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CHAPITRE 1 

METHODES QUALITATIVE ET QUANTITATIVE ETUDIEES 

Il s’agit, comme nous l’avons dit précédemment, de la chromatographie des sels 
d’éthylamine d’acides gras. 

Ces sels ont été employés par Hiscox et Berridge [44] qui les séparent très bien 
à l’aide d’une phase mobile constituée de butanol et d’eau (en présence d’éthylami- 
ne) puisque les Rf obtenus sont les suivants : 

Acides 

Acétique 
Propionique 
Butyrique 
Valérianique 
Caproïque 
CEnanthylique 
Caprilique 

R 
f 

0,20 
0,31 
0,44 
0,56 
0,77 

0,91 

Nous avons adopté le même solvant : hutanol saturé d’eau (environ 100 ml de 
hutanol et 22 ml d’eau distillée) et la technique de chromatographique ascendante 
qui simplifie I’appareillage. 

En résumé, l’analyse d’une solution aqueuse des sels d’éthylaminc d’acides gras 
volatils comporte les opérations suivantes : 

Des gouttes de solution à aualyser sont déposées prL:s d’un bord d’une feuille 
de papier spécial. La feuille de papier est placée verticalement dans une atmosphè- 
re saturée d’eau de butanol et contenant des vapeurs d’éthylamine, et telle que le 
bord inférieur (près duquel on a déposé les gouttes de solution) plonge dans le sol- 
vant. Celui-ci chemine vers le bord supérieur en entraînant les sels avec une vitesse 
d’autant plus grande que leur solubilité y est plus grande. La feuille de papier 
après un séchage qui élimine solvant et éthylamine, subit deux traitements diffé- 
rents suivant que l’on veut effectuer une caractérisation et une simple estimation ou 
un dosage. 

Pour une caractérisation, les taches de sels sont révélées par pulvérisation d’une 
solution d’un indicateur de pH tel que le vert de bromocrésol et fixées par plastifi- 
cation si l’on veut conserver le chromatogramme. 
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Pour un dosage, les taches (non révélées) sont découpées et mises dans 10 cen- 
timétres cubes d’eau ; les sels s’y dissolvent. La variation de conductibilité crée dans 
l’eau par la présence de ces sels est mesurée nu pont de Kolhrausch. Comme les con- 
ductibilités sont proportionnelles aux concentrations, on peut, en utilisant un gra- 
phique construit spécialement, en déduire la teneur en acide de la solution initiale. 

1. - METHODE QUALITATIVE CLASSIQUE DE CHROMATOGRAPHIE 
SUR PAPIER 

Examinons en détail les divers stades de la méthode classique : 

Le papier : 

Le papier employé, du Whatman n” 1 « spécial pour chromatographie », est cou- 
pé en feuilles de longueur et de largeur nécessaires, puis reçoit les gouttes de solu- 
tion B analyser. Les spots sont placés de 2 H 5 cm du bord plongeant (par environ 
0,5 cm) dans le butanol saturé d’eau. Puisque la surface de la tache augmente avec 
le temps de développement et la quantité d’acide, chaque spot est séparé du suivant 
par 2 à 4 cm selon la quantité de matière à analyser et la durée de la séparation. 
Pour des séparations de faibles quantités (inférieures à une prise de l’ordre de 
1 . 10-G molécule-gramme), un papier de 25 cm de haut suffit ; pour de tr6s bon- 
nes séparations de grosses quantités (supérieures I environ 1 . 10-G molécule-gram- 
me), on utilise des papiers de 30 à 40 cm de hauteur. 

Les spots : 

Les spots sont formés sur ces papiers à l’aide d’un tube de verre étiré en capil- 
laire et contenant une plus ou moins grande quantité de solution aqueuse des sels 
d’éthylamine mesurée approximativement pour cette analyse qualitative. Lorsque le 
papier a reçu tous les spots, les bords latéraux sont rkmis par deux trombones OU 
deux aiguilles de verre, de façon à former un cylindre qui va reposer sur sa hase 
circulaire dans le fond de la cuve. 

La cuve : 

En chromatographie ascendante, nous n’employons que des cuves (20 X 25 X 48 
cn9) ou des bocaux de verre fermés hermétiquement, dans le fond desquels se trou- 
ve le solvant contenu dans un couvercle d’une boîte de Pétri ou dans une cuve h 
photographie (Figure 5). Dans lc fbnd de la cuve elle-même se trouve de l’eau sa- 
turée de butanol additionnée de 0,3 ti 0,5 cm3 de solution d’éthylamine à 33 % pour 
50 cm3 ; ce qui donne à l’intérieur de la cuve une atmosphère saturée d’eau et de 
butanol et contenant des vapeurs d’éthylamine évitant la dissociation des sels d’aci- 
-~~ 
des gras se trouvant sur le papier. 

