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CHAPITRE I

METHODES QUALITATIVE ET QUANTITATIVE ETUDIEES

11 s’agit, comme nous I'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 trés bien
a Paide d’une phase mobile constituée de butanol et d’eau (en présence d’éthylami-
ne) puisque les 1:{f obtenus sont les suivants :

Acides Rf
Acétique . 0,20
Propionique 0,31
Butyrique 0,44
Valérianique 0,56
Caproique 0,77
(Enanthylique —
Caprilique 0,91

Nous avons adopté le méme solvant : butanol saturé d’eau (environ 100 ml de
butanol et 22 ml d’eau distillée) et la technique de chromatographique ascendante
qui simplifie Pappareillage.

En résumé, I'analyse d’une solution aqueuse des sels d’éthylamine d’acides gras
volatils comporte les opérations suivantes :

Des gouites de solution a4 analyser sont déposées prés d’un bord d’une feuille
de papier spécial. La feuille de papier est placée verticalement dans une atmosphé-
re saturée d’eau de hutanol et contenant des vapeurs d’éthylamine, et telle que le
bord inférieur (prés duquel on a déposé les gouttes de solution) plonge dans le sol-
vant. Celui-ci chemine vers le bord supérieur en entrainant les sels avec une vitesse
d’autant plus grande que leur solubilité y est plus grande. La feuille de papier
aprés un séchage qui élimine solvant et éthylamine, subit deux traitements diffé-
rents suivant que Pon 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 '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
Peau par la présence de ces sels est mesurée au 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.

I. — 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 recoit les gouttes de solu-
tion a analyser, Les spots sont placés de 2 &4 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 4 4 cm selon la quantité de matiére & analyser et la durée de la séparation.
Pour des séparations de faibles quantités (inférieures 4 une prise de l'ordre de
1 . 10-6 molécule-gramme), un papier de 25 em de haut suffit ; pour de trés bon-
nes séparations de grosses quantités (supérieures i environ 1 . 10-6¢ molécule-gram-
me), on utilise des papiers de 30 4 40 cm de hauteur.

Les spots :

Les spots sont formés sur ces papiers 4 I'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 recu tous les spots, les bords latéraux sont réunis par deux frombones ou
deux aiguilles de verre, de facon a former un cylindre qui va reposer sur sa bhase
circulaire dans le fond de la cuve.

La cuve :

En chromatographie ascendante, nous n’employons que des cuves (20 X 25 X 48
cm?) ou des bocaux de verre fermés hermétiquement, dans le fond desquels se trou-
ve le solvant contenu dans un couvercle d’'une boite de Péiri ou dans une cuve a
photographie (Figure 5). Dans le fond de la cuve elle-méme se trouve de l’eau sa-
turée de butanol additionnée de 0,3 4 0,5 cm? de solution d’éthylamine a 33 % pour
50 cm3 ; ce qui donne i Vintérieur de la cuve une atmosphére saturée d’eau et de
butanol et contenant des vapeurs d’éthylamine évitant la dissociation des sels d’aci-
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des gras se trouvant sur le papier.
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A un certain moment, nous avons méme supprimé dans une de nos cuves la pha-
se eau-saturée de butanol, pour ne laisser subsister que le butanol saturé d’eau et



additionné alors d’éthylamine, Cette
phase est mise directement dans le
fond de la cuve et la boite de Pétri
supprimée. Au sortir de la cuve, le
chromatogramme doit, en raison de
sa basicité un peu plus grande que
dans lc systéme a deux liquides, étre
séché un peu plus longtemps ou ré-
vélé avec une pulvérisation un peu
plus acide. Les séparations des dif-
férents acides sont aussi bonnes que
précédemment et Pon posséde I'a-
vantage d’avoir le fond de la cuve
entiérement libre pour y mettre de
nombreux papiers.

I’ascension du liquide dure de
12 & 22 heures.

