Journal of Chromatography, 204 (1981) 245-253
Elsevier Scientific Publishing Company, Amsterdam — Printed in The Netherlands

CHROM. 13,276

COMPORTEMENT ET SEPARATION PAR CHROMATOGRAPHIE EN
PHASE GAZEUSE SUR COLONNE CAPILLAIRE DES ACIDES DICARBOX-
YLIQUES A COURTE CHAINE

M. J. WAECHTER

Laboratoire de Chimie Analytique, Faculté de Pharmacie, Rue J.B. Clément, 92290 Chatenay-Malabry
( France)

et

M. C. PFAFF-DESSALLES et G. MAHUZIER* .
Laboratoire de Biologie, Centre Hospitalier Spécialisé de Villejuif, 54 Avenue de la République, 94800
Villejuif ( France)

SUMMARY

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

The gas-liquid chromatographic behaviour of 20 dicarboxylic compounds
usually found in biological fluids is described. After butylation by BFs;-butanol 14 %/
(w/v) the esters are separated on a 11.59%, 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.

INTRODUCTION

De nombreux dérivés dicarboxyliques & courte chaine se rencontrent dans les
milieux biologiques'—>. L’augmentation ou Papparition de certains d’entre eux peu-
vent traduire des variations physiologiques*® ou pathologiques®®, des désordres méta-
boliques ou génétiques’:"—? ou &tre consécutifs a certaines thérapeutiques tout parti-
culiérement en milieu psychiatrique!®—12. Les séparations les plus efficaces de dérivés
dicarboxyliques sont actuellement effectuées par chromatographie en phase gazeuse
(CPG) sur colonne capillaire’>~1% aprés, le plus souvent, transformation préalable de
ces composés en dérivés silylés .17, méthylés!.18, butylés!8—2° ou cyclohexylés?!.

La plupart de ces études ayant trait aux dérivés monocarboxyliques, le com-
portement chromatographique sur colonne capillaire des butylesters de 26 dérivés
dicarboxyliques (C,—C,,) les plus souvent rencontrés dans les milieux biologiques est
ici envisagé.

0021-9673/81/0000-0000/302.50 © 1981 Elsevier Scientific Publishing Company



246 M. J. WAECHTER, M. C. PFAFF-DESSALLES, G. MAHUZIER

MATERIEL ET METHODE

Produits de référence

Les dérivés dicarboxyliques €étudiés sont les suivants: acide oxalique, succini-
que, glutarique, adipique, méthyl-3-maléique, maléique, fumarique, malique (Pro-
labo, Paris, France); acide pimélique, subérique, azélaique, méthylmalonique, éthyl-
malonique, méthyl-3-glutarique, tartronique, hydroxy-2-méthyl malonique, hydroxy-
2-succinique, hydroxy-3-méthyl-3-glutarique, oxomalonique, oxaloacétique, oxo-2-
glutarique, oxo-3-glutarique (Fluka, Buchs, Suisse), acide malonique (J. T. Baker,
Phillipsburg, N.J., U.S.A.), acide «-cétoadipique (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 saturés de référence C,4 2
C,s d’Applied Scienccs Labs. (State College, PA, U.S.A)).

Les solutions de ces acides sont préparées par dissolution directe dans le
butanol (I mg ml~1).

Lorsque les dérivés dicarboxyliques sont commercialisés sous forme de sel
alcalin, des solutions de ces sels 4 2 mg ml—! sont effectuées dans ’eau; les acides sont
ensuite extraits par le butanol aprés acidification par I'acide chlorhydrique.

Réactifs et solvants
Le réactif de butylation BF,-butanol 149 (w/v) provient d’Interchim (Mont-
lugon, France), le chioroforme et le butanol de Prolabo normapur (Paris, France).

Appareiliage

Chromatographie en phase gazeuse. L'appareil utilisé est un chromatographe
Girdel 300 équipé d’un détecteur a ionisation de flamme et d’un injecteur-diviseur
Girdel en verre pour colonne capillaire. La colonne capiilaire (WCOT) de 50 m de
long et 0.26 mm de diamétre interne est imprégnée d’un film de Carbowax 20M
(11.5%;) de 0.2 um d’épaisseur. Le nombre de plateaux est de 30,000.

La température de linjecteur est de 280°C, celle du détecteur 300°C. Les
échantillons ont été chromatographiés soit en isotherme & 120 ou 150°C selon les cas,
soit en programmation de température de 100 a 200°C (5°C min~'). Le gaz vecteur
utilisé est I'azote avec une pression d’entrée de 0.3 bar. La fuite est réglée pour
obtenir un rapport de division d’environ 1/100éme.