A un certain moment, nous avons meme supprimé dans une de nos cuves la pha- 
se eau-saturée de butanol, pour nc laisser subsister que lc butanol saturé d'eau ct 
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additionné alors d’éthylamine. Cette 
phase est mise dircctcment dans le 
fond de la cuve ct la boîte de Pétri 
supprimée. Au sortir de la cuve, le 
chromatogramme doit, en raison de 
sa basicité un peu plus grande que 
dans le systtme a deux liquides, être 
skhé un peu plus longtemps OLI ré- 
vélé avec une pulvérisation un peu 
plus acide. Les séparations des dif- 
férents acides sont aussi bonnes que 
précédemment et l’on possPde l’a- 
vantagr d’avoir le fond de la cuve 

entiercment libre pour y  mettre de 
nombreux papiers. 

L’ascension du liquide dure de 
12 a 22 heures. 

Le séchage et la révélation : 

IA! papier est ensuite sorti de la 
CLIW cl séché à l’air libre pendant 
une heure environ. Ta révélation des 
taches reprt%enl:mt les différents 
sels d’acides gras SC fait par une fi- 
ne pulvérisation d’une solution de 
vert de bromocrésol de 0,s a 0,s r/a 
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FIGURE 5 

a) Butanol saturé d’eau 
b) Eau saturée de butanol 

/ 

dans éthanol-butanol v/v et additionnée de quelques milligrammes d’acide citrique 
ou lactique afin d’avoir un bon contraste de couleur entre les taches et le fond. On 
obtient alors de belles taches bleues sur fond jaune. L’identification des acides se 
fait pa.r la mesure du Rf ; mais comme ce Rf varie en particulier arcc les quantités 
d’acides employées, il est préférable de pratiquer cette identification en faisant 
courir sur le même papier un mélange connu de sels d’acides gras purs. On évite 
ainsi des erreurs et la mesure du Rf. 

Les différents Rf que nous avons trouvés lors de nos travaux sont donnés par 
le tableau suivant : 

Acide Acide Rf 
Rf de Hiscox 

et Berridge [44] 

Acétique Acétique 0,20 0,20 
Propionique Propionique 0,30 0,31 

Butyrique Butyrique 0,43 0,44 
Valérianique Valérianique 0,56 0,56 

Caproïque Caproïque 0,66 O,77 
CEnanthylique CEnanthylique 0,70 - 

Nous avons mesuré des Rf sensiblement égaux en remplaçant l’éthylamine par 
une autre base organique : la morphine et en utilisant la même technique et le même 
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solvant. L’atmosphère de la cuve contient alors des vapeurs de morpholinc, mais 
nous avons aussi essayé, avec succès, la séparation des sels de morpholinc dans une 
cuve contenant uniquement des vapeurs d’éthylaminc (dans une cuve préparée pom 
la séparation des sels d’éthylaminc). 

La plastification : 

Les chromatogrammcs ainsi obtenus possèdent un grave défaut représenté par 
leur mauvaise conservation : en quelques heures, tout le papier prend une couleur 
verdâtre et les taches ne se distinguent plus. Nous avons constaté que cette dispa- 
rition pouvait être retardée de quelques jours si l’on conservait cc papier comprimé 
entre deux plaques de verre. Cette méthode de conservation étant incommode et as- 
sez limitée dans le temps, nous avons été amenés h rcchcrcher une tcchniquc pro- 
duisant des chromatogrammcs exempts de ces défauts. La plastification donne de 
bons résultats. 

Aprés divers essais, nous avons adopté lc formvar (matibrc servant dans les la- 
boratoires de microscopic électronique à obtenir un film mince et transparent où 
est déposée la préparation à examiner) dissous dans différents solwnts tel que le 
dioxannc, lc chloroforme ou un mélange trichloréthyli~llc-chloroforlt~c (2 v/l vi. La 
solution se fait environ à 10 grammes dc formvar pour 100 cms dc solvant ct une 
goutte d’acide lactique (donnant à celte solution l’acidité néccssaiw à la conscrra- 
tion du fond bien jaune du chromatogramme). 

