

Fig. I. Droitc dc variation continue clu solvant, n-rontrant la s6paration illcs nciclcs, iclontifi6s par 

lcur nunI&0 cl’orclrc clans lc Tableau I. 

mains bonne. Par aillcurs d’importants tcmps morts s$arcnt lcs cliffdrentcs sbics. 
Quoi qu’il en soit, cctte espdrience ddmontre la possibilitd cl’obtenir la &paration de 
tous les acides. 

En pratique, les seules intdressantes sont les zones de o A. 4% de butanol, de 
S h IO%, de 14 & IG% et au-dessus de 35%. On peut done obtenir un raccourcisse- 
ment de la durbe de l’analyse par un systhne d’autogrades qui supprimerait les 
teneurs intermediaires correspondant h ces temps marts et ramherait la clurde totale 
de l’analyse & 23 11. 

Cependant, certains acides sent assez ma1 &par& (lactique-succinique, aconi- 
tique-din~dtl~ylglyci,rique), tandis que d’autres le sont trap bicn (maliclue-glStc~riq~lc-. 
tartrique). Dans les deus cas, la solution logiclue semble We lc remplacement de 
certaiiles portions h teneur variable par UII solvant h teneur fise intermddiaire, en se 
fondant sur ce principe clue, pour deux acicles ma1 sdpards, la Gparation sera meilleure 
si le gradient de butanol s’arrete au niveau du premier, tanclis que pour clew acidcs 
trop &park, il convient de supprimer les gradients antdrieurs pour garcler celui qui 
fait sortir asset rapidsment le dernier. 

Ainsi, avec un solvant h 50 ou CooA, de butanol peut-on rdduire h quelques heures 
la distance qui s&pare l’acidc mnlique de l’acide quinique tout en conservant la sdpa- 



ration dcs ncides intermkdiaires. Inversement, on doit pouvoir amcXorrr la sbyaration 
cles ~~cidcs aconiticlue et din7i~tl~yl~lSlc~riclue, qui, avec le solvant progressif, sortent 
entre 9 et IO’)!!, par un sc.)lvnnt constant A teneur de l’ordre dc g()L, etc. 

En conclusion une s~lmration de tow les m:ides peut be obtenue, dans un 
temps raisonnable, h l’aide cl’un gradient d’i!lution clont les marclles doivent faire 
l’objet cl’un chois juclicieus. 

C’est le probl&nie de ce chois clue nous allons tentcr de rdsouclre en recllercl1ant 
la relation qui permet dc lier la tcneur en butanol au temps d’ilution et l’effet de 
cleus solvnnts successifs sur l’dlution cl’un acicle. 

Nous aclmettrons ;L\‘ec. ikIr\wIx5, clue lc pl~finonii*nc de s6pnrntion est clQ in unc 
cl~romatograpllie de par tagc et nous avons adopt+ la rel~rilsentation cin6tiquc cn- 
visag4e par J,EI~ISRw~ ET Ix1~1~1~11:1z4i, 

Ihis cette relx&entation, il esiste un rapport constant entre la vitesse de 
cl~placement de la zone, ‘I), ct la vitcssc dc cl6l~lacement clu solvunt, ?I,: 

II 7, -y --- 
I -t_ I< 

oil K est le cuefficicnt de partage nioli~culaire. 
La variation tlh~entairc dl clu cl~l~lacement pendant un intervnllc dc temps 

dt, sera 

et l’acicle sera 61~3, lorsclu’il aura lxmwuru toute la lcmgucur de la colonne, soit 
lorsque 

,)J:il -= L ==” Jt - cll 

la linlitc suphieure 0 cst le tenips d’6lution clc l’acicle. 

Ajb$~?icdio~t mr ens d’w~c ss~cccssio~~ tll: solvtrrits ir covtlfiositiou fi::Yc 

Dans le cas oil le solvant a une conqx~sition he, la vitesse de cldylacerucnt dc 
la zone est constante et L = ~0. Cl~crcllons quel est l’effet d’une succession de sol- 
vants ZL teneur en butnnol x1, x2, .., etc. SW le ternps d’dlution d’un wide. 

Soit un solvant contenant x1 de butanol passmt pendant un ternps t, sur la 
colonne. 

Un wide pax-cow-ral une lungucur I, telle clue I, = w1 t,, et cornme 

L VI = -- 
01 
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Si nous faisons arriver un deusihme solvant contenant x2 de butanol, l’acide sera 
totalement dlud d&s qu’il aura parcourru la distance 

I, = L - I, 

mais 

t2 
I, = v2 t, = L - 

02 

et le cleusihne solvant devra passer un temps t, tel quc 

t, = 0, 
( 

h 
I - 7-) 

1 

Tout se passe done comme si le cleusihne solvant dtait cldj& pass6 pendant un tcmps 

t’, = - O2 xt 
0, l 

Nous clhf-inissons ainsi pour le solvant xl, un “temps Bquivalent” en solvant x2. 
On ddmontrerait de mGme que si le temps de passage t, du deuxihe solvant 

est insuffisant pour faire sortir l’acide, un troisihe solvant h tcneur -2’, en butanol 
clevrait passer penclant un tetnps t, tel que 

t, = 0, I - 
[ ( 

_&++)I 

1 2 

En conclusion, on pourra prevoir l’effet de toute combinaison de solvants 
pourvu que l’on connaise les 0 correspondants. Malheureusement, ni la tlGorie, ni 
les travaus anthrieurs, ne permettent de connaitre pour chaque wide la forme cle la 
variation du coefficient de partage en fonction de la teneur en butanol. Aussi avons- 
nous entrepris pour la plupart des acides courants, une &tude systhatique de l’in- 
fluence de la teneur en butanol sur le temps cl’dlution. 

$TUDE @SPtiI~IMISXThLE DR L’IhUTION 

La technique utilisde est celle du dosage automatique des acicles organiqucs 
par potentiom&rie3. 300 mg de Elite, ayant absorb6 40 pudquiv. d’acides organiques, 
sont plachs au sommet d’une colonne de Cdlite 535, de 12 cm de longueur et de 
0.5 cm2 de section. La phase stationnaire est constitude par 1.5 ml d’acide sulfurique 
0.5 N. L’arrivhe des solvants est rdgl&e tant en ordre qu’en dur$e par un program- 
mateur (Brevet CNRS I 546 645)’ qui commande dgalement l’ouverture des colonnes 
et la dhrivation vers un collecteur de fractions. Le syst&me de dosage comprencl une 
pompe proportionnante Technicon assurant d’une part, le transfert des acides de la 
phase chloroformique & la phase aqueuse, et d’autre part le mklange h une solution 
tampon dont les variations de pH sont mesur&es dans une microcellule 13eckmann 
par un pHm&tre coup16 A un enregistreur. 

Les analyses sent effecthes avec’ les d&bits suivants: solvant, 0.64 ml/min; 
eau, 2.00 ml/min; repompage, 0.64 ml/min ; tampon, 1.20 ml/min. 



Nous avons Porte, pour chaclue acicle dtudic, le tcmps de sortie 0 en minutes, 
niesuril sur I’enregistrcrlicIlt, en function de la tcneur x en pour cent de butanol du 
so1vant. 

L’adoption d’un systhc de coorclonn6es semilogaritllmiclucs pcrmet de mcttrc 
en iwiclence certaines particularit&s de ces courbes (Fig, 2). 

Quatrc constatntions importantes sont 2 noter: (I) Toutes les courbes sont 
sensiblcmcnt idcnticlues par leur allure. (2) Clxque courbe posshdc une hanche asymp- 

E 
temps d ‘cl ution (min) 

1000 

l’ig. 2, Courbcs rlc vnrintion clcs tcmps rl’&lution tics ncitlcs orgmiiqucs, cn fcxiction tic In tcncur 
cri 1,utnr1o1 tlu solvant. 

totiquc clui lui est prop-e. (3) Chaclue courbe p&de une partie sensiblcment lindaire. 
(4) Les courbes cle deus acicles diffhents ne se coupent jamais. 

11 est done possible de trouvcr une hquation matl~haticlue rendant compte de 
cc phdnomhe, dont la fox-me est la mi:mc pour tous les acicles, In cliffilrenc-iation s’cf- 
fcctunnt G l’aiclc cle clcus lxuxnii?tr’c~s, 

I?‘!/>YES~!lltat iOl1 i!ll.doviq~lrc 

La fonction reprdsentative clu phdnomhc doit r6lwnclrc h un certain nombre 
cle conditions: (I) L’intervalle de variation de x doit etrc compris entre clew vnlcurs 
y et CI positives et infhieures ou au plus dgales B IOO. (2) Dam cet intervalle 0 doit 
ctre positif et conti~~uellement ddiini. (3) Lorsque n’ --+ y, 0 -+ cx. (4) Lorsque x = cz, 
0 = 0, vnlcur identique pour tous les acicles. (5) Enfin (I doit avoir lcs dimensions 
cl’un temps. 