Le séchage et la révélation :

I.e papier est ensuite sorti de la
cuve et séché a Pair libre pendant
une heure environ. La révélation des
taches représentant les différents
sels d’acides gras se fait par une fi-
ne pulvérisation dune solution de
vert de bromocrésol de 0,3 a 0,5 %

91 —

FIGURE 5

a) Butanol saturé d'eau
b} Eau saturée de butanol

dans éthanol-bhutanol v/v et additionnée de quelques milligrammes d’acide citrique
ou lactique afin d’avoir un bon contraste de couleur entire les taches et le fond. On
obtient alors de belles taches bleues sur fond jaune. L’identification des acides se
fait par la mesure du Rf ; mais comme ce Rf varie en particulier avec les quantités
d’acides employées, il est préférable de pratiquer cette identification en faisant
courir sur le méme 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 R Rf de Hiscox
et Berridge [44]
Acétique 0,20 0,20
Propionique 030 0,31
Butyrique 0,43 0,44
Valérianique 0,56 0,56
Caproique 0,66 077
CEnanthylique 0,70 —

Nous avons mesuré des Rf sensiblement égaux en remplacant ’éthylamine par
une autre base organique : la morphine et en utilisant la méme technique et le méme
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solvant. L’atmosphére de la cuve contient alors des vapeurs de morpholine, mais
Nnous avons aussi essayé, avec succes, la séparation des sels de morpholine dans une
cuve contenant uniquement des vapeurs d’éthylamine (dans une cuve préparée pour
la séparation des sels d’éthylamine).

La plastifieation :

Les chromatogrammes ainsi obtenus possédent un grave défaut représenté par
leur mauvaise conservation : en quelques heures, toul le papier prend une couleur
verditre et les taches ne se distinguent plus. Nous avons constaté que cette dispa-
rition pouvait étre retardée de quelques jours si ’on conservait ce papier comprimé
entre deux plaques de verre. Cette méthode de conservation étant incommode et as-
sez limitée dans le temps, nous avons été amenés & rechercher une technique pro-
duisant des chromatogrammes exempis de ces défauts. La plastification donne de
bons résultats.

Apres divers essais, nous avons adopté le formvar (maticre servant dans les la-
boratoires de microscopie électronique 2 obtenir un film mince et transparent ou
est déposée la préparation a examiner) dissous dans différents solvants tel gue le
dioxanne, le chloroforme ou un mélange trichloréthyléne-chloroforme (2 v/1 vi, La
solution se fait environ 4 10 grammes de formvar pour 100 em? de solvant et une
goutte d’acide lactique (donnant a cette solution Pacidité nécessaire a la conserva-
tion du fond bien jaune du chromatogramme).

Le chromatogramme est enduit de cette solution de la facon suivante : une cer-
taine quantité est répandue sur une plaque de verre en une surface égale a celle du
papier A plastifier et sur une épaisseur d’environ 1 millimétre. Le chromatogramme
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 Pon étale uniformément
avec un pinceau trés large par exemple. On laisse ensuite sécher le tout pendant
une demi-journée environ a la température ordinaire. Le papier est alors détaché
de la plaque de verre ; cette opération se fait aisément si la couche de solution dé-
posée sur le verre était assez épaisse pour empécher le papier de coller au verre.
On peut, pour éviter cet ennui, déposer auparavant sur le verre un film de formvar
blen sec, fait comme précédemment par évaporation de la solution chloroformique.
On peut également employer une solution plus concentrée en formvar, mais on ris-
que fort de voir apparaitre lors du séchage de nombreuses bulles dans la matiére
plastique.

Les chromatogrammes ainsi obtenus présentent des taches bien visibles avec le
méme contraste de couleur que lors de la pulvérisation de la solution de vert de bro-
mocrésol et ce pendant plusieurs mois (nous ne pouvons encore juger sur des an-
nées puisque nos premiers essais remontent a six mois). Grace a cette plastification
intime de tout le papier, il est permis de comparer différentes analyses, faites a4 des
intervalles de temps assez éloignés, de fagcon bien plus avantageuse qu’avec des
chromatogrammes, ou sur un fond uni et verdatre, il ne reste que des surfaces deé-
finies par le trait de crayon dont on les avait entourées immédiatement aprés leur
révélation.
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1I. — METHODE DE DOSAGE PAR CONDUCTIMETRIE

C’est sur cette méthode de séparation des sels d’éthylamine 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 Peau, libére plusicurs ions
et Tion j en particulier qui posséde les caractéristiques suivantes :

q charge électrique (de I'ion-gramme)
i
v mobilité a une température déterminée (vitesse dans le champ élec-

j trique unité)

j concentration (en ion-gramme par unité de volume)
c
fn établit aisément la contribution de cet ion (s ) a la conductibilité de la solution :
]