Le chromatogramme est enduit de ccttc solution de la façon suivante : UIIC ccr- 
taine quantité est répandue sur une plaque de verre en une surface égale à celle du 
papier à plastifier et sur une épaisseur d’environ 1 millimètre. Le chromatogrammc 
qui vient de subir la pulvérisation d’indicateur de pH est alors déposé sur cette cou- 
che, puis recouvert d’une seconde couche de solution que l’on étale uniformément 
avcç un pinceau très large par exemple. On laisse ensuite sécher le tout pendant 
une demi-journée environ à la température ordinaire. Le papier est alors détaché 
de la plaque de verre ; cette opération SC fait aisément si la. couche de solution dé- 
posée sur le verre était assez épaisse pour empêcher le papier dc coller au verre. 
On peut, pour éviter cet ennui, déposer auparavant sur le vcrrc un film de formvar 
bien sec, fait comme précédemment par évaporation de la solution chloroformiquc. 
On peut également employer une solution plus conccntrk en formvar, mais on ris- 
que fort de voir apparaître lors du séchage dc nombrcuscs bulles dans la matière 
plastiqua. 

Les chromatogrammes ainsi obtenus prPscntent des taches bien visibles avec le 
même contraste de couleur que lors dc la pulvérisation de la solution de vert de bro- 
mocrésol et cc pendant plusieurs mois (nous ne pouvons encore juger sur des an- 
nées puisque nos premiers essais remontent à six mois). Grâce à cette plastification 
intime de tout le papier, il est permis de comparer différentes analyses, faites à des 
intervalles de temps assez éloignés, de façon bien plus avantageuse qu’avec des 
chromatogrammcs, ou sur un fond uni et verdâtre, il ne reste que des surfaces dé- 
finies par le trait de crayon dont on les avait entourées immédiatement après leur 
révélation. 
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II. - METHODE DE DOSAGE PAR CONDUCTIMETRIE 

C’est sur cette méthode de séparation des sels d’éthylaminc que nous avons éta- 
bli notre technique de dosage par mesures de conductivité, basée sur le principe 
suivant : 

Considérons un électrolyte qui, mis en solution dans l’eau, lih6re plusieurs ions 
et l’ion j en particulier qui poss&de les caractéristiques suivantes : 

charge 6lcctrique (de l’ion-gramme) 

mobilité a une température déterminée (vitesse dans le champ élec- 
trique unité) 

concentration (en ion-gramme par unité de volume) 

On L:tnblit aist:ment la contribution de cet ion (gi ) à !a conductibilité de la solution : 

u ZZZ 
i 

c. * Yi * v. 

Pour l’ensemble des ions de l’électrolyte, la conductibilité réwltante (T est simplc- 
ment la somme : 

Cette formule n’est valable que pour des concentrations assez faibles qui sont jus- 
tement réalisées par la. dissolution dans 10 cms d’eau des sels contenus dans une tn- 
chc de chromatogramme ; elles sont de l’ordre de 10-4 molécule-gramme par litre. 
J,‘intérêt de cette formule se résume dans le cas de nos mesures en cette relation : 

LT== k, . c. 

qui exprime que la conductivité due & l’électrolyte est simplement proportionnelle 
à sa concentration. 

Mais il faut remarquer yu’il existe dans la solution d’autres ions que ceux for- 
més par les sels d’éthylamine : 

- ceux qui subsistent dans l’eau, même après une double distillation, 

- ceux qu’apporte le papier et dont la totalité ne peut être bliminle par plu- 
sieurs lavages successifs à l’eau hi-distillée, 

- ceux qui se sont rajoutés aux sels d’éthylamine malgré les précautions pri- 
ses au cours des différentes manipulations (en particulier I’tthylamine pro- 
venant de l’atmosphère de la cuve). 

Tous ces ions donnent à l’eau nne conductivité ri qui vient s’ajouter à celle des sels 

d’éthylamine, pour former la conductivité totale ot de la solution 

ut= u+ CT 
I 

Si l’on veut connaître c il faut calculer B+ et ui. NOUS 1~s obtenons h partir de 
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, rectangles de pa- 

pier donnant CI 
t 

pour le butyrate : 
papiers contenant 

le sel. 

a rectangles de pa- 
pier donnant CT 

I 
pour le butyrate : 
papiers t é m 0 i n 

( aucune goutte 
n’a été déposée 
au bas des ban- 

des) 

Découpage du papier permettant d’obtenir 

D tet la valeur correspondante oi 
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la mesure des résistivités de deux solutions obtenues de facon identique A cela près 
que les sels d’acides gras ne sont présents que dans l’une. 