L’appareil est relié & un enregistreur Servotrace 1 cm min—L.

Chromatographie en phase gazeuse couplée d la spectrométrie de masse. Le chro-
matographe est un appareil Girdel couplé 4 un spectrométre de masse Nermag
GC-MS R10-10B (Rueil-Malmaison, France). La colonne capillaire de 21 m de long
et 0.21 mm de diaméire interne est imprégnée d’un film d’Ucon 75 H 90,000 de
0.147 ym d’épaisseur. Le gaz vecteur est de I’hélium dont la pression d’entrée dans
la colonne est de 1.2 bar.

Technique de butylation
La butylation est effectuée selon la méthode proposée par Lambert et Moss?®
par action directe du réactif BF;-butanol sur les solutions butanoliques des diacides.
Dans des tubes de 5 ml bouchés €émeri, 100 ul de la solution butanolique de
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diacide 4 1 mg ml~* sont mis en contact avec 100 ul de réactif BF;-butanol et portés
a 100°C pendant 10 min.

Aprés refroidissement I’ester formé est agité au Vortex pendant 1 min avec
100 £l de chloroforme. Aprés 10 min de repos a la température du laboratoire, 'excés
de BF; est éliminé par lavage rapide a l’aide de 200 ul d’eau distillée. La phase aqueuse
est ensuite éliminée et la phase chloroformique séchée sur sulfate de sodium.

0.25 a 1 ul de la solution chloroformique sont injectés directement.

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Afin de déterminer les meilleures conditions de séparation, le comportement
des dibutylesters a été étudié a différentes températures. Les facteurs de capacité,
k’, ont été€ calculés en température isotherme et les indices de méthyléne en program-
mation de température. Ce calcul des indices utilisé avec profit pour I'’étude du com-
portement des stéroides??, des alcools & longues chaines®? et des sucres??, a été effectué
a I'aide d’une série de carbures saturés 3 nombre pair d’atomes de carbone compris
entre I’hexadécane et 'octacosane.

Ces différents résultats sont regroupés dans les Tableaux I et II; le Tableau I
concerne les diacides linéaires, ramifi€s ou insaturés ne portant pas d’autres groupe-
ments fonctionnels, le Tableau II les diacides porteurs d’un groupement hydroxylé

ou cétonique.
Dans chaque série un ou plusieurs dérivés ont été analysés en spectrométrie

de masse.

Dérivés linéaires, ramifiés, saturés ou insaturés: Tableau I
Les dibutylesters formés ne donnent qu’un seul pic sur les chromatogrammes.
Leur identité a €té confirmée par spectroméirie de masse. A titre d’exemple le specire

TABLEAU I

FACTEUR DE CAPACITE %’ ET INDICE DE METHYLENE DES BUTYLESTERS DE
DIACIDES SATURES LINEAIRES, RAMIFIES ET INSATURES

Nombre de C  Acides k’ Température  Indice de méthyléne
(°C)

2 Oxalique 0.333 150 16.442
3 Malonique 0.611 150 17.594
4 Succinique 1.037 150 19.066
5 Glutarique 1.924 150 20.000
6 Adipique 1.877 160 21.166
7 Pimélique 1.821 170 22.187
8 Subérique 2.581 170 23.235
9 Azéiaique 1.757 190 24.125
10 Sébacique 3 190 25.133
4 Méthylmalonique 0.444 150 16.781
5 Ethylmalonique 0.611 150 17.594
6 Méthylglutarique 1.653 150 19.733
4 Maléique (cis) 1.423 150 19.366
Fumarique (¢rans) 0.892 150 18.666

V]

Méthylmalé€ique ou citraconique 0.620 i50 19.500
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TABLEAU II

FACTEUR DE CAPACITE DES BUTYLESTERS DE DIACIDES HYDROXYLES ET
CETONIQUES

Nombre de C Acides k’ Température
(°C}

3 Tartronique *

4 Malique *

5 Hydroxy-2-glutarique 1.076 150
4 Hydroxy-2 méthyl-2-malonique  0.551 150
5 Hydroxy-2 méthyl-2-succinique 0.616 150

(citramalique)

6 Hydroxy-3-méthyl-3-glutarique 1.596 150
3 Oxomalonique 0.388 120
4 Oxaloacétique 0.666 12C¢
5 Oxo-2-glutarique 1.70 120
— Oxo-3-glutarique 0.750 120
6 Oxo-2-adipique 2.6 120

* Ininterprétable.

du bidutylester formé avec I'acide adipique a été comparé avec celui du dibutyl-
adipate commercialisé.