¢ = c.q .v
j i j i

Pour Pensemble des ions de P’électrolyte, la conductibilité résultante ¢ est simple-
ment la somme :

g= Y o
ou

o= 3 ¢.q.-V,

Cette formule n’est valable que pour des concentrations assez faibles qui sont jus-
tement réalisées par la dissolution dans 10 em3 d’eau des sels contenus dans une ta-
che de chromatogramme ; elles sont de Pordre de 10-4 molécule-gramme par litre.
I’intérét de cette formule se résume dans le cas de nos mesures en cette relation :

e ki.c.

qui exprime que la conductivité due 4 Vélectrolyte est simplement proportionnelle
4 sa concentration.

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

— ceux qui subsistent dans 'eau, méme aprés une double distillation,

-— ceux qu’apporte le papier et dont la totalité ne peut étre éliminée par plu-
sieurs lavages successifs &4 Yeau bi-distillée,

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

Tous ces ions donnent a4 'eau une conductivité ¢ qui vient s’ajouter a celle des sels
[}

d’éthylamine, pour former la conductivité totale o, de Ia solution

6 — ot @
t i

Si I'on veut connaitre ¢ il faut calculer o, et o. Nous les obtenons a partir de
I
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la mesure des résistivités de deux solutions obtenues de facon identique a cela prés
que les sels d’acides gras ne sont présents que dans 'une.

Dans 10 cm3 d’eau bhi-distillée nous plongeons un rectangle de papier ¢ontenant
le sel d’éthylamine d’un certain acide, et dans 10 em3 d’eau bi-distillée provenant du
méme flacon nous faisons plonger un rectangle de papier de mémes dimensions
que le précédent, découpé sur la méme feuille et a4 la méme hauteur, mais sur une
trajectoire libre de tout sel d’acide. (Figure 6)

L’appareil utilisé est un pont de Kolhrausch perfectionné, équipMn tréfle a
rayons cathodiques pour appréciation de I’équilibre. I1 fournit avec une précision
de 1 4 5% la résistance (en ohms) de I'¢lecirolyte prise entre ses deux électrodes,
soit

Rt pour la solution avec le sel d’éthvlamine

el

R pour la solution avec les impuretés.
1

Les résistivités correspondantes sont proportionnelles :
T —= K .R
t 2 T
r = K .R
i 2 i
la constante K, étant caractéristique de la paire d’électrodes, Les conductivités étant
les inverses des résistivités on a :

1 1 1
I = — = - . =
t r K R
t 2 t
1 1 1
[ - — pro J— JR—
! r K R

i 2 i

Comme la concentration est proportionnelle i o,
1

C= -, 0,

K

on a finalement la relation :

Cette constante K qui permet de calculer la concentration a partir de deux lec-
tures R'r et R faites sur le pont de mesure est déterminée graphiquement A partir
1
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de solutions témoins, elle est différente pour chaque acide et pour chaque tempéra-
ture.

Un calcul classique montre que :

A ¢
Perreur relative sur la conceniration
[
A R
est une fonction de Verreur relative sur la mesure de R -_—
t R
t
AR
. ]
et de Perreur relative sur la mesure de R _
! R

suivant la formule :

I appareil de mesure Philips donne une précision de 1 4 5 % suivant la valeur de R,
mais pour simplifier les calculs qui suivent (et sans risque de les fausser), on peut
admetfre que :

A Rt A Rl A R
—_—— = e = < 5%
R R, R
1 i
A ¢ AR R+ R
et la formule devient : —— -
c R R — R
i t
A e A R 2Rf
ou encore : —_— ] — 1 4+ —
c R R — R

R et Bt ¢tant toujours positifs et R étant toujours supérieur i Rt’ le rapport
i i
2 Ht
R est minimum et tend vers zéro quand R tend vers I'infini, Cela met claire-
. i
i t
ment en évidence que la précision du résulfat est d’autant plus grande que R est
i
élevé et que la différence R -—R est grande. Comme R est limité vers les valeurs
i t
inféricures par la quantité de sels extraite du chromatogramme et le volume d’eau
indispensable pour remplir la cuve contenant les électrodes du pont de mesure, il
faul augmenter R c¢n diminuant autant que possible la quantité d’impuretés : d’ott
1
la nécessité de Peau bi-distillée, du lavage préalable du papier et des précautions
de manipulation du chromatogramme.
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Voici comment nous avons été
amenés a modifier les divers stades
‘‘‘‘‘‘‘‘ r==- -~ - de la méthode classique de chromato-

graphie,

L.e papier :