Dans 10 cm3 d’eau bi-distillée nous plongeons un rectangle de papier c-t 
le sel d’éthylamine d’un certain acide, et dans 10 cm3 d’eau bi-distillbc provenant du 
même flaçon nous faisons plonger un rectangle de papier de mCmcs dimensions 
que le précédent, découpé sur la même feuille ct A la même hauteur, mais sur une 
trajectoire libre de tout sel d’acide. (Figure 6) 

L’appareil utilisé est un pont de Kolhrausch perfectionné, équipmn tr$fle h 
rayons cathodiques pour appréciation de l’équilibre. Il fournit avec une précision 
de 1 à 5 9% la résistance (cn ohms) de l’électrolyte prise entre ses deux électrodes, 
soit 

Rt 
pour la solution avec le sel d’éthvlamine 

rl 
R pour la solution avec les impuretés. 

I 

Les résistivités correspondantes sont proportionnelles : 

r ZZZ K 
t 2.w t 

r =K R 
I 2’ i 

la constante Fi2 étant caractéristique de la paire tl’~lcctrodes. Les conductivités étant 
les inverses des résistivités on a : 

1 1 1 
r = 
t 1 K'R 

t 2 t 

La conductivité duc an sel d’éthylaminc seul est : 

Comme la concentration est proportionnelle à 0, 

on a finalement la relation : 

on en changeant la constante : 

c=K. (ii-;) 

Cette constante K qui permet de calculer la concentration à partir de deux lec- 
tures Rt et R, faites sur le pont de mesure est déterminée graphiquement à partir 

I 
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de solutions témoins, elle est différente pour chaque acide et pour chaque tempéra- 
ture. 

Un ca,lcul classique montre que : 

l’erreur relative sur la concentration 

wt LIIIC fonction de l’erreur relative sur la mesure de R t 

et de l’erreur relative sur la mesure de R I 

suivant I:I formule : 

A c 

C 

A Ri 

R 
i 

A R A R 
t 

- . 

A c 
R 

R + ---ie Rt 
I 

t Ri 
_.~~_._ 

c 

-. . ..- Ri .~ Rt 

IA’appareil de mesure Philips donne LUI~ prkision de 1 à 5 /7c ,suivant la val~r de R, 
Inais pour simplifier les calculs qui suivent (et sans risque de les fausser), on peut 
admettre que : 

A Rt A Ri 
__~ -..- = -- = 

Rt 

et la formule devient : 

A c 
ou encore : 

C 

‘i 

A c 

C 

AR < ~ , 5% 
R 

A R Ri + Rt 
< -~ - -_---- 

R Ri - Rt 

A R 
2R 

<--- 1 + ---L- 
R Ri - Rt 

1 

Ri ct Rt étant toujours positifs et R. étant toujours supérieur h Rt, le rapport I 
2 Ht 

est minimum et tend vers zéro quand R tend vers l’infini, Cela met claire- 
-Ri- R / 

t 
ment en évidence que la précision du résultat est d’autant plus grande qac 13 est 

élevé et Q~C la différence Ri--R eyt Grande. Comme R est limité vers les valeurs 
t t 

inférieures par la quantitb de sels extraite du chrorn:ltoytrallIrne et le volume d’eau 
indispensahlc pour remplir la cure contenant les blcctrodes du pont de mesure, il 
f:lut augmenter Ri cn diminnanf autani que possible la quantité d’impuretés : d’ail 

la nécessitb de l’eau bi-distillée, du lavage préak~blc du papier et des prlcautians 
de manipulation du chromatogramme. 
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(b) 

FIGURE 7 

Découpage des taches sans disposition spéciale 

ta ‘IY;, p 
a ier témoin donnant la position des 

p c . 

(b) Papier à découper. 

Voici comment nous avons été 
amenés à modifier les divers stades 
de la méthode classique de chromato- 
graphie. 

Le papier : 

Le papier employk est du What- 
mari n” 1 « spécial pour chromatogra- 
phie », lavé h l’eau distillée, puis bi- 
distillée, pour le débarrasser des sels 
qu’il contient. Ce lavage se fa.it dans 
une cuvette en polyéthylénc (matik 
qui n’est pas susceptible de cédel 
beaucoup d’ions à l’eau ct au papier) 
et dure une demi-journée avec quatre 
ou cinq renouvellcrncn ts de l’eau dont 
on contrôle chaque fois la résistivité. 
1~ papier ainsi lavé est égoutté dans 
la cuvette même placée verticalement 
et plaqué sur le fond de celle-ci. Puis 
le papier es1 étendu à l’abri des pous- 
sières et séché soit à la température 
ordinaire, soit dans une étuve à 35-40” 
C. Malgré ces précautions, le papier 
contient toujours des traces de sels qui 
r\odifient la conductivité de la solu- 
tion servant au dosage. Il convient 
donc de réduire au minimum la sur- 
face de papier à découper et par sui- 
te celle des taches. Si l’on ne prend 
aucune disposition spkiale, il faut, 
connaissant la position de la tache, 
découper le papier de mani6re B lais- 
ser une marge de quelques millimétres 
autour de celle-ci pour Ctre sûr de ne 
pas couper les taches. (Figure 7) 

