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SUMMARY 

Behaviour and separation of short-chain dicarboxylic acids by gas chromatography on 

glass capi_!lary coIumns 

The gas-liquid chromatographic behaviour of 26 dicarboxyhc compounds 
usually found in biological fluids is described. After butylation by BF,-butanol 14% 
(w/v) the esters are separated on a 11 S % Carbowax 20M, WCOT glass capillary 
column. 

The compounds formed are identified by combined gas chromatography-mass 
spectrometry. Their capacity factors and methylene unit values can be applied to 
predict their separation. 

INT’RODUCITON 

De nombreux d&iv& dicarboxyliques B courte chaine se rencontrent dans les 
milieux biologiques 1 3 L’augmentation ou l’apparition de certains d’entre eux peu- - _ 
vent traduire des variations physiologique9 ou pathologique#, des desordres m&a- 
boliques ou ginCtiques1~7-g ou Ctre corkcutifs & certaines therapeutiques tout parti- 
culkkement en milieu psychiatriquelO-lL. Les separations Ies plus efficaces de derives 
dicarboxyliques sont actueliement effectuees par chromatographie en phase gazeuse 
(CPG) sur colonne capillaire13-16 apres, le plus souvent, transformation prealable de 
ces composes en derives silylCs5~7,17, mCthylCs’~@, butylCs1s-20 ou cyclohexylCs2’. 

La plupart de ces etudes ayant trait aux derives monocarboxyliques, le com- 
portement chromatographique sur colonne capillaire des butylesters de 26 derives 
dicarboxyliques (CrClo) les plus souvent rencontres dans les milieux biologiques est 
ici envisage. 
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MAThCIEL ET MGTHODE 

Prod&s de r&f&rence 
Les derives dicarboxyliques Ctudies sont les suivants: acide oxalique, succini- 

que, glutarique, adipique, methyl-3-maleique, maleique, fumarique, malique (Pro- 
labo, Paris, France): acide pimClique, subCrique, azClaique, mCthylmalonique, Cthyl- 
malonique, methyl-3-glutarique, tartronique, hydroxy-2-methyl malonique, hydroxy- 
2-succinique, hydroxy-3-methyl-3-glutarique, oxomalonique, oxaloacitique, 0x0-2- 
glutarique, oxo3-glutarique (Fluka, Buchs, Suisse), acide malonique (J_ T. Baker, 
Phillipsburg, N-J., U.S.A.), acide a-dtoadipique (Sigma, St Louis, MO, U.S.A.), 
hydroxy-2-glutarate disodique, citromalate dipotassique (Fluka). Le bibutyl adipate 
provient de Merck (Munich, Allemagne) et les carbures satures de reference C,, a 
C18 d’Applied Sciencc;s Labs. (State College, PA, U.S.A.). 

Les solutions de ces acides sont preparees par dissolution directe dans le 
butanol (1 mg ml-‘). 

Lorsque les derives dicarboxyliques sont commercialis& sous forme de se1 
alcalin, des solutions de ces sels a 2 mg ml-’ sont effecttrees dans l’eau; les acides sont 
ensuite extraits par le butanol apres acidification par l’acide chlorhydrique. 

RPactifs et solvajzts 
Le reactif de butylation BF,butanol 14% (w/v) provient d’Interchim (Mont- 

lucon, France), le chioroforme et le butanol de Prolabo normapur (Paris, France). 

Appareillage 
Chromatograplzie eiz phase gazeuse. L’appareil utilise est un chromatographe 

Girdel 3CO equip& d’un detecteur a ionisation de flamme et d’un injecteur-diviseur 
Girdel en verre pour colonne capillaire. La colonne capillaire (WCOT) de 50 m de 
long et 0.26 mm de diametre inteme est impregnce d’un film de Carbowax 20M 
(11.5 “/,) de 0.2 pm d’epaisseur. Le nombre de plateaux est de 30,000. 

La temperature de l’injecteur est de 280°C celle du dCtecteur 300°C. Les 
Cchantiilons ont CtC chromatographits soit en isotherme Q 120 ou 150°C selon les cas, 
soit en programmation de temperature de 100 a 200°C (5°C min-l). Le gaz vecteur 
utilisc est I’azote avec une pression d’entree de 0.3 bar. La fuite est reglee pour 
obtenir un rapport de division d’environ l/ lOOc+me. 

L’appareil est relit a un enregistreur Servotrace 1 cm min-‘. 
Chromatographie en phase gazezcse couplke d la spectrornPtrie de masse. Le chro- 

matographe est un appareil Girdel couple a un spectrometre de masse Nermag 
GC-MS RlO-1OB (Rueil-Malmaison, France). La colonne capillaire de 21 m de long 
et 0.21 mm de diametre inteme est imprCgn&e d’un film d’Ucon 75 H 90,000 de 
0.147 pm d’epaisseur. Le gaz vecteur est de I’hilium dont la pression d’entree dans 
la coIonne est de 1.2 bar. 

