
ANALYSE, PAR CHROMATOGRAPHIE!, EN PH.&k GAZE&E, 
DES ACIDES ORGANIQUES l@GETAUX 

L%rtxm des acidcs organiques comptant de deux ik six atomes de carbone par mokule, 
p&enteuntrksgrandintM!tenBiologie. Ccsacidesinterviennentene&tdanscert&ns 
7 m6taboliqlles t&8 importants: cycle respiratoire de8 acides trkarboxylique& 
“shunt” glyoxylique, etc. De nombrewes rkctions du m6tabolisme intcmxdke (trans- 
aminatio~~, biospthbe dcs asides gras) font &alement intervenir des acides a-&oniques ou 
/3-hydroxylks. Une m&hode simple, permettant l’analyse rapide des acides organiques d’un 
tissu ou milieu quelconque, rendrait 6videmmen tlespl~grandsserv&s. 

Pltieurs technique5 chromatographiques ont d&I &6 proposk pour rkoudre ce prob- 
l&me: les m&kksqwwztitatives rklisent P&&ion progressive des acides hors d’une c&me 
de &sine khangeuse d’ions’ ou d’uw colonne de gel de silk2 Les chromatographies sur 
papier’ ou sur wuche mince de S&e4 ont surtout 6t4 employ&~ pour l’ident~cution des 
acides s&park au prkkble par chromatographie sur colonne. Il nous a paru intQessaht 
d’appliquer la chromatographie en phase ga2euse A Mtude de3 acides organiques m6thylcS. 
CettetechaiqueIw6senteeneffetdenombreuxa~~:nrpiditC,~~~~~~~ 
&v&.... 

Plusieursaut6ursontannonc4rWmment5-* quela&pawiond’estemd’acidcsorganiques 
parchromatographiccnphasegazeusc 6tait rklisable. Now nous -dol=prom 
d’appliquer la m&ode A lVtude d’extraits v&g&aux, de voir si elk &it mble 
d’applications quantitatives et si lcs r&&at8 foumis par cctte nouvelle technique s’acwr- 
daientavecceuxdonnkparlesprocMsdVtudeclassiques. 

Chromutographk qualitative d’e.sters dthyliques tbnoim 
Tous~~o~q~~~~~~~del’acidcpyruviqne~l’acldt 

citriqlle; peuvent &tre &romatographi&, sous forme d’esters m&hyliqucs, sur une phase 
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statjonnaire polaire: butanediol -suc&late polymkis6 (polyester de Craig), par exemple. 
L,e temps de r&e&on d’un ester est d’autant plus grand que son point d’tbullition est phi 
Clerk (Tableau 1). Nous avons choisi d’opkrer B plusieurs temp&atures, chacune permettant 
la chromatographie simultan6e de cerkins groupes d’esters. A 120”~150”, on peut chro- 
matographier un premier groupe d’esters allant du pyruvate de m&hyle au glutarate de 
mcthyle (Fig. 1). Les esters plus lourds (jusqu’au citrate de mtiyle) sont mieux &udi&s ik 
200”-220”. 

Tdelacoloime 
-m6thytiaus9 T” d%bul- , . 
dkcidccqplliqw lition 120” 150” 2w 

Nous nous sommes particuli&rement attach& au comporkment chromatographique du 
pyruvatedem6thyle.KursisetVishwakarma7avaient d6j~signal~quelesacidesa+a5toniques 
ont un comportement assez irr6gulier: ainsi l’acide oxalac&ique m&hyU donnait 3 pits sur 
leufs chr6matogrammes. Nous avons constat6 que l’acide pyruvique, m&thy14 seul, donnait 
~uventdeuxpicssurLeschromato~~~,lesecond~tlemtmetempsderttention 
que le glycolate de m6thyle pig. 1). M6thyl6 en m6lange avec d’autres acides organiques, 
l’acide pyruvique ne donne parfois, sur les chromatogrammes, que le deuxke pk. 

Si le melange B s&parer contient ii la fois des esters d’acides inf&kurs (pyruvique, gly- 
colique, etc.) et d&ides plus lourds (glyckique, citrique, etc.), la progmmmation de la 
tempkature, en tours de chromatographie, de 80 & 23O”C, par exemple, permet d’obtenir 
d’excellentes s&arations (Fig. 2). 



Fbo. 1. chromaa d’cstmm&hyliqucad’acide8organiqu#s~. (co;Lonpecnlsiton: 
3m&longumr-~&‘“pouce”dediam&reint6rieut. PlIascstationnain:~ 
(2o%calpoids)alrchKmomb whexmet4~~(6ombsh). chvazt8ur:amte. D&it: 
3 l/h. Temphture: 12vc. DkCtW~iCXliWi~dCflamme.) 