Une amélioration sensible consiste en un découpage préala]>lc du papier en I)~II- 
des étroites, ce qui a pour effet de limiter l’expansion des taches da.ns le sens trans- 
versal à leur dL;placement et de réduire la surface du papier & découper dans un 
rapport de 1/2 011 1/3. (Figure 8) 

Ida feuille de papier Whatman est découpée au rasoir cn bandes de 1 & 1,4 cen- 
timètre de large séparées par des intervalles de 0,5 centimétre sur la plus grande 
grande partic de sa longueur. La coupure commence dans le bas de la. feuille h cn- 
viron 3 centimètres du bord et finit à une hauteur un peu supérieure à celle que 
doit atteindre la tache possédant le plus grand Rf. Les spots sont déposés 1 cen- 
timètre plus haut que le bord inférieur de la coupure et sont de forme circulaire ou 
allongée. De cette manière, les taches empruntent toute la largeur de la ha,nde et 
après développement il ne reste à pratiquer qu’une coupure entre chaque tache. Ces 
taches étant plus étroites et par conséquent plus longues que précédemment, leur 
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(a) 

i 

bande témoin donnant la position des taches 

FIGURE 8 

/--- 

papkr a découper 

[a) découpage du papier en bandes (b) découpage des taches obtenues 

séparation demande à ce que les bandes soient parcourues par le butanol pendant 
un temps plus gra.nd. Ceci est réalisé d’une part en augmentant la longueur du chro- 
matogramme et d’autre part en laissant dans le haut de la feuille, le maximum de 
surface unie (sans coupure) qui, pour s’imbiber de butanol, crée dans les bandes un 
courant de solvant de durée plus importante que si la coupure allait jusqu’en ha,ut 
de la feuille de papier. 

Si la longueur de la feuille ainsi découpée est Iégkrement supérieure à celle uti- 
lisée habituellement, sa largeur peut être considérablement réduite ; par exemple, 
pour 10 spots il suffit d’une feuille de 18 centimètres au lieu de 25 centimètres. Le 
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même nombre d’analyses nécessite des feuilles d’encombrement moindre et une cu- 

ve plus réduite si on le désire. 

Dépôt et séchage des spots : 

La feuille ainsi découpée reçoit les diffbrents liquides à analyser. Pour chacun 
d’eux, les spots sont faits en plusieurs exemplaires : par exemple 3 ou 4 afin de 
permettre 2 ou 3 dosages et une révélation au vert de bromocrésol qui itidique les 
coordonnées des taches à découper. La pipelte employée pour le dépôt des spots 
est dans notre laboratoire, constituée par la colonne d’un thermomètre cassé dont 
on a coupé les deux extrémités et effilé l’une d’elles. Les graduations de tempéra- 
ture servent alors de graduations de volume aprk avoir étalonné la colonne à l’ai- 
de d’une autre micropipette. On mesure ainsi de trk petits volurnes de liquide : no- 
tre pipette de 22 centimètres de long possède 260 divisions et contient dans cette 
partie graduée 0,004 cm?. Le remplissage de cette pipelte se fait en créant une lé- 
gère dépression à la partie supérieure et le dépôt du liquide par aspiration du pa- 
pier lorsque relui-ci est mis en contact avec le bout effilé de la pipette. 

Dans de nombreuses techniques chromato~raphiques on utilise lors de cette 
opération un système de séchage (notamment air chaud ou infra-rouge) dans le 
but d’obtenir une manipulation aussi courte que possihle surtout si l’on doit dépo- 
ser un grand nombre de gouttes sur le même spot. Dans le cas des sels d’éthylami- 
ne des acides gras volatils de telles méthodes sont à proscrire, étant donné la vo- 
latilité et la faiblesse des acides ct de la base employés. Notre méthode conducti- 
métrique nous a permis de préciser les conditions suivantes qui réduisent au mi- 
nimum les pertes par dissociation et évaporation : 

a) Ne pas utiliser de courant d’air pour sécher les spots. 

b) Opérer en présence de vapeurs d’éthylaminc, obtenues en dtposant h en- 
viron 1 centimctre sous la feuille de papier Whatman une feuille de pa- 
pier filtre imbibée de solution d’éthylamine. 

c) Employer des solutions de sels qui ont reçu si possible un excès d’éthyla- 
mine aprt:s la neutralisation. 