Techrziqzre de bzrtylation 
La butylation est effecttree selon la mtthode propo&e par Lambert et Moss” 

par action directe du reactif BF,-butanol sur les solutions butanoliques des diacides. 
Dans des tubes de 5 ml bouchts emeri, 100 ,ul de la solution butanolique de 
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diacide & I mg ml-’ sont mis en contact avec 100 ~1 de rCactif BF,-butanol et port& 
A 100°C pendant 10 min. 

Apres refroidissement l’ester forme est agite au Vortex pendant 1 min avec 
100 ,uI de chloroforme. Apres 10 min de repos 5 la temperature du laboratoire, l’exck 
de BF, est CIiminC par lavage rapide a l’aide de 200 ~1 d’eau distillee. La phase aqueuse 
est ensuite CliminCe et la phase chloroformique s&h&e sur sulfate de sodium. 

0.25 a 1 ~1 de la solution chloroformique sont inject& directement. 

Rl%ULTATS ET DISCUSSIONS 

Afin de determiner les meilleures conditions de separation, le comportement 
des dibutylesters a CtC CtudiC & differentes temperatures. Les facteurs de capacite, 
k’, ont CtC calcul6 en temperature isotherme et les indices de mCthyl&ne en program- 
mation de tempCrature_ Ce calcul des indices utilisC avec profit pour 1’Ctude du com- 
portement des stkoides 22 des alcools B longues chainesz3 et des sucreszJ, 5 Ctc effectue , 
a l’aide dune serie de carbures satures 5 nombre pair d’atomes de carbone compris 
entre l’hexadtcane et l’octacosane. 

Ces diffirents rkultats sont regroup& dans les Tableaux I et II; le Tableau I 
conceme les diacides lineaires, ramifies ou insatures ne portant pas d’autres groupe- 
ments fonctionnels, le Tableau II les diacides porteurs d’un groupement hydroxylC 
ou cktonique. 

Dans chaque serie un ou plusieurs d&iv& ont Ct.5 analysCs en spectrometrie 
de masse. 

D&rive% lintfaires, ram$%, satrtr& ou insatur&: Tableau I 
Les dibutylesters form& ne donnent qu’un seul pit sur les chromatogrammes. 

Leur identite a Bti confirm&z par spectrometrie de masse. A titre d’exemple le spectre 

TABLEAU I 

FAaEUR DE CAPACITE k’ ET INDICE DE MeTHYLl?NE DES BUTYLESTERS DE 
DIACIDES SATURl% LINEAIRl%, RAMIFIl% ET XNSATURiS 

Nombre de C Acides k’ Temp&ature Indice de mtthyi2ne 

(“Cl 

2 Oxalique 0.333 
3 Malonique 0.611 
4 Succinique 1.037 
5 GIutarique 1.924 
6 Adipique 1.877 
7 Pimilique 1.821 
8 Sub&ique 2.581 
9 AzCiaique 1.757 

10 SBbzcique 3 

4 MCthylmalonique 0.44% 
5 E%hylmaIonique 0.611 
6 M&hylglutzrique 1.653 

5 

Malkique (ck) 1.423 
Fumarique (tronr) 0.892 
M&hylmaIiique ou citraconique 0.620 

150 
150 
150 
150 
160 
170 
170 
190 
190 

150 
150 
150 

150 
150 
150 

16.442 
17.594 
19.066 
20.000 
21.166 
22.187 
23.235 
24.125 
25.133 

16.781 
17.594 
19.733 

19.366 
18.666 
19.500 
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TABLEAU II 

FACi-EUR DE CAPACm DES BUTYLESTERS DE DIACIDES HyDROXYLJ% ET 
CGTONIQUES 

Nombre de C Acides k’ Temp&ature 

f”C) 

3 Tartronique . 
4 Malique l 

5 Hydroxy-2-glutarique 1.076 150 

4 Hydroxy-2 methyl-2-malonique 0.551 150 
5 Hydroxy-2 mithyl-Zsuccinique 0.616 150 

(citramalique) 
6 Hydroxy-3-m&hyl-3-glutarique 1.596 150 

3 Oxomalonique 0.388 120 
4 Oxaloacetique 0.666 120 
5 0x0-2-glutarique 1.70 120 
- 0x0-3-glutarique 0.750 120 
6 Oxo-2-adipique 2.6 120 

l Ininterpr&able. 

du bidutylester forme avec l’acide adipique a CtC compare avec celui du dibutyl- 
adipate commercialise. 