Le papier employé est du What-
man n° 1 «spécial pour chromatogra-
phie», lavé a Peau distillée, puis bi-
distillée, pour le débarrasser des sels
qu’il contient. Ce lavage se fait dans
une cuvette en polyéthyléne (maticre
qui n’est pas susceptible de céder
beaucoup d’ions & Peau et au papier)
et dure une demi-journée avec quatre
ou cing renouvellements de 'eau dont
on contrdle chaque fois la résistivité.
l.e papier ainsi lavé est égoutté dans
la cuvette méme placée verticalement
et plaqué sur le fond de celle-ci. Puis
le papier est étendu & P’abri des pous-
siéres et séché soit A la température
ordinaire, soit dans une étuve & 35-40°
AR O C. Malgré ces précautions, le papier
contient toujours des traces de sels qui
modifient la conductivité de la solu-
tion servant au dosage. Il convient
(a) - (b) donc de réduire au minimum la sur-
face de papier 4 découper et par sui-

b o o = - SR U ———

FIGURE 7 te celle des taches. Si T'on ne prend

Découpage des taches sans disposition spéciale aucune disposition spéciale, il faut,
(a} Papier témoin donnant la position des connaissant la position de la tache,
taches. découper le papier de maniére a lais-
(b) Papier & découper. ser une marge de quelques millimétres

autour de celle-ci pour étre stir de ne
pas couper les taches. (Figure 7)

Une amélioration sensible consiste en un découpage préalable du papier en ban-
des étroites, ce qui a pour effet de limiter ’expansion des taches dans le sens trans-
versal 4 leur déplacement et de réduire la surface du papier 4 découper dans un
rapport de 1/2 ou 1/3. (Figure 8)

La feuille de papier Whatman est découpée au rasoir en bandes de 1 4 1,4 cen-
timetre de large séparées par des intervalles de 0,5 centimétre sur la plus grande
grande partic de sa longueur. La coupure commence dans le has de la feuille & en-
viron 3 centimeétres du bord et finit 4 une hauteur un peu supérieure a celle que
doit atteindre la tache possédant le plus grand Rf. Les spots sont déposés 1 cen-
timétre plus haut que le bord inférieur de la coupure et sont de forme circulaire ou
allongée. De cette maniére, les taches empruntent toute la largeur de la bande et
aprés développement il ne reste & pratiquer qu’une coupure entre chaque tache. Ces
taches étant plus étroites et par conséquent plus longues que précédemment, leur
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FIGURE 8
(a) découpage du papier en bandes {b) découpage des taches obtenues

séparation demande 4 ce que les bandes soient parcourues par le butanol pendant
un temps plus grand. 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 haut
de la feuille de papier.

Y

Si la longueur de la feuille ainsi découpée est 1égérement supérieure a celle uti-
lisée habituellement, sa largeur peut étre considérablement réduite ; par exemple,
pour 10 spots il suffit d’une feuille de 18 centiméires au lieu de 25 centimétres. Le
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méme nombre d’analyses nécessite des feuilles d’encombrement moindre et une cu-
ve plus réduite si on le désire.

Dépét et séchage des spots :

La feuille ainsi découpée recoit les différents liquides & analyser. Pour chacun
d’eux, les spots sont faits en plusieurs exemplaires : par exemple 3 ou 4 afin de
permetire 2 ou 3 dosages et une révélation au vert de bromoerésol qui indigue les
coordonnées des taches a découper. la pipelte employée pour le dépot des spots
est dans notre laboratoire, constituée par la colonne d’un thermoméire cassé dont
on a coupé les deux extrémités et effilé Tune d’elles. Les graduations de tempéra-
ture servent alors de graduations de volume apreés avoir élalonné la colonne & Vai-
de d’une autre micropipette. On mesure ainsi de trés petits volumes de liquide : no-
tre pipetie de 22 centimetres de long posséde 260 divisions et contient dans ceite
partie graduée 0,004 cm3. Le remplissage de cette pipelte se fait en créant une lé-
gére dépression i la partie supérieure et le dépdt du liquide par aspiration du pa-
pier lorsque celui-ci est mis en contact avec le bout effilé de la pipette.