La cuve : 

Le papier ainsi préparé est placé dans la cuve de séparation. Mais comme il ne 
possède plus la rigidité nécessaire pour former un cylindre tenant debout de lui- 
même, on le suspend à l’aide d’épingles à un pied en V contenu dans la cuve, OU 

mieux à un systCme de deux haauettcs de verre coincées ;I hauteur voulue entre les 
parois de la cuve. (Figure 9) 

La cuve contient toujours deux liquides : 

- Butanol saturé d’eau comme solvant. 
- Eau satur6e de bnta,nol + environ 3 % de solution d’éthylamine k 33 5% 

pour créer l’atmosphère hunlide et éviter la dissociation. 

Le séchage : 

Après un temps qui varie entre 18 et 22 heures, le solvant a atteint le haut du 
chromatogramme et le développement est terminé. Le papier est sorti de la cuve, 
égoutté et séché. Pendant ces opérations, il faut éviter d’une part de fixer des impu- 
retés sur le p.apicr et d’autre part les pertes par dissociation-évaporation des sels. 
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FIGURE 9 

Le pied en V 
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Les baguettes coincées entre 
les parois de la cuva 

a) Butanol saturé d’eau 
b) Eau saturée du butanol 

Avec un stkhagc à la température ordinaire et dans Ic Iaboratoire avec une atmo. 
sphère d’air calme, on obtient dans Ic dosage des résultats inconstants et toujours 

en dessous des valeurs que I’on devrait théoriquement obtenir comme le montre le 
graphique de la figure 10. Cc graphique a été tracé lors dc la mise au point de la 

méthode, en opérant avec des solutions de titre connu et constituées d’acides gras 
purs. 

Après avoir pris les précautions d&ji vues pour kviter la dissociation lors du 
dépôt des liquides sur le papier, nous avons rcrherché dans quelles conditions on 
pouvait éviter les pertes lors du séchage : le papier est transféré directement de 
la CLI~C dans une cage en verre de 36 X 4fI ,Y 66 cms contenant une atmosphère d’é- 
thylamine (il,!? cms de solution à 33 70 répandu dans le fond tic cette rage) ce qui 

évite la dissociation des sels. 

Le butanol imprégnant le papier s’évapore et au bout d’une heure environ le 

papier est presque sec. A ce moment, on atre la cage et on coupe les bandes témoins 
sur lesquelles on pulvérise le vert de hromocrésol et qui donnent les indications né- 
cessaires pour couper les autres bandes. 

On renouvelle l’aération de la cage aprk dix minutes et on mesure I’alcalinité 
du papier par dépôt d’une goutte de solution de vert de bromocrésol (à 0,s % dans 
éthanoI-butanol v/v) toutes les cinq minutes environ. Quand le virage 8~1 bleu de 
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FIGURE 10: 

: Importance des pertes lors de séchage en atmosphère non contrôlée 
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Acétate d’éthylamine : gouttes de 0,0017 cm3 de solution N/I0 dans 10 cm3 d’eau 

Conductivité obtenue en mettant les taches du chromatogramme dans l’eau distillée 

- Conductivité obtenue en mettant directement les gouttes dans l’eau distillée 
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FIGURE II 

Conductivité des solutions d’acétate d’éthylamine en fonction de la concentration 
et a différentes températures 

l’indicateur se fait a,ssez lentement, le papier qui ne contient presque plus d’éthyla- 
mine, est sorti de la cage. On peut également contrôler l’évaporation de l’éthylami- 
ne en mettant une certaine surface de papier dans l’eau distillée et en mesurant la 
baisse de résistivité toutes les cinq minutes par exemple. Il faut se débarrasser le 
plus possible de l’éthylamine pour ne pas gêner l’ionisation des sels lorsqu’ils se- 
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FIGURE 12 

Conductivité de solutions de propionate d’éthylamine en fonction de la concentration 
et A différentes températures 

ront mis en solution dans l’eau distillée et parce que sa répartition sur le papier 
n’est pas trks uniforme à fortes concentrations alors qu’elle est plus constante à 
doses infimes. 