Nature des pits: l:pyruvate+2:Wate-3:&colate et dcmibe pit du pyruvatc-4: oxalste-S: 
fumaraM:_. S:solvllnt : mkthanol. 

Chromatographh quaiitatives &esters #ad&s extraits de vdgetaux 

Nous avons wnstati que la chromatographie en phase gazeuse permet l’identhation des 
principaux acides organiques extraits d’un organe v&&al, par comparaison’dcs temps de 
rhtention des esters des acides inconnus avec les temps de r6tention d’esters timoins. Nous 
prkntons cidessous les rhltats obtenus sur trois extraits v6g6taux. 
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FKL 2. Chromatognnmc d’un mklanga dbtam mbthyliqw~ d’acidcs grltanisues ‘v-y 
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l-auaxw(20%eulpoids~slIrdmnnosol6 w(6&80me&~ c+azvectrorr:h6lium: 
D&it: 3 l/h. Temphtureprolpammca de75B235~C,au~de4”Clmm. D6ttchr:catluuo- 
m&m. (Apparcilldoublecolorw.) 

Natmw des pits: 1:~~2:lactatb3:oxalatb4:~~S:~~:maltatb7:mal- 
atc-8:glycerate-9:citrate-lO:i.9ocitrato. 

Nous avons d’abord corn@ le chromatogramme (obtenu dans un sys@me HGum- 
Polyester) des esters ntkhyliques des acides organiques extraits de 100 g de pulpe de pommes 
Calvik avec le chromatogramme r&u&ant d’une t!lution progressive des acides du n&me 
extrait, hors d’une colonne de r&sine anionique, selon la m&hode de Huhne et Wooltorton 
(Les SUM 6ht6es hors de la colonne de r&sine ant 6t6 identi.t%es par chromatographie 
compl&nentaire sur papiera) 

La comparaison des deux chromatogrammes montre que les rtkltats fournis par les deux 
mt5thode.s sent concordants (Fig, 3). L’acide malique, dans les deux cas, forme plus de 99 % 
de la masse des acides totaux. Les acides secondaires (citrique, succinique) mis en &idence 
parchromatographiesur~nesantretrou~parI’analyseenphase~ al’exceptiondes 
acides cycliques quinique et shikhmque. Quelques traces d’esters suppl6menGms sent 
d&ctksparlanouvelletechniqueexp6rhuent6e. Nousavonsv&if%que,dansnosconditions 
exp&imentales, du malate de m&hyle t&nom, inject.6 seul, ne donnait aucun pit parasite en 
coursd’analyse. 

U~~~comparaisona~surIcs~or~~~~dansltsfeuillesde 
chata@er. Les acides ont etC extraits de 10 g de mat&e f%che, successivement par l’alcool 
puisparl’eau.~extraitsaqueuxetalcooliqueont~diviscs endeuxfractions &gale8 quiont 
&6 analysks par chromatographie sur colonne de gel de Silice, dune part, (selon la m&ode 
de Bovez), par chromatographie en phase gaxeuse apr&s mCthylation pAlable, d’autre part. 
La Fig. 4 prknte les chromatogrammes des acides ou esters de l’extrait aqueux obtenus par 
les deux techniques. Dans les deux cas on n’observe pratiquement qu’un pit correspondant a 
l’acide oxalique L’acide 6hu5 hors de la colonne de gel de Silice a 6t6 rechromatographi& sur 
papier; cctte analyse compl&uentaire con&-me bien qu’il s’agit d’acide oxalique. La Fig. 5 

9J.J.~~D~~.,paris,Facult6~~64~~.(1963). 
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permet la comparison des chromatogrammes da acides ou esters de l’extrait alcoolique des 
feuilles de chat&ner, obtenus par les deux m&&es. Les r&&tats sent c0ncordants. Lcs 
principaux a@ies identiBs: succinique, malonique, OMque, maliqw citrique se retrowent 
dans Ies w chromatogrammes. Quelques acides suppl6mentaires sont mis en &idence par 
la chromato&raphie en phase gazeuse. 

Chromatographies qtmntitives d’esters t&wins 

Le~quantitativeb,ont~faitessurlecbromato$rapl#oo~c~C.G.l, 
& dkcteurpar ionisation de flamme. La phase static utiwe&aitlepolyesterdeCraig 
adsorb6 sur du Chromosorb W silanid (20 g de phase stationnaire pour 80 g de support; 
diam&re des particules: 6040 mesh). Le gaz vecteur,est 1’Azote. 