Leurs facteurs de capacite ou leurs indices de methylene montrent que ces 
differents composes peuvent Ctre aisement separes sur ce type de colonne et dans les 
conditions mention&es (Fig. 1). Les temps de retention augmentent avec le nombre 
d’atomes de carbone et sont influences par la structure des derives : les composes rami- 
fies ont des temps de retention nettement inferieurs a leurs isomeres lineaires; l’ester 
de i’acide fumarique derive rru~zs, insature est moins retenu que son homologue 
sature le dibutyl succinate B la diff&ence de son isom&re cis, insature le dibutyl 
maleate. Contrairement 2 ce qui a CtC observe sur d’autres colonnes (OV-lOl, OV-17, 
EGS, NPGA*, l’acide methylmalonique se &pare des acides malonique ou ethyl 
malonique, ces deux demiers derives ayant par contre ici le m8me comportement. 

Spectre de masse du dibutyladipate (Fig. 2a). Le spectre de masse du dibutyl- 
adipate forme par action du BF,-butanol dans les conditions d&rites et celui d’un 
dibutyladipate de rCf&rence, sont identiques- 

On peut noter l’absence d’ion moleculaire ce qui est observe Cgalement dans 
tous les dCrivQ &udiQ. 

Le pit de base a m/e 129 est obtenu par rupture de la molkule en son milieu. 
Par elimination dune molecule d’eau cet ion donne naissance B l’ion m/e 1 Il. La 
iupture du radical (C,H90+) entraine la formation dun autre ion abondant m/e 189, 
(M-73) comme dans le cas des esters butyliques d’acides monocarboxyliques line- 
aires et ramifies Ctudies par Choudhary et Mos$~, sans toutefois Ctre le plus abondant. 
En accord Cgalement avec les rksultats de Choudhary et Moss les ions m/e 56 (C,H,+) 
et m/e 41 (C,H,+) provenant de la rupture d’ions butyl sont observes. 

La perte d’un groupement butoxycarbonyl (CqHgOCOt) entraine la formation 
de l’ion m/e 101. 
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Fig. 1. Chromatogramme des dibutylesters des diacides saturks. I = Oxalique; 2 = malonique; 
3 = succinique; 4 = glutarique; 5 = adipique; 6 = pim&lique: 7 = subkrique: 8 = azklaique; 
9 = skbacique. 

D&-iv& hydroxyles: Tableau II 
L’acide hydroxy-2-&@rique et Ies acides en C4, CT5 et C6 hydroxyles et sub- 

stituk par des groupements mkthyles donnent chacun, sur les chromatogrammes, tm 
pit bien isok?, identifiC par spectrometrie cumme &ant un dibutylester, ia butylation 
n’affectant pas les groupements hydroxyles. 

Les d&iv& methyl& et hydroxylk sortent au voisinage de leurs homologues 
non hydroxyles et par consCquent plus rapidement egalement que les d&iv&s lineaires 
correspondant. 

Par contre, dans le cas des acides tartronique et malique plusieurs pits appa- 
raissent et se&es de t&s faibles quantites de butyiester sont identifikes, les au&es pits 
&ant constitues par des prod&s de degradation. 

Speccres de masse des d&iv& hydroxyles lin&ires (Fig. 2b). ZRs spectres de 
masse des esters butyliques des acides tartronique, mahque, hydroxy-2-gluterique ont 
et& dtudik. 
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Fig. 2. Spcctre de masse du dibutylester de l’acide adipique (a), malique (b), citramalique (c) et 
oxaloacktique (d). 

L’ion m/e 131 bien que peu abondant est caractQistique de la sCrie. 11 provient 
de la rupture en a du groupement hydroxyIe qui donne naissance 2 l’ion 

OH 
I 

CH-COO C,H9+. 
Les autres ions caracthristiques M-73, M-129, M-147, s’expliquent par 

la perte d’un groupement butoxy suivi de celle d’un butyl puis de Elimination d’une 
mol6cuIe d’eau. 

Spectres de masse des d&iv& hydroxyZes ramifips (Fig. 2~). Les spectres de 



CPG DES ACIDES DICARaOXYLIQUES 251 

masse des esters butyliques des acides a-isomalique, citramalique, hydroxy-3mCthyl-3- 
glutarique ont CtC etudies. 

La rupture en 0: du C tertiaire est typique de cette s&ie, on obtient ainsi l’ion 
m/e 145 pour l’ester de l’a-isomalique et I’ion m/e 159 pour ceux des deux autres. 

Cette rupture est suivie pour les trois derives de la perte d’un groupement 
butyl pour former Ies ‘ions m/e 89 pour !e derive de l’acide a-isomalique et m/e 103 
pit de base des d&iv& de I’acide citramalique et de l’hydroxy-3 methyl-3-glutarique. 