Il faut aussi ne pas pousser trop loin le séchage, car la dissociation amène de 
nouveau des pertes. Ce séchage est I’opbration la plus délicate du dosage. 
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FIGURE 13 

Conductivité de solutions de butyrate d’éthylamina en fonction de le concentration 
et à différentes températures 

Dissolution des taches et mesure des conductivités : 

Toutes les manipulations Te font avec des pinces métalliques sauf pour les 
feuilles entikes dont on ne touche avec les doigts que les extrémités. Lorsque le 
papier est jugé suffisamment sec (environ une heure et demie après sa sortie de la 
cuve) on coupe les bandes d’après les indications fournies par les bandes témoins 
(on ne peut pulvériser du vert de bromocrésol sur les bandes servant au dosage, car 
la pulvérisation amène des impuretés réparties irrégulièrement et par conséquent 
m+ihles au dosage). Chacun des morceaux de papier obtenus est marqué au crayon 
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FIGURE 14 

Conductivité de solutions de valérianate d’éthylamine en fonction de la concentration 
et à différentes températures 

et mis dans un tube de verre contenant 10 cm3 d’eau bi-distillée (de conductivité 
environ 1 . 10-B ohm-1 cm-l). Les tubes de verre sont en pyrex, car le verre ordi- 
naire amène des ions en assez grande quantité et de façon très inégale. 

Les morceaux de bandes contenant les taches sont laissés en contact avec l’eau 
pendant quatre heures environ, au cours desquelles on fait subir aux tubes deux vi- 
goureuses agitations. Au bout de ces quatre heures, on mesure la résistivité des so- 
lutions, au pont de Kolhrausch, après les avoir bien homogénéisés par une nouvel- 
le agitation. Les mesures doivent se faire à température constante et exactement 
connue. 
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FIGURE 15 

Conductivité des solutions de caproate d’éthylamine en fonction de la concentration 
et A différentes températures - 

3 

L’appareil donne deux résultats : 

R la résistance de la solution contenant le sel d’un acide 

RT la résistance d’we solution contenant la même dose d’impuretés. 

1 1 
On calcule la quantité - - - 

( ) 

et en se renortant aux graphiques construits 
-; 

t Ri 
spécialement (figures 11 à i5), on en déduit la teneur initiale de la solution. 

On arrive avec cette méthode à un dosage qui dépend du soin apporté à limi- 
ter les pertes par dissociation, notamment lors du séchage du chromatogramme. Si 
celui-là a été bien conduit, les erreurs possibles par défaut ne dépassent pas 6 %, 
tandis que les erreurs par excès sont inférieures à 3 %. 
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La sensibilité de détection est de l’ordre de 8 . 10-S molécule-gramme. Un dosa- 
ge suffisamment exact demande une quantitk minimum de 5 . 10-T molécule-gram- 
me. 

Pour les quantités supérieures, nous sommes limités par le fait que les taches 
deviennent trop grandes et se séparent peu rapidement lorsque chacune d’elles con- 
tient un quantité dépassant environ 2 . 10-G molécule-gramme, 

Dans ces conditions, il convient, pour faire les spots, d’utiliser des liquides 
ayant une concentration en chaque acide comprise entre N/50 et N/2. 

Nous avons essayé d’éviter les erreurs dues SI la dissociation des sels en em- 
ployant LIIIC base moins volatile : la morpholine. La technique est exactement iden- 
tique : sels de morpholine séparés avec du butanol saturé d’eau sur papier Whatman 
no 1 et dans une atmosphère contenant de la morpholine. Mais cette base se fixe as- 
sez fortement sur le papier, pour l’évaporer il faut beaucoup plus de temps qu’avec 
l’éthylamine et l’on obtient des pertes équivalentes. 

Il est peut-être possible de trouver une base organique forte, non volatile et 
donnant une séparation chromatographique facile, ou d’employer les sels de sodium 
ou de potassirun h condition de posséder un solvant les séparant convenablement. 
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CHAPITRE II 

---~- -....- 

APPLICATIONS PRATIQUES A QUELQUES TYPES . 
DE FERMENTATIONS 

Nous allons examiner dans ce dernier chapitre quelques analyses d’acides gras 
vala,tils en provcnancc de diverses fcrmcntations dont l’étude peut bénéficier de 
cette méthode d’analyse. 