Un &alonnage syst6matiqu.e de la r6ponse de d6t.ecteu.r en fonction de la quantit6 d’ester 
inject&z dans l’appareil nous a montrk 1. Que la r6ponse de d&cteur6taitlin6airepourles 
dii%rents corps &udit%, dans la gamme de concentration 0,l B 1 pg; 2. Que la rt5ponse du 
d~pourunem&nequanti~injccteevariaitenormemcntaveclalnaturedel’esterd’acide 
organique analysk La fig. 6 p&se& le faisceau de droites exprimant la variation de la r6ponse 



du dhcteur (meeurk par la surface du pit chromatographique) en fonction des qua&t& 
d’estersinjecthdansl’appareiL Onwnstateqnec’estpourItsesterrrd’acidestrcsoxygcncS 
qw,~d~cstlemoinssensible,~qquiestenbonaccordaveccequel’onsaitdes 
mkanismes de l%misation des molhles organiques dans une ilamme.. 

Les analyses quantitatives de m&nges d&ides organiques m&thy&? ensemble puis 
chromatographiCsenphase~~,doiventtenircompte&la~nsediffQentedudCtecteur 
pour chacque ester. Les surfaces mesurh sont c~rri&es avec hide du graphique comme 
dans le calcul suivant (Tableau 2) : 

oxalatedcm&hyle 30 30x=-90 
184 

30 33,3 

-dew m mx~=ioo 386 33,3 33,3 

SucgnrrtedOmEth~lC . 110 11oxg - 110 3697 33,3 

Le Tableau 3 phentent les r6sultat.s d’analyse de deux m&hges types. On constate que 
l’accordestsatisfaisantentrelesponrcentageed- par chromatoglIlphie et lea pour- 
centages calcul&~ d’apr&s les poids des acides organiques mhng&s. L’estimation des quan- 
tit& absolues d’acides soumis glamCthylationaCtCfaitedanarlecaadurn~~~~~~ 
en injectant sur la colonne des qua&t& wnnues d’esters thoins, immUatement aprh les 
analyw. ~rCsnltatgo~~montrentquelamCthylationpeutetreconsidQCecommetotrrle 
et que I%lution hors de la colonne est quasi-complhte. Les dosages par chromatographie en 
phase gazeuse semblent-cependant,pourlesdeuxacideslourda (malique,citrique),l&rement 
incorrects par defaut. 

x-P=-- 
, 3 %M 

exp6rkm No. d’rrgalrh 
, , poidsd’adde~ 

1 2 3 MoJllerme- 
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Dosage & hc#k oawliqwpr~t dims ies extraits de Chatatgner 

Les quanti+s d’acide oxalique phelltes dans les cXtraits aqueux et alcoolique de cinq 
grammes de feClles de chataiguer ont 6tt5 do&s par la soude (0,Ol N) lors des dmmato- 
grapbies sur gel de Silice. Le m&me dosage a etc fait par chromatographie en phase gazeuse: 
pour cela nous avons cornpar la surface du pit d’oxalate de mhhyle obtenu sur les chromato- 
grammes des extraits m6thylcS avec la surface du pit donn6 par I’injection d’une quantiti 
COMW d'oxalate de m6thyle tknoin. Le Tableau 4 permet la comparaison des r6suhat.s 
fournis par les deux m&odes. L’accord est satisfaisant. 

TABLWJ~ DCSAGBDEL'ACIDEOXUQIJEDANSLFSFWLLPS DBCHAT&NER 

Quantitid’aci&oxaliquepour5gdcmatike5akhc 
, ? 

s 

egr 
DosaoeppT-~m 

~-cmg) 
desilkx I \ 

Extrait No.1 No. 2 No.3 Moyeaw 

z 2295 1= 21,s 98 264 113 2u 1w 2&l 145 

CONCLUSIONS 

Pour l%ixde des a&es organiques des veeetawr, la chromatographie en phase gazcuw 
nous aerobic wnstituer une m&&ode complhentaire inUressaute. Les d&ermiuations 
qualitatlvespermisesparlesmttho~classiquespewmt~~ais3ementparce#e 
technique. Le contr8le des rhltats quautitatifs foumis par les dosages classiques est 
t5galement possible mais il importe d’estimer avant chaque dosage la rhponse de d&ecteur 
pour des qua&t&s commes d’esters timoins. Cette ~tponse varie en cfkt avcc les conditions 

exphrimentales (temp&ature, &bit, rbglage de la hmme dans le cas d’un d&c&u h ioui- 
sation de flamme) et avec la nature de l’ester d’acide organique 6lu6. 

PARTIE BXPBRIMENTALE 

M?thylation &s aci&s organiques 

Deux IWKXICS de mbhylai011 ont &5 employ&~. La premih cousiste h dissoudre les 
acides dans un exc& de m&hanol; on ajoute ensuite quelques mg d’aci& paratoidne 
sdfe et la m6thylation est r&We par 6bullition deuce sous reflux pendant deux hews. 
La solution est ensuite umcentrk sous vide. 