Dans de nombreuses techniques chromatographiques on utilise lors de cette
opération un systéme de séchage (notamment air chaud ou infra-rouge) dans le
but d’obtenir une manipulation aussi courte que possible surtout si 'on doit dépo-
ser un grand nombre de gouttes sur le méme spot, Dans le cas des sels d’éthylami-
ne des acides gras volatils de telles méthodes sont 4 proscrire, étant donné la vo-
latilité et la faiblesse des acides et 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’éthylamine, obtenues en déposant a4 en-
viron 1 centimeétre sous la feuille de papier Whatman une feuille de pa-
pier filtre imbibée de solution d’éthylamine.

¢) Employer des solutions de sels qui ont regu si possible un excés d’éthyla-
mine aprés la neutralisation.

La cuve:

Le papier ainsi préparé est placé dans la cuve de séparation, Mais comme il ne
posséde plus la rigidité nécessaire pour former un cylindre tenant debout de lui-
méme, on le suspend a 'aide d’épingles 4 un pied en V contenu dans la cuve, ou
mieux a un systéme de deux baguettes de verre coincées a hauteur voulue entre les
parois de la cuve. (Figure 9)

La cuve contient toujours deux liquides :
— Butanol saturé d’eau comme solvant.

— Eau saturée de butanol + environ 3 % de solution d’éthylamine & 33 %
pour créer 'atmosphére humide et éviter la dissociation.

Le séchage :

Aprés 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 papier et d’autre part les pertes par dissociation-évaporation des sels.
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FIGURE 9

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

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

Avec un séchage a la température ordinaire et dans le laboratoire avec une atmio-
sphére d’air calme, on obtient dans le dosage des résultats inconstants et toujours
en dessous des valeurs que 'on devrait théoriquement obfenir comme le montre le
graphique de la figure 10, Ce graphique a éié¢ tracé lors de la mise au point de la
méthode, en opérant avec des solutions de titre connu el constituées d’acides gras
purs.

Aprés avoir pris les précautions déja vues pour éviter la dissociation lors du
dépdt des liquides sur le papier, nous avons recherché dans quelles conditions on
pouvait éviter les pertes Jors du séchage : le papier est transféré directement de
la cuve dans une cage en verre de 36 X 46 X 66 em3 contenant une atmosphére d’é-
thylamine (0,5 cm?® de solation & 33 % répandu dans le fond de cette cage) 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 aére la cage et on coupe les bandes témoins
sur lesquelles on pulvérise le vert de bromocrésol et qui donnent les indications né-
cessaires pour couper les autres bandes.

On renouvelle Paération de la cage aprés dix minutes et on mesure 'alcalinité
du papier par dépot d’'une goutte de solution de vert de bromocrésol (a 0,5 % dans
éthanol-butanol v/v) toutes les cing minutes environ. Quand le virage au hleu de
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FIGURE i0:

: Importance des pertes lors de séchage en atmosphére non contrdlée
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——— Conductivité obtenue en mettant directement les gouttes dans V'eau distillée




X 0,67

Conductivité en microsiemens/cm

40—

30 [

20

Concentration en molécule-gramme/litre x5,9.10-4

FIGURE 11

Conductivité des solutions d'acétate d'éthylamine en fonction de la concentration
et & différentes températures

Yindicateur se fait assez lentement, le papier qui ne contient presque plus d’éthyla-
mine, est sorti de la cage. On peut également controler Pévaporation de 1’éthylamij-
ne en mettant une certaine surface de papier dans Peau distillée et en mesurant la
baisse de résistivité toutes les cing minutes par exemple. I1 faut se débarrasser le
plus possible de I'éthylamine pour ne pas géner lionisation des sels lorsqu’ils se-
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FIGURE 12

Conductivité de solutions de propionate d'éthylamine en fonction de la concentration
et & différentes températures

ront mis en sclution dans Peau distillée et parce que sa répartition sur le papier
n’est pas trés uniforme a fortes concentrations alors qu’elle est plus constante &
doses infimes.

