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PHOTO 1Y

CHROMATOGRAMME D'ACIDES GRAS
YOLATILS EXTRAITS D'UNE FERMENTATION
DE HARICOTS ET DE POMMES DE TERRE
A PREDOMINANCE FORTEMENT BUTYRIQUE

Environ 2/3 d'acide butyrique, 1/5 d'acide
acétique, /10 d'acide propionique et des tra-
ces d'acide valérianique,

PHOTO V

ALLURE D'UNE DISTILLATION FRACTION.
MEE A YOLUME CONSTANT D'ACIDES
- GRAS VOLATILS

On remarque Fentