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Identification, par chramatographie sur couches minces;des acides organiques 
pr6alablement &park quantitativement sur colonne de gel de sili\ce 

L’Btucle quantitative des acides organiques des tissus veg&aux se fait‘en g&-&al 
en utilisant soit la chromatographie en phase gazeuse1-3, soit la chromatographie 
d’echanges d’ions,sur r&sines anioniquesd-7, soit la chromatographie de partage sur gel 
de silice*-11. Mais ces m&hocles d’analyscs peuvent se rdveler insuffisantes clans le cas 
d’etudes approfondies du mdtabolisme, car elles conduisent frGquemment a des s&pa- 
rations incompletes des diff&ents acides, souvent Blu& par groupes de deux ou trois. 

La determination de la nature exacte des acides partiellement &par& par ces 
methodes pose un probleme qui prend davantage d’importance si les mol&ules orga- 
niques des tissus analyses sont marquees par des radiotraceurs, W par exemple, 

11 est alors n&essaire de &parer les diffferents acides des fractions ainsi obtenues 
en utilisant soit la chromatographie sur papier12-2°, soit la chromatographie sur 
couches mince@-31. I1 est fi noter que l’emploi de cette derniere m&hode tend & se 
d&elopper, en raison de sa rapidit d’emploi et de l’apparition sur le march& de 
plaques minces p&es c?. l’emploi. 

Dans la prc%ente note, nous decrivons la technique que nous avow mise au 
point pour s&parer et identifier par chromatographie monodimensionnelle ou bidimen- 
sionnelle, sur couches minces, les groupes d’acicles, prealablement fraction&s par 
chromatographie sur gel de silice. 

Mat&id et mkthodes 
Acides organiqties 

Les acides organiques d’un melange synthdtique, prepare a partir des acides 
“puriss” clu commerce (Merck ou Fluka), sont d’abord &par& quantitativement sur 
une colonne de gel de silice, selon la technique de Bow? ET RAVIXJ~~~, moclifi&e par 
J 0LIVET32. 

La solution d’acides organiques, conteiant so-roe ,uequiv. de chacun des 
acid.es, est amen&e a set sous air cornprim& Le residu est repris par I ml de H,SO, 5 N 
et 2 g de silice Mallinckrodt (IOO mesh), puis dc5pose & l’aide cle chloroforme au sommet 
d’une colonne contenant 8 g de silice ll. Les acides organiques sont alors t5lu~s par une 
s&ie de melanges contenant des proportions de plus en plus elevdes de butanol 
tertiaire dans le chloroforme (8%, x35?& 20%, 28%, 35%, en volume)ll, sous des 
pressions respectives de 0.2, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 kg/cm2 (ref. 32). Les eluats, recueillis 
sur un collecteur par fractions de 4 ml (ref. 32), sont titr& par NaOH 0.01 N en 
pr&ence de I ml d’une solution aqueuse de rouge de phenol a 20 mg/l. 

Cette technique permet de classer les acides en huit groupes (I-VIII), bien 
d&inis : 

(1) Mdsaconique, phtalique, fumarique 
(11) Itacnnique, m&hylsuccinique, m&hylmalonique ,. 

(III) Lactique, succinique, malonique, tvans-aconitique 

(IV Pyrrolidone,carboxylique, oxalique, glycolique, cis-aconitique 

09 Citramalique, isomalique, malique 

(VI) Citrique, isocitrique, glyc&ique 
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(VII) Shikimique, quiniquc _ _ 

(VIII) Tartrique. 
Cozccltes mimes 

, 

Apres leur titration, lcs acides peuvent 6tre chromatographi&, soit dircctement 
& l’etat de sels, en utilisant des plaques de verre, recouvertes de cellulose et de 
Dowex 5oW (Schleicher et Schtill, 20 X 20 cm, 100-p cl’bpaisseur, G-144o/k(-IO), soit, 
apr&s desalification (Dowex 50, forme WC), en employant des plaques flexibles, 
recouvertes de cellulose (Schleicher et Schiill, 20 x 20 cm, 100-p d’epaisseur, F-1440). 

Solvants 
Les separations monodimensionnelles OLI bidimensionnelles, analogues pour les 

deux types de plaques, sont faites par des solvants, ou fortement acides (acide formi- 
clue), ou fortement basiques (ammoniaque), de facon, soit a recluire, scit & rendre totale, 
l’ionisation des acides a chromatographier, et par suite $ supprimer la formation de 
trainees12Jb~fe. 

Solvant A. gz-Propanol-benzoate de m&hyle-acicle formique go%-eau (7 : 3 : 2 :I), 
prepare une dizaine de jours avant emploi (CNE~;?EL et aZ.lGpl@, modifie par BovW). 
L’introduction de benzoate de methyle permet d’eliminer plus rapidement l’acide 
formique des chromatogrammes et d’obtenir ainsi, apr&s revelation des taches plus 
nettes, sur fond plus contrast8 1bJO. La distance parcourue par ce solvant en 4 11, a 
21O, est de 15 cm. 

SoZvaM B. n-Propanol-8thanol 9G”IG.L.-ammoniaque (d = o.88)-eau (6 :G:6: 
1.5). h 21°, ce solvant met I0 h pour parcourir 15 cm. 

Solvant C. Phase supbrieure du melange suivant23s2°, prepare une dizaine de 
jours avant emploi: ?t-alcool amylique-acide formique 9o”/o-eau (4:4. :2). A 21~ ce 
solvant parcourt 15 cm en 3 11. 

Le choix des alcools utilisds (ethanol 96” G.L., ot-propanol, ~alcool amylique) 
est basQ sur le fait clue leur efficacite est connue pour 8tre en relation avec leur nombre 
d’atomes de carbone, qui conditionne lui-meme leur cayacite de saturation en eau1aJn133. 

Sf@avation chronmtogra$dkpce 
Des parties aliquotes des fractions acicles (20 pg par acide) sont d&pos&es sur les 

couches minces. Celles-ci sont alors s&zh~es dans un courant d’air, a temperature 
ambiante, puis placees dans des cuves a chromatographie, cylindriques (d = 24 cm.. 
h 24 cm), en verre, pr&lablement saturees par les solvants utilises. La saturation 
deT’atmosph&re des cuves est amelioree en tapissant leurs parois de papier filtre, 
impregne par les memes solvants. 

Le dcSveloppement, unidimensionnel ou bidimensionnel, est fait par chromato- 
graphic ascendante, a temperature sensiblement constante (21 3_: 0.5”). 

R&dation 
Apr&s lcur developpement, les chromatogrammes sont seches a 4o”, pendant 4 

h, dans une Btuvc ventilde, ce qui permet d’eliminer toute trace de solvant. Cependant, 
on doit noter qu’il y a lieu de ne pas trop .&her les chromatogrammes dCvelopprSs en 
milieu basique. Un sechage excessif entrainerait une elimination complete de l’ammo- 
niaque dissoute dans l’eau lice, constitutive de la poudre de cellulose. Une telle pra- 
tique se traduirait par un manque de contraste des taches d’acides organiques, apr9s 
leur r8v&lation1e. 

11 est possible de mettre en evidence les taches des diff&ents acides, soit en 
pulv&isant sur les chromatogrammes des indicateurs color&: vert de bromocr6sol12p2”, 
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pourprc de bron~ocr6s012G,28, bleu de bro~no~l~~~~0112,2°,20,31, bleu de bromothymol27, 
etc., soit en aspergeant les chromatogrammes de r&6lateurs plus complexes: r6actif 
amylose-iodure-iodatc’QJ4, r6actif aniline-sucres r&lucteurSB0J6, reactif @-dimethyl- 
atiinobenzaldehyde dans l’anhydride ac6tique20JG, etc. 

Nous prdf&-ons, quant & nous, utiliser les reactifs suivants: 
(a) Re’actif de PAs~tovtC ET MUNIC a7. MBlange de volumes Ggaux, au’momcnt de 

l’emploi, des deux solutions suivantes: Solution I : vert de bromocr&sol (375 mg), bleu 
de bromoph6nol (125 mg), Ethanol absolu (500 ml). Solution 2 : KMnO, (250 mg), 
Na,CO, l IO EI,O (500 mg), eau clGonis&e (500 ml). Ce reactif, apri% pulv&isation sur 
les chromatogrammes, donne des teintes vari6es avec tous les acides, et en particulier, 
une teinte plus ou moins verte, avec les acides insatur& (fumarique, itaconique, 
aconitique, shikimique). 

(b) Nitrate &riqzce ananaoniacal 17~~~. Pulv&isation d’une solution nouvellement 
$.5par&, de nitrate c6rique ammoniacal B 100/b, dans le mtStlrano1 ou 1’6tha.nol. Aprils 
s6chage (IO min & tempbrature ambiante), les acides apparaissent diff&emment 
color& sur fond orange. Une seconde aspersion par une solution ZI, 0,25O/~ d’indole dan.s 
le m&%anol ou l’&hanol, amdliore les contrastes. Ce rdactif permet d’identifier les 
acides cx-hydroxyl&. 

(c) R&a&if a:zc $xw&lovate de ji?avyliam 30. Ce reactif est sp&zifique de l’acide 
malonique. Apr& pulv&risation d’une solution de perchlorate de flavylium (250 mg) 

TAl3LEAU I 

VALEURS DES h?p lJl%S ACIDES ORGANIQURS SfI’ARfiS PAR CHROMATOGRAPHIE UNIDIMENSIONNJI,LLE 

SUR COUCHES MINCES DE CELLULOSE 

Acide Solvarit .4 Solva~u 1 I3 SohJmt c Co1cleacr des lncltes~ 
- P_ 

Mhaconiquo 0.88 0.Gg 0.72 jauno cercld de vort 
Phtaliquc 0.84 0.62 0.55 rose cercld de jsune 
Fumarique O.Q2 0.5s 0.50 jaune ccrclr! de vcrt 
Itaconique 0.79 0.52 0.41 jaunt cercld dc vcrt 
MOthylsucciniquc 0.82 0.59 0.48 rose-violet ccrcld de jaunt 
MBtlrylmaloniquc 0.80 0.43 0.41 rose-violet ccrclO dc jaunt 
Lactiquc 0.72 0179 0.32 orange ccrclr! de rouge 
Succiniquc 0.73 0.52 0.25 orange cerclc! de rouge 
Malonique o&8 0.39 0.1g orange cercld de violet 
&a?ts-Aconiticluc 0.76 0.29 0.1q jaunt ccrcld de vcrt 
Pyrrolidone carboxyliquc 0.57 0.71 O.IG rose cercld clc jaune 
Oxaliquc o.Gg 0.03 0.13 violet-pourpre 
Glycolique 0.57 0.70 0.15 rose-jaunt 
cis-hconiliquc 0.39 0.29 0.04 jauno ccrcld de vcrt 
Citramnliquc 0.65 0.52 0.14 rose cercld dc pourprc 
Isomaliquc o,G3 0.42 0.11 rose-jaune cerclc? de vert 
Maliquc 0.50 0.47 o.oG jaune-orange ccrcld do 

violet 
Citriquc 0.42 0.24 0.04 jaune-rose ccrclc? de 

violet 
Isocitrique 0.40 0.23 0.03 blanc.orangc ccrcld de 

violet 
GlycOrique 0,36 o.GG o.oG rosa cercld de pourpre . 
Shikimiquc 
Quhiiquc 

0.32 0.64 0.03 jaune ccrcld de vcrt 
0.18 o.GG 0.02 rose cerclc? de pourpre 

Tnrtrique 0.31 0.40 0.02 rouge-pourpre cercld de 
violet - -..__._. .-___ ----_I___- ----- I------_-._ I._ - -. 

a Couleurs d’aprbs lc rcLactif clc PASKOVA BT MUNIP. 
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dans l’acide ac&ique concentr6 (100 ml) et chauffage des chromatogrammes (5 min h 
IO~O), l’acide malonique apparait colors! en blcu fonc6, sur fond blanc. 

(d) R&a&if azc vanadate d’amatonizcnt 17*2oJO. Aprhs pulv6risation d’une solution 
aqueuse saturee de vanadate d’ammonium, l’acide tartrique donne en particulier une 
couleur rouge caract&istique. 

(e) Re’actif au fi&riodate de sodium 41. Aprh pulvhisation d’une solution de 
periodate de sodium (160 mg) dans un tampon acetate (25 ml) nouvellement pr6par6, 
suivie d’une pulvhrisation d’une solution alcoolique B 3% d’aniline, l’acide shikimique 
apparait rouge sur fond jaune. 

Rdsacltats 
Les don&es relatives & la &paration des groupes d’acides (I-VIII) par chroma- 

tographic unidimensionnelle, sont r&sum&es clans le Tableau I. 
Le solvant A s&pare en particulier tr&s bien Ies groupes d’acides: malique-iso- 

malique (V) ; malique-citramalique (V) ; shikimique-quinique (VII). 
Le solvant I3 peut Btre utilis6 pour &parer les groupes d’acides suivants: itaco- 

nique-m&hylsuccinique-m&liylmalonique (II) ; lactique-succinique-malonique- 
traw+aconitique (III) ; pyrrolidone carboxylique ou glycolique-osalique-cis-aconi- 
tique (IV) ; isomalique-citramalique (V) ; citrique ou isocitrique-glyc6rique (VI). 
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Fig. I. Chromatographic bidimcnsionnclle dcs acidcs organiqucs sur couchc mince dc ccllulosc. 
I = Mdsaconiquc ; z = phtaliquc; 3 = fumariquc; 4 = itaconiquc. Solvant R (I), *2-propanol- 
&hanol (gG” G.L.)-NH,OH(d =0.88)-cau (6:6:G:1.5). Solvent C (z), ?I-alcool amyliquc-aciclc 
formiquc go%--cau (4 : 4 : 2). 

Pig. 2. Chromatographio biclimonsionncllc des acidcs organiqucs sur couchc mince dc ccllulosc. 
I 3 Itaconiquc ; 2 = m&hylsucciniquc; 3 = mdthylmnloniquc; 4 = lactiquc; 5 = succiniquc; 
G = maloniquo ; 7 = dvnw-aconitique. Solvent B (I), a-propanol-dtlranol (gG” G.L.\-NHdOI-I 
(cl =o.SS)-cau (G:G:G: 1.5). Solvant C (2), walcool amylique-scidc formiquc go”/o-cau (4 :4 :2). 

Pig, 3, Chromstographic biclimcnsionncllc dcs acidcs organiqucs sur couchc mince clc cellulo~c. 
I = Pyrrolidonc carboxyliquc ; 2 = oxalique ; 3 = glycoliquc; 4 = cis-aconitiquc; 5 = citra- 
malique: G = isomaliquc; 7 = maliquc. Solvant B (I) : +propanol-8thanol (gG” G.L.),-NH,,OH 
(cl 3: o.88)-cau (6 :G : C : I ,5), Solvant A (2), n-propanol-bcnzoato de mdthylc-acicle formiquc go”%- 
cau (7:3:2:x). 

Fig, 4, Chromatographic biclimcnsionncllc des aciclcs organiqucs sur couchc mince clc ccllulosc. 
1 = Maliquc ; 2 = citriquc ; 3 = isocitriquc ; 4 = glycbiquc ; 5 = shilcimique; G = quiniquc; 
7 - tnrtrique. Solvant I3 (I), n-propanol-bthanol (gci” G.L.)-NH,,OH (cl =o,88)-cau (G:G:G:1.5). 
SoIvant A (2), n-propanol-bonaoatc clo m&hylc-acidc formiquc go%-cau (7 : 3 : 2 : I). 
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Le solvant C permet une bonne separation des acides : m&aconique-fumarique 
(I) ; mf%aconique-phtalique (I) ; metylsuccinique-m&hylmalonique (II) ; lactique- 
succinique-malonique-lraw+aconitique (III). 

Les diffkentes teintes, obtenues par emploi des divers reactifs plus ou moins 
spkifiques, permettent de lever eventuellement toute ambiguitd pouvant surgir d’une 
s&patation insuffisante. 

En combinant de mani&re judicieuse les trois systbmes de solvants: A, 13, et C, 
dans une chromatographie bidimensionnelle, il est possible d’obtenir encore des s&pa- 
rations bien meilleures (Fig. 1-4). 

Discmxion et conchsion 

En chromatographie monodimensionnelle, selon les types de solvants utilis&, 
les valeurs des Rp obtenus sont plus ou moins reproductibles d’un essai a l’autre. Si 
ces valeurs demeurent tres constantes .dans le cas des chromatographies en milieu 
acide (notamment solvant A), de t&s l&g&es variations des valeurs des Rp sont obser- 
v&es si les chromatographies sont faites en milieu basique (solvant B). Ces observa- 
tions sont d’ailleurs en accord avec celles de CNEFTEL et a2.3fl. 

En chromatographie bidimensionnelle, le cboix du solvant utilis6 pour la 
premiere dimension prkente une grande importance. 11 est recommande d’utiliser en 
premiere dimension le solvant basique et, en seconde dimension, le solvant acidefa. 
Mais, dans ces conditions, les valeurs des differents Rp, en milieu acide (seconde dimen- 
sion), peuvent Qtre ldg&rement perturbde@. 

En ce qui concerne, plus particuliikement le comportement de quelques acides 
bien d&ermines nous pouvons faire les remarques suivantes : 

L’acide oxalique, du fait d’une constante de dissociation plus forte que celle de 
I’acide formique, donne des taches allongdes s’il est chromatographie en milieu acidelb. 

La chromatographie de l’acide lactique peut se traduire par la formation de une 
ou deux taches suppldmentaires, correspondant a des taches de dim&-es (acide lactyl- 
lactique) ou de trim&-es (acide lactyl-lactyl-lactique)‘7, 

En milieu basique, les acides cis- et trans-aconitique ne donnent qu’une seule 
taclle33, alors qu’en milieu acide, la valeur du RF de l’acide tvauts-aconitique est 
snperieure B celle de l’acide cis-aconitique. Cette derni&re observation est conforme a 
celles de EIOWIP et de OTTEN ET MEHLTRETTER d3. 11 faut noter aussi que la chromato- 
graphie des deux isom&res cis- et trans-aconitique, en milieu basique et en milieu acide, 
s’accompagne souvent de l’apparition d’une tache supplbmentaire, situ&e au niveau 
du front du solvant. 

L’examen du Tableau I et des Fig. 3 et 4 montre que l’utilisatidn des types de 
, solvants A, B, et C, en chromatographie uni- ou bidimensionnelle, ne permet pas de 

s&parer convenablement les acides pyrrolidone carboxylique et glycolique d’une part, 
citrique et isocitrique d’autre part, S’il est possible, par chromatographie sur couches 
minces de cellulose, de &parer les acides pyrrolidone carboxylique et glycolique, en 
utilisant un solvant neutre (alcool amylique tertiaire-m&hyl&hylc&one-eau (4 :4:2), 
la separation directe des acides citrique et isocitrique, par chromatographie ascen- 
dante, n’a pas et6 obtenue, Q moins de convertir au prdalable l’acide isociteque en 
lactone isocitriqueb4. 1.3 .* 

: ,La technique’ @sent&e dans cette note permet de determiner avec la plus 
,, ‘I grande certitude la nature des acides organiques prdalablement &par& quantitative- 

. . - 
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ment et ainsi de mieux comprendrc et interprhr les voies du m&abolisme de ccs 
acides dans les tissus v8ghtaux. 
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