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

Conductivité de solutions de butyrate d'éthylamine en fonction de la concentration
et & différentes températures

Dissolution des taches et mesure des conductivités :

Toutes les manipulations se font avec des pinces métalliques sauf pour les
feuilles entiéres dont on ne touche avec les doigts que les extrémités. Lorsque le
papier est jugé suffisamment sec (environ une heure et demie aprés sa sortie de la
cuve) on coupe les bandes d’aprés les indications fournies par les bandes témoins
(on ne peut pulvériser du vert de bromocrésol sur les bandes servant au dosage, car
la pulvérisation améne des impuretés réparties irréguliérement et par conséquent
nuisibles 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
ot & différentes températures

et mis dans un tube de verre contenani 10 cm3 d’eau bi-distillée (de conductivité
environ 1 . 10-8 ohm-! c¢m-1), Les tubes de verre sont en pyrex, car le verre ordi-
naire améne des ions en assez grande quantité et de fagon trés inégale.

Les morceaux de bandes contenant les taches sont laissés en contact avec 'eau
pendant guatre 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, aprés les avoir bien homogénéisés par une nouvel-

le agitation. Les mesures doivent se faire 4 température constante et exactement
connue.
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FIGURE 15

Conductivité des solutions de caproate d'éthylamine en fonction de la concentration
et & différentes températures

L’appareil donne deux résultats :

R la résistance de la solution contenant le sel d’un acide
t
R la résistance d’une solution contenant la méme dose d’impuretés.
1
‘ 1 1
On calcule la quantité —_— - et en se reportant aux graphiques construits

i ;
spécialement (figures 11 a 15), on en déduit la teneur initiale de la solution.

On arrive avec cette méthode 4 un dosage qui dépend du soin apporté A limi-
ter les pertes par dissociation, notamment lors du séchage du chromatogramme. Si
celui-l1a a été bien conduit, les erreurs possibles par défaut ne dépassent pas 6 %,
tandis que les erreurs par excés sont inférieures & 3 %. :
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La sensibilité de détection est de Pordre de 8 . 10-8 molécule-gramme. Un dosa-
ge suffisamment exact demande une quantité minimum de 5 . 10-7 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 . 10-6 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 errcurs dues a la dissociation des sels en em-
ployant une base moins volatile : 1a morpholine. La technique est exactement iden-
tique : sels de morpholine séparés avec du butanol saturé d’eau sur papier Whatman
n® 1 et dans une atmosphére contenant de la morpholine, Mais cette base se fixe as-
sez fortement sur le papier, pour Pévaporer il faut heaucoup plus de temps qu'avec
Péthylamine et I'on obtient des pertes équivalentes.

I1 est peut-étre possible de trouver une base organique forte, non volatile et
donnant une séparation chromatographique facile, ou d’employer les sels de sodium
ou de potassium & condition de posséder un solvant les séparant convenabhlement.
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PHOTO | {a)

CHROMATOGRAMME D'ACIDES GRAS
VOLATILS EXTRAITS DE MARC DE RAISIN

Fermentation & prédominance scéto-butyri-
que contenant 3/4 d'acide acétique et butyri-
que en proportion égale ef [ /4 d'acide propio-
nigue, valérianique et caproigue.

De gauc
distillat, 2°

he & droite : Témoin 1™ fraction du
, 3% et derniére.

{Se reporter au I* tableau de dosags].

PHOTO | (b)

CHROMATOGRAMME D'ACIDES GRAS
VOLATILS EXTRAITS DE MARC DE RAISIN

Fermentation de marc & prédominance acé-
tique comprenant environ 50 %, d'acide acéti-
que, 25 % d'acide butyrigue et 25 %, d'acide
propionique et valérianique avec des fraces
d'acide caproique.

Témoin, 1% 2° ot 3° distillat.
{Se reporfer au 2° tableau de dosage.)




CHAPITRE 11

APPLICATIONS PRATIQUES A QUELQUES TYPES :
DE FERMENTATIONS

Nous allons examiner dans ce dernier chapitre quelques analyses d’acides gras
volatils en provenance de diverses fermentations dont I’étude peut bhénéficier de
cette méthode d’analyse.

Dans ces divers exemples, le processus d’isolement des acides gras volatils est
toujours le méme :

I.a matiére conlenant les acides gras est pesée, mise dans un bhallon de verre,
additionnée d’un certain volume d’eau ct d’acide sulfurique, It est nécessaire d’aci-
difier avec un acide fort en excés afin de déplacer tous les acides gras volatils
de leurs combinaisons el d’avoir un dosage de Yacidité volatile totale. En effet,
dans les fermentations telle que la fermentation méthanique, c’est la quantité tota-
le de sels d’acides gras volatils qui conditionne le volume de gaz produit. [45]

Aprés un contact d’an nmioins 24 heures et quelques agitations, la matiére est
portée a 1’ébullition et le distillat recueilli par fractions de 100 cm? ordinairement.

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

— Si Pacidité volatile est faible, le distillat est neutralisé par un excés de po-
tasse, concentré par ébullition et la liqueur alors obtenue est acidifiée par de Pacide
sulfurique et redistillée presque jusqu’a sec, La solution concentrée d’acides est com-
me précédemment neutralisée avec de I'éthylamine et soumise a analyse.

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

MARCS DE RAISIN :

L.es marcs de raisin subissent comme beaucoup de déchets végétaux des fermen-
tations les rendant trés acides (et bien souvent inutilisables).

Nous en avons analysé divers échanfillons.

— Deux marcs au cours d’'une honne fermentation présentent une gamme de
5 acides : acétique, propionique, butyrique, valérianique et caproigue avec prédomi-
nance acéto-butyrique. (Photo 1)
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PHOTO I

CHROMATOGRAMME D'ACIDES GRAS
VOLATILS EXTRAITS D'UN VIN NORMAL

On remarque que 'acidité volatile est pres-
que exclusivement due & la présence d'acide
acétigue,

Néanmoins, le chromatogramme révéle la
présence de traces d'acide propionigue, buly-
rique, valérianique, caproigque et cenanthylique
{non visible sur la photol.

PHOTO 1

CHROMATOGRAMME D'ACIDES GRAS
VOLATILS EXTRAITS DE DEUX VIEUX MARCS
DE RAISIN MOISIS

A remarguer la disparition des acides gras
volatils supérieurs & €2,

Témoin, 1* et 2° mare,
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Le dosage conductimétrique a donné les résultats suivants :

TarLEavu I

|

Dosage [en grammes) des acides gras volatils dans les différentes fractions

du distillat recueilli & partir de | kg de marc, dont 'humidité est de 55.6 %

soit 444 g de matidre séche, additionné de 1,5 litre d'eau et distillé & vo-
lume constant.

: ACIDE DISTILLAT
1= de 2 1. 2 de t L 3 de | L 4 de | . Total
Acétique. . . . |40 0,90 0,53 040 3,23
Propionique . . 0,51 0,36 traces 0 0,87
Butyrique. . . . 1,72 1,32 0,06 0 3,10
Valérianique . . 0,45 ! 0,36 traces 0 0,81
i Caproique. . . 0,31 | 0,20 traces 0 0,5!

TasrLeav II1

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

du distillat recueilli & partir de 100 g de marc dont 'humidité est de 50 %,

soit 50 g de matiére séche, additionnés de 0,5 litre d'eau et distillés & vo-
lume constant.

ACIDE DISTILLAT
19 de 150 cm? 2° de 850 cm? 3* de 500 cmd Total
Acétique. . . . 0,10 032 0.10 0,52
Propionique . . 0,06 0,11 traces 017
Butyrique. . . . 0,13 0,14 traces 0,27
Valérianique . 0,06 traces 0 0,06
Caproique . . . traces 0 0 traces

Comme dans la chromatographie de ces sels d’éthylamine, le formiate se con-
fond avec I'acétate, nous avons pratiqué une séparation des hydroxamates dans la-
quelle acide formique et acide acétique sont & Porigine 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 dhu-
midité (26 et 35 %) trés inférieur, ne contiennent plus que de Pacide acétique et des
traces des quatre autres acides. (Photo 2)

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

VINS :

Aussi bien dans un vin tourné que dans un vin sain donf nous avons extrait les
acides gras volatils, nous avons trouvé de Vacide acétique accompagné de traces
d’acides supérieurs : Gy, Gy, G5, Cg, C; (Photo 3) ; dans le vin tourné lacide acéti-
que est naturellement en quantité plus importante que dans le vin normal.