Dans ces divers exemples, Ic procwsrw d’isolement des acides gras volatils est 
toujours le mkne : 

Ida matière ronlenant les acides gras est pesée, mise dans un ballon de verre, 
additionnée d’un certain volume d’eau et d’acide sulfurique. Il est nécessaire d’aci- 
difier avec LUI acide fort en exck afin de déplacer tous les acides gras volatiis 
de leurs combinaisons et d’avoir un dosage de l’acidité volatile totale. En effet, 
dans les fermentations telle que la fermentation méthaniquc, c’est la. quantité tota- 
le de sels d’acides gras volatils qui conditionne le volume de gaz produit. [45] 

Après un contact d’au moins 24 heures et quelques agitalions, la matière est 
portée à l’ébullition et le distillat recueilli par fractions de 100 cm” ordinairement. 

-- Si l’acidité volatile est forte (distillat de titre supérieur à N/50 en chaque 
acide), une partie du distillat est additionnée d’un excès connu de solution d’éthyla- 
mine et la solution de sels ainsi obtenue est analysée qualitativement, puis quanti- 
tativement par chromatographie. 

-- Si l’acidité volatile est faible, Ic distillat est neutralisé par un excès de po- 
ta,sse, concentré par ébullition et la liqueur alors obtenue est acidifibe par de l’acide 
sulfurique et redistillée presque jusqu’à sec. La solution conçentrke d’acides est com- 
me précédemment neutralisée avec de l’éthylamine et soumise à l’analyse. 

Les produits suivants ont été analysés : marcs de raisin, vins, fermentations d’a- 
midons et de paille, ensilages, eaux rkiduaircs et résidus de fermentation mcthani- 
que. 

MARCS DE RAISIN : 

Les marcs de raisin subissent comme hcauroup tic tlkhcts vég6tnux des fermcn- 
iations les rendant très acides (et bien souvent inutilisables). 

Nous en avons analysé divers échantillons. 

-- Deux marcs au cours d’une bonne fermentation présentent UIIC g:~mne de 
5 acides : acétique, propionique, butyrique, valérianique et caproïque avec prédomi- 
nance acéto-bu tyrique. (Photo 1) 
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Le dosage conductimétrique a donné les résultats suivants : 

TARLEAU II 

ACIDE DISTILLAT 

Acétique. . . . 1,40 0,90 

Propionique . . 0,51 0,36 
Butyrique. . . . 1,72 1,32 

Valérianique . 0,45 0,36 

Capro’ique . . 0,31 0,20 

Dosage (en qrammes) des acides gras volatils dans les différentes fractions 

du distillat recueilli à partir de I kq de marc, dont l’humidité est de 55.6 y0 
scii 444 g de matière sèche, add’itionné de 1,5 litre d’eau et distillé à vo- 

lume constant. 

Ier d’e 2 1. 2’ de I 1. 3' de l 1. 4" de 1 1. Total 

0,53 
traces 

0,Ob 

traces 
traces 

0,40 3,23 

0 0,87 
0 3,lO 

0 0,81 
0 0,51 

Dosage (en grammes) des acides gras volatils dans les différentes fractions 
du distillai recueilli à partir de ID0 g de marc dont l’humidité est de 50 y0 

soit 50 g de matière sèche, additionnés de 0,5 litre d’eau et distillés à vo- 

lume constant. 

ACIDE 
/ 

DISTILLAT 

Acétique. . . , 0,lO 
Propionique . . 0,06 
Butyrique. . . 0,13 
Valérianique. 0,06 

Caproïque traces 

Ier de 150 cm2 2" de 853 cm3 3’ de 500 cm:< Total 

0,32 

0,I l 
O,l4 

traces 

0 

0,lO 
traces 
traces 

0 

0 

0,52 
0,17 

0,27 

0,06 

traces 

Comme dans la chromatographie de ces sels d’éthylamine, le formiate se con- 
fond a.vec l’acktate, nous avons pratiqué une séparation des hydroxamates dans la- 
quelle acide formique et acide acétique son’r SS l’origine de taches bien distinctes. 
Nous n’avons décelé aucune trace d’acide formique. 

- Deux autres marcs, plus vieux, de Ph plus élevé ct présentant un taux d’hu- 
midité (26 et 35 5%) tribs inférieur, ne contiennent plus que de l’acide acétique et des 
trac.es des quatre autres acides. (Photo 2) 

Au cours du vielllissement, les acides ont disparu soit évaporés, soit conwm- 
més par des moisissures secondaires. 

VINS : 

Aussi bien dans un vin tourné que dans un vin sain dont nous a,vons extrait les 
acides gras volatils, nous avons trouvé de l’acide acétique accompagné de traces 
d’acides supérieurs : C,, C,, C,, C,, C, (Photo 3) ; dans le vin tourné l’acide acéti- 
que est naturellement en quantité plus importante que dans le vin normal. 
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