Nous propowns la relation 

oil y rcpr6scntc la tclleur limitc en lx.lt;lnol au dcssous de l~quellc l’ncide n’est en 
xucun cas 6lu6 par cl~romntc.,~rnpllic tic lxn?nge, a rcpck2nte la teneur cn butanol 
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pour laquelle l’acide est entrain8 avec le front et 0, est le temlx mis par le solvant 
seul, pour parcourir la longueur L de la colonne. 

0” = $ = IO dam notre appareil. 

Les yarnm&tres a et y sont dCtermin&s pour chaque acide A I’aide de la courbe 
correspondante et les valeurs obtenues sont ajustbes par confrontation avec les r&+ul- 
tats espkinientaus. 

Le Tableau I donne pour chaque acide hxlii?, les valeurs de y et a corre- 
spondantes, et les valeurs de 0 mesurbes et calculbes pour diffdrentes teneurs en 

* 1nlta1101 clu solvant. 
On notera clue les valeurs de u et y permettcnt hien cle clnsser les acides en 

_ . _. _. _._. -. -- -. ___.. _._.__ 
No. A cidcs 7’ u Tcttcrl:Y wt btrta~irol dt1 solva1rt (%) 

..-VP-- --.-- --- 

0 2 4 6 Y I3 

._.__-___. .__._._ ..- ..__.._ - _.__ _..-_.. _.. ..-....- .-.-.-.. I. ~.-- ---.. -..- --- .----_,-... ..- ._.. - .._. .._ _ .._.._ _._._ ._ . _.. . _ ._ _ 

Acbtiquc 0 12 

l~ormicluc 0 16 

l’umariquc 0 20 

l~actiquc 0 35 

Succiniquc 0 40 

Naloniqnc 2 .5o 

Aconitiquc 2 55 

~‘)im~thylglyc~~ic~uc 2 GO 

Glycoliquc 8 GO 

Citr~~inalique s 6.5 

I-lyclroxy~lutarique 8 70 

Osaliquc I2 70 

Malicluc .3o 70 

Citricluc 30 80 

:lsocitriquc 30 s5 

Glycbricluc 35 8.5 

Shil~iniicluc 3.5 90 

l’artricluc -+cJ 9.5 

Qiiiniclue 4.5 100 

60 5.5 
138 

r00 90 
r!)s 

180 140 
a./6 

210 

250 

7 

8 

9 

IO 

793 

30 20 

33 
S-J 35 

50 
70 50 

67 
I30 IO0 

r3-C 
100 110 

ZJG 
200 

,300 
220 

33-1: 
2.40 

368 

327 

3Br 
II. 

I2 

I3 

I4 

I5 

I6 

33.5 

I7 

IS 

I9 

--A---- _.-__I__ 
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quatre groups, et de retrouver la s+aration obtenue avec un solvant continuelle- 
nient variable. 

Malgrd l’accurcl reniarquable obtenu pour 1:~ plupart des valeurs cGtermin&:s, 
il restc clcs &carts assez importants, en pnrticulicr pour les acides ncilticlue et forniiquc. 
De tcls &carts s’olxervent +dement clans le cas cles acides funiariclue, lactique et 
succinique pour les trk faibles vuleurs cle x. 

Nous ne pensons pas quc C&L suffise pur in firmer notre relation, car en l’Ctn- 

. _. _ ~_ ._. . . . 

IG 20 2-j 30 35 40 f.i 50 55 GO 
____. ___ _ _._.. ..- -.. .._. . 

40 
3s 

50 
4G 

70 
7" 

80 
79 

90 
ss 

150 
2.51 

170 
r&Y 

IYO 
IS.5 

3GS 

_. 