Leurs facteurs de capacité ou leurs indices de méthyléne montrent que ces
différents composés peuvent €tre aisément séparés sur ce type de colonne et dans les
conditions mentionnées (Fig. 1). Les temps de rétention augmentent avec le nombre
d’atomes de carbone et sont influencés par la structure des dérivés: les composés rami-
fiés ont des temps de rétention nettement inférieurs a leurs isoméres linéaires; I'ester
de V'acide fumarique dérivé trans, insaturé est moins retenu que son homologue
saturé le dibutyl succinate & la différence de son isomére cis, insaturé le dibutyl
maléate. Contrairement 2 ce qui a été observé sur d’autres colonnes (OV-101, OV-17,
EGS, NPGAS, Pacide méthylmalonique se sépare des acides malonique ou éthyl
malonique, ces deux derniers dérivés ayant par contre ici le méme comportement.

Spectre de masse du dibutyladipate (Fig. 2a). Le spectre de masse du dibutyl-
adipate formé par action du BF;-butanol dans les conditions décrites et celui d’un
dibutyladipate de référence, sont identiques.

On peut noter 'absence d’ion moléculaire ce qui est observé également dans
tous les dérivés €tudiés.

Le pic de base & m/e 129 est obtenu par rupture de la molécule en son milieu.
Par élimination d’une molécule d’eau cet ion donne naissance a I'ion mfe 111. La
rupture du radical (C;H,O*) entraine la formation d’un autre ion abondant m/e 189,
(M—73) comme dans le cas des esters butyliques d’acides monoccarboxyliques liné-
aires et ramifiés €tudiés par Choudhary et Moss!?, sans toutefois &tre le plus abondant.
En accord également avec les résultats de Choudhary et Moss les ions mfe 56 (C:Hg™)
et mfe 41 (C3Hs™) provenant de la rupture d’ions butyl sont observés.

La perte d’'un groupement butoxycarbonyl (C;H,0CO*) entraine la formation
de Iion m/e 101.
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Fig. 1. Chromatogramme des dibutylesters des diacides saturés. 1 = Oxalique; 2 = malonique;
3 = succinique; ¢ = glutarique; 3 == adipique; 6 = pimélique; 7 = subérique; 8 = azélaique;
9 = sébacique.

Ol ¢

-

Dérivés hydroxyles: Tableaw II

L’acide hydroxy-2-glutarique et les acides en C,, Cset Cs hydroxylés et sub-
stitués par des groupements méthyles donnent chacun, sur les chromatogrammes, un
pic bien isolé, identifié par spectrométriec comme étant un dibutylester, la butylation
n’affectant pas les groupements hydroxylés.

Les dérivés méthylés et hydroxylés sortent an voisinage de leurs homologues
non hydroxylés et par conséquent plus rapidement également que les dérivés linéaires
correspondant.

Par contre, dans le cas des acides tartronique et malique plusieurs pics appa-
raissent et seules de trés faibles quantités de butylester sont identifiées, les autres pics
étant constitués par des produits de dégradation.

Spectres de masse des dérivés hydroxyles linéaires (Fig. 2b). Les spectres de
masse des esters butyliques des acides tartronique, malique, hydroxy-2-glatarigue ont

été étudiés.
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Fig. 2. Spectre de masse du dibutylester de I’acide adipique (a), malique (b), citramalique (c) et
oxaloacétique (d).

L’ion m/fe 131 bien que peu abondant est caractéristique de la série. Il provient
de Ia rupture en ¢ du groupement hydroxyle qui donne naissance a 'ion
OH

I

CH-COO C.H,".

Les autres ions caractéristiques M—73, M—129, M—147, s’expliquent par
la perte d’un groupement butoxy suivi de celle d’un butyl puis de I’élimination d’une
molécule d’eau.

Spectres de masse des dérivés hydroxyles ramifiés (Fig. 2c). Les specires de
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masse des esters butyliques des acides e-isomalique, citramalique, hydroxy-3méthyl-3-
glutarique ont été étudiés.

La rupture en ¢ du C tertiaire est typique de cette série, on obtient ainsi I'ion
mfe 145 pour I'ester de I’e-isomalique et I'ion m/e 159 pour ceux des deux autres.

Cette rupture est suivie pour les trois dérivés de la perte d’un groupement
butyl pour former les ions m/e 89 pour le dérivé de I’acide a-isomalique et m/e 103
pic de base des dérivés de P’acide citramalique et de 'hydroxy-3 méthyl-3-glutarique.