La seconde m&ode cousiste B dissoudre lee acides (20 mg) daus un ex&s (2 ml.) de 
m&hat101 contenant du t&luorure de Bore en solution. Nous_avons utilis6 la solution com- 
mezciale four& par Applied Science Laboratories (125 g BFJ/I de mt5thnol). Lamkhylatiou 
est poursuivie pendant uue nuit h la temphature du laboratoire et la solutiou peut &tre 
inject& dkctement dans le chromatographe. Cette seconde m&ode, plus deuce que la 
p&%dente, nous pa&t p&f&able. C’est celle que nous avous employk pour les analyses 
qualltitztives. 
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Extractbn &?s ad&s organiques c&s lx?gdtau.x 

(a) Acid& organiques des pommes. La mdthodc d’extradon employ& a 6t6 d&rite en 
d6tailparMachekg 1oOgdepulpesont~~parI’~olcthyliquebouillant. Apr&sbroyage, 
une premi&re extraction est faite par l’alcool de fixation, ajusti avec & l’eau a 60 “Beaum6; 
le broyat et le solvant sont agiGs ensemble pendant un quart d’heure. Une deuxi&ne extra 
tion du r6sidu, a l’eau neutre, compl&te la prkklente. Une troisi&ne extraction du rkidu, en 
prkence d’Amberlite IR 12OH acti& permet d’obtenir un troisi&ue extrait aqueux acide. 

Les trois extraits m&r&s sont pas& successivement sur r&sine Amberlite IR 12OH, puis 
sur r6sine Dowex 1 x 8, sous forme a&ate. Les acides organiques ont && Utu!s ensemble de 
cette colonne par l’acide formique 6 N lorsqu’on voulait dtudier ces acides par chromato- 
graphic en phase gazeuse. L%lution progressive des divers acides par plusieurs solvants - 
acideac&ique2,5N,acideac&ique6N,acideformique6N-a6t6rMis$eselonlatechnique 
de Huhne.’ 

(b) Acides organiques des fetcilles de Chataigner. Les feuilles ont ctc pr&lev&s sur des 
arbres ayant soufkt d’une forte chlorose calcaim. -Fixationetextraction:LesprocMsde 
Gxation et extra&ion des acides organiques sont ceux d&its par Leroux et Mme C Lesaint.l” 
10 g de feuilles fralches sent 8x6s par l’alcool a 95” bouillant. Apr&s broyage on pro&de a 
deux extmctkms alcooliques (une premikre extraction it Mcool a 80” et une deux&ne avec 
l’alcool a 60” Beaume). une derni&e extraction est faite il l’eau permutk addition& de 
r&sine cationique (Dowex 50 sous forme acide). Dans cet extrait aqueux on recueik la 
fraction~acidesorganiques~~danslev~so~formede~~lubles(o~~& 
calcium en particulier) qui sent lib&& par lkction de la r6sine. La chromatographie a ctt 
ftite sur les extraits alcooliques et sur I’extrait aqueux s6pardment. 

Purikation des extraits: Les extraits, alcoolique et aquew sont pa& sur une r&sine 
anionique (Amberlite IRA 400 sous forme COS-) qui Ike les acides organiques. Ceux-ci 
sont &h&3 avec une solution de Carbonate d’ammonium normale. L%luat est concentr& au 
ballontournant~~videetBune~~~einfcrieute~4ooC. 

Chromatographie : la Chromatographie sur gel de Mice a ctc r&alis& suivant la technique 
de Bov6 et Raveux.2 Les acides organiques sont Clu6s par des m&urges de chloroforme et de 
Butanol tertiake sat&s par So&, 0,5 N. On utilise 5 m6langes B pourcentage croissant 
de Butanol(8 x-13 x-20 x-28 x-35 “A. L’efIhtent est mcueilh par fraction de 4 cm.3 

Lefait&recueillirdesfractions&4~3au~~&2cm3commecelarsefaithaBituelle- 
ment ne nuit pas a une bonne &pa&ion des acides (Jolivet, Charg6 de recherches INRA - 
Communication personnelle). 

Les acides 6lu& sent tit& par NaOH @,Ol N) en pr&ence de rouge de ph6nol. Pour 
chaquepiclesfracti~oorrespondantessont~~etutili~pouridentifietlesacidespar 
chromatographie sur papier ou en couche mince (couche mince de cehulose: poudre de 
dlulose M N 300 G de Machcrcy, Nageli% C.). Les rkctifs utilis&s pour la r&elation sont 
ceux indiquds par Pa&ova et Munk.11 

10 M. L. RorJ& et LzsArNT (rvlme C.), Ann. Fhysiol. V&r. 1, M-!M (1949). 
11 hRINA PMKOVA et v. MUNG J. chfomudog. 4,241-243 (lrn. 