50 40 
50 

60 45 
57 

65 5" 
Gf 

90 0.5 
'If 

IO.5 is 
ro.5 

rr.5 s 0 
rr6 

r72 

35' 

43 

4 9 

4.5 
6.5 .p 

SO 
73 f') 

55 
SI 5.5 

33 

-tG 

.5-" 

G7 

76 

I_“.j 

27.7 

35 
j2 3s 

5.5 
7G .li-" 

s 0 
I’_‘j 7G 



blissant, nous n’avons pas tenu compte de deux facteurs suppldmentaires pouvant 
intervenir d’une mani&-e importante: d’une part, la solubilith Bventuellement possible 
de ces acides dans le chloroforme, qui est saturk d’eau, et d’autre part l’intervention 
d’un phhomhe de chromatographie d’adsorption. En effet, les valeurs calculCes 
sont de l’ordre du double des valeurs mesurkes, ou bien ti-2s voisines de ces valeurs. 
11 semble done qu’intervienne un facteur correctif, au vcklnage de 0% de butanol. 

Par ailleurs, il faut souligner la difficult6 d’apprhcier awe exactitude le moment 
oh commence h. sortir l’acide, done & determiner la valeur de 0 iorsque x est voisin de 
y c’est & dire, lorsque le pit est &talk Ceci pourrait expliquer certairls &carts observh. 

Nous pensons done que notre relation reste valablc au main:; en premike ap- 
proximation. 

Variation minimale dac taacx de bzttanol 
En prenant la d&iv&e logarithmique de l’expression 

A0 AX AX -=- - 
e U-Y x--y 

le signe nCgatif confirme bien que le temps d’elution augmente.cluand la teneur en 
butanol du solvant diminue. 

En pratique, on peut apprkier une variation de 0 @gale au I/IO de sa valeur. 
Ainsi, pour les acides dont le y est voisin de o et pouvant &re 6lu&s par des solvants 
contenant de 4 & 10% de butanol, il faut une variation de 0.5 h 1% dans la teneur, 
pour obtenir une variation apprkiable de 0. Cette variation est de 2 A 3% environ 
pour les acides du groupe du glycolique et de 3 2~ 5% environ pour les acides du groupe 
du malique. 

Exten.sion de la relation 
Bien que nous nous soyons limit& h l’ktude complbte d’une vingtaine d’acidcs 

carboxyliques, nous pensons $tre en mesure de prkvoir l’action d’un solvant donnk 
pour n’importe quel autre acide. En effet, l’exph-ience montre, qu’en aucun cas il ne 
peut y avoir inversion de l’ordre de sortie de deux acides. Ainsi, un acide nouveau 
rep&5 entre deux acides connus doit nkessairement avoir des coefficients a et y inter- 
mhdiaires, l’ordre de sortie @tant essentiellement conditionnk par la solubilitd dans le 
butanol. 

Un acide A, sortant avant un acide B, est plus soluble da& le butanol que cc 
dernier. Son y est done dgal ou plus petit que le y de l’acide B.. 

Siyn= 7~ les acides ne peuvent Btre &par& que si leurs courbes de solubilitd 
sont distinctes, done si an # a& 

Par contre si yn < YB les courbes de solubilith sont distinctes m6me si aA = a& 
11 est done possible d’attribuer 21. un acide nouveau une valeur de a et une valeur 

de y par comparaison avec deux acides connus et de corriger hventuellement ces 
valeurs par confrontation avec I’expbience. 

APPLICATION: MISE AU POINT D’UN GRADIENT D’JhUTION 

Si nous voulons doser les acides organiques du vin par exemple, nous en dres- 
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sons, grhce & la cl~romatogralhie sur papier, l’inventaire et nous les plac;ons suivant 
leur ordre de sortie: 

acdticlue citramalique 
formiclue malique 
fumarique citriclue 
lactique gly&rique 
succinique tartrique 
dimdtl~ylglych-ique quinique 

Puisclu’il est possible de remplacer le solvant continuellement variable par un 
gradient convenablement choisi, nous allons tenter d’exposer le mode de ce chois. 

Si faible soit la proportion de butanol dans le solvant, l’acide achticlue et l’acide 
formique seront dluds au tours de la premihre heure. Seul importe done le choix d’un 
solvant qui assurera, d’une part la sdparation de ces acides d’avec le fumarique, et 
d’autre part, la sdparation des acides lactique et fumarique. 11 semble qu’un palier 
ZL 40/O remplisse ces conditions. 