Enfin, pour ces derniers, I’tlimination d’une molCcule d’eau explique la pre- 
sence de l’ion m/e 85. 

On peut encore noter l’abondance des ions CSHg+ ou C,H,O+ (172/e 57), C,H,+ 
@z/e 43) et C,H,+ (m/e 29). 

D&iv& c&toniques: Tableau II 
Les dibutylesters sont tres rapidement Gluts sur ce type de colonne et il faut 

descendre & 120°C pour obtenir leur separation et calculer leur k’. 
En programmation de temperature de 100 a 2OO”C, on constate la degradation 

des acides oxaloacitique et oxomalonique, plusieurs pits precedent alors les dibutyl- 
esters. 

Spectres de masse des d&iv& c&oniques (Fig. 2d). Les spectres de masse de 
quatre derives 0x0-2 et d’un derive 0x03 ont CtC CtudiCs: les dibutylesters des acides 
oxomalonique, oxaloacetique, a-c&toglutarique et a-cktoadipique d’une part, le 

dibutylester de l’acide oxo3-glutarique d’autre part. 
D&iv& 0x0-2. Lion B ptz/e M-101 observe dans tous les spectres de ces dtrivts 

sauf dans celui de l’ester de l’acide oxomalonique provient de la rupture d’un groupe- 
ment butoxycarbonyl en Q du groupement cetonique. L’ion m/e 101 resultant de cette 
coupure constitue le pit de base de l’ester de I’acide a-cetoglutarique. Dans le cas du 
derive de I’acide a-adtoadipique le pit de base nz/e 115 correspond A l’ion - 

0 

II 
C,H90 C CH, i. 
Lion a p>z/e M-71 observe dans le spectre de Pester de I’acide oxomalonique 

peut s’expliquer par le ciivage d’un groupement butoxy suivi d’un rearrangement a 
double hydrogene. 

Les ions a m/e M-83 caracteristiques des derives de I’acide oxaloacetique et 
de l’acide a-cetoglutarique semblent pouvoir Ctre expliques par analogie avec Ie 
butylester de I’acide a-dtopropanoique lg Ces ions m/e 175 et mJe 161 dans les _ 
spectres de l’ester de l’acide a-cetoglutarique et I’acide oxaloacktique respectivement 
seraient dus au clivage du radical CO CJH9+ suivi par un rearrangement a double 

0 OH 

II I 
hydrogene donnant d’une part l’ion C,H, 0 C-CH,-CH,-C = OH+ et d’autre part 

0 OH 

II I 
I’ion C,H, 0 C-CH,-C! = OH+. 

Suite aux clivages donna& fes ions M-71 ou M-83 la rupture d’un groupe- 
ment butyl explique notamment le pie de base m/e 105 de Fester de l’acide oxalo- 
acttique. 
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A noter encore dans ce spectre l’importance des ions m/e 57 (pit de base de 
l’ester de l’acide oxomalonique) m/e 41 et m/e 29. 

DPrivP 0x03. Le pit B m/e M-99, de faible amplitude, est cependant carac- 
Gristique du dibutylester de l’acide oxo3-glutarique. II provient de la perte d’un 
groupement butoxycarbonyl suivi d’un rearrangement g double hydrog&ne. A partir 
de cet ion nous obtenons les autres ions caracttristiques par perte d’un butyl ou d’une 
molkcule d’eau (nl/e 103 et m/e 141) ou des deux 2 la fois @z/e 85). 

Le pit de base est constituC par I’ion C4H8+ m/e 56. 

CONCLUSION 

Les degradations observkes pour certains d&iv& hydroxylCs ou a-dtoniques & 
nombre d’atomes de carbones inf&ieur 2 C5 ont ttC dans certains cas signalkes par 
d’autres auteurs utilisant cependant une mCthodologie diff&rente25. MalgrC cette 
limite, l’estkification par le BF,-butanol Ctant trks aike, cette Ctude montre qu’il est 
facile selon les conditions opkratoires choisies de &parer la plupart des d&iv& dicar- 
boxyliques sous forme de dibutylesters. 
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Le comportement chromatographique en phase gazeuse de 26 d&iv& dicar- 
boxyliques le plus frequemment rencontrCs dans les milieux biologiques, est exposC. 
Apr& butylation par le BF,-butanol 14% (w/v), Ies esters sent sCpar& sur colonne 
capillaire WCOT Carbowax 20M (11 S %)_ 

L’identification des composes form& est effect&e par couplage avec la 
spectromktrie de masse. 

Leurs facteurs de capacitC et leurs indices de mktbyltne peuvent &tre employ& 
pour prkvoir leur skparation. 
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