Enfin, pour ces derniers, ’élimination d’une molécule d’eau explique la pré-
sence de I'ion m/e 85.

On peut encore noter I’abondance des ions C;Hy* ou C;H;O* (mn/e 57), C;H,*

(m/e 43) et C,Hs* (m/e 29).

Dérivés cétoniques: Tableaw IT
Les dibutylesters sont trés rapidement élu€s sur ce type de colonne et il faut

descendre & 120°C pour obtenir leur séparation et calculer leur &'.

En programmation de température de 100 a 200°C, on constate la dégradation
des acides oxaloacétique et oxomalonique, plusieurs pics précédent alors les dibutyl-
esters.

Specires de masse des dérivés cétoniques (Fig. 2d}. Les spectres de masse de
quatre dérivés oxo-2 et d’un dérivé oxo-3 ont été étudiés: les dibutylesters des acides
oxomalonique, oxaloacétique, a-cétoglutarique et e-cétoadipique d’une part, le
dibutylester de I’acide oxo-3-glutarique d’autre part.

Dérivés oxo-2. L’ion a mje M-101 observé dans tous les spectres de ces dérivés
sauf dans celui de 'ester de I’acide oxomalonique provient de la rupture d’un groupe-
ment butoxycarbonyl en ¢ du groupement cétonique. L’ion mi/e 101 résultant de cette
coupure constitue le pic de base de I'ester de I'acide a-cétoglutarique. Dans le cas du
dérivé de I'acide a-acétoadipique le pic de base m/e 115 correspond a I'ion

o
Il

C.H,O CCH,"*.

L’ion & m/e M—T71 observé dans le spectre de I'ester de 'acide oxomalonique
peut s’expliquer par le clivage d’'un groupement butoxy suivi d’un réarrangement a
double hydrogéne.

Les ions a mfe M—83 caractéristiques des dérivés de I'acide oxaloacétique et
de l'acide e-cétoglutarique semblent pouvoir étre expliqués par analogie avec le
butylester de Pacide a-cétopropanoique!®. Ces ions mije 175 et mfe 161 dans les
spectres de l’ester de P’acide a-cétoglutarique et I'acide oxaloacétique respectivement
seraient dus au clivage du radical CO C,H,* suivi par un réarrangement a double

O OH
I l
hydrogéne donnant d’une part I'ion C;H, O C-CH,-CH,~-C = OH™ et d’autre part
(0] OH
Il l
Pion CHy O C—-CH,~C = OH*.

Suite aux clivages donnant les ions M—71 ou M —83 Ia rupture d’un groupe-
ment butyl explique notamment le pic de base m/e 105 de I'ester de I'acide oxalo-
acétique.
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A noter encore dans ce spectre 'importance des ions m/e 57 (pic de base de
Yester de Pacide oxomalonigue) m/e 41 et mfe 29.

Dérivé oxo-3. Le pic 4 m/e M—99, de faible amplitude, est cependant carac-
téristique du dibutylester de I’acide oxo-3-glutarique. Il provient de la perte d’un
groupement butoxycarbonyl suivi d’un réarrangement & double hydrogéne. A partir
de cet ion nous obtenons les autres ions caractéristiques par perte d’un butyl ou d’une
molécule d’eau (mfe 103 et mfe 141) ou des deux 3 la fois (/m/e 85).

Le pic de base est constitué par I'ion CsHg* m/e 56.

CONCLUSION

Les dégradations observées pour certains dérivés hydroxylés ou a-cétoniques a
nombre d’atomes de carbones inférieur 2 C5 ont été dans certains cas signalées par
d’autres auteurs utilisant cependant une méthodologie différente®s. Malgré cette
limite, ’estérification par le BF;-butanol étant trés aisée, cette €tude montre qu’il est
facile selon les conditions opératoires choisies de séparer la plupart des dérivés dicar-
boxyliques sous forme de dibutylesters.
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RESUME

Le comportement chromatographique en phase gazeuse de 26 dérivés dicar-
boxyliques le plus fréquemment rencontrés dans les milieux biologiques, est exposé.
Aprés butylation par le BF;-butanol 149} (w/v), les esters sont séparés sur colonne
capillaire WCOT Carbowax 20M (11.5%).

L’identification des composés formés est effectuée par couplage avec la
spectrométrie de masse.

Leurs facteurs de capacité et leurs indices de méthyléne peuvent étre employés
pour prévoir leur séparation.
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