Ce mGme palier assurera une shparation convenable des acides lactique et SUC- 

cinique, mais les pits seraient longs h sortir et tr&s ktalds. Si, tout de suite aprh 
l’acide fumarique, nous augrnentons brusquement le taux de butanol, 5 S% par ex- 
emple, l’acide lactique et l’acide succinique sortiront trhs vite mais trop proches l’un 
de l’autre pour clue la skparation soit bonne. Un palier intermhdiaire & 6% maintien- 
dra pratiquement la distance tout en resserrant l&$rement les pits, et nous allow 
conserver ce palier jusqu’au moment oih l’acide lactique est pr& de sortir. A ce mo- 
ment 1’arrivCe du 8% active sa sortie sous la forme d’un pit bien r&olu et suffisam- 
ment &par& de l’acide succinique. Le 8% sera prolong& jusqu’a la sortie de l’acide 
succinique, et nous pourrons alors passer tout de suite h 12% pour franchir rapide- 
ment le temps mart. 

En somme, pour supprimer les temps morts et disperser convenablement les 
acides, il est inthessant d’utiliser des paliers successifs. Alors que les solvants prkh- 
dents ont d&j& commencd h d&placer les acides, on passe tout de suite & un palier assez 
dlevd pour faire sortir tr&s rapidement le premier du groupe et assez rapidement le . 
dernier. 

Dans ces conditions, et en tenant compte de tous les facteurs, nous sommes ar- 
rivks B dhterminer le pourcentage de butanol de chaque solvant et la duke de son 
passage. Le gradient est done compos& comme suit: 

Solvant (O/o) 4 6 8 12 30 Go 
Durde (min) 90 60 30 75 45 ISO 

Avec ce gradient, les horaires de sortie (en min) sont les suivants: 

acktique 50 succinique IS0 citrique 330 
formique So dim~thylglych-ique 255 glyckrique 350 
fumarique 115 citramalique 295 tartrique 390 
lactique 160 malique 315 quinique 420 

11 est d’ailleurs facile de calculer d’une man&e assez prhise l’heure de sortie 

J. Ciwonlatogr., 56 (x971) 231-240 
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de chaque acide et de confirmer ainsi les details du tableau qui r&nit les donnees ex- 
perimentales. 

Puisque l’acide sudcinique, par exemple, est 81ud par le So/, il a deja, avant 
l’arrivde de ce solvant, subi 90 min de 4% et 60 min de 6%. Avec le seul So/ il sor- 
tirait en 1x0 min, avec le 6% en 156 min et avec le 4% en 246 min. go min de 4% re- 
presenteront done: (IIO x go)/246, soit 41 min de S%, Go min de 6% representeront 
(IIO x 60)/156, soit 42 min de S% ou 83 min au total; sur le S% il sortira done au 
bout de IIO - 83 soit 27 min. En comptant depuis le debut de l’analyse, son horaire 
de sortie est done de (go + 60 + 27) soit 177 min (l’experience aboutit A 180). 

Ainsi peut-on calculer avec assez de precision les horaires de sortie de tous les 
acides jusqu’au quinique qui sort 7 11 apres le debut de l’analyse. 

Grace au programmateur, le temps de passage de chaque solvant est tout A 
fait regulier, l’horaire de sortie de chaque acide est prdvisible et rien ne s’oppose h 
ce que l’appareil fonctionnant en continu, il soit possible de rdaliser sans difficult& 
trois analyses en 24 11. 

CONCLUSION 

C’est a partir de l’dtude experimentale d’un probleme a ce jour non resolu, la 
separation des acides lactique et succinique clue nous avons et& amends a rechercher 
une loi g&&ale regissant le temps d’elution d’un wide selon la teneur en butanol du 
solvant. 

Certes, notre relation ne permet pas de resoudre tous les problemes que pose 
la chromatographie de partage, mais elle fournit un cadre g&n&al qui en facilite l’ap- 
proche, elle evite les longues et fastidieuses experiences preliminaires qui ont permis 
l’etablissement des divers gradients proposes, mais surtout elle permet de comprendre 
et de rdsoudre beaucoup de problhmes de separation qui paraissaient jusqu’alors in- 
solubles. 

11 est interessant de noter clue le type de raisonnement qui nous a conduit a 
Btablir une relation dans le cas de la chromatographie de partage sur Mite, est asset 
g&-&al et peut 8tre applique par exemple h l’etude de l’influence du pH sur l’clution 
des acides amines dans une chromatographie d’echange d’ions. 

A partir de la determination experimentale de deus coefficients spdcifiques 
pour chaque acide, une relation g&r&ale est proposee, qui rend compte de l’influence 
des variations du solvant sur la separation des acides. Cette relation permet l’etude 
et la mise au point d’un gradient d’elution adaptd aux problemes concrets de sepa- 
ration et de dosage de tel ou tel groupe d’acides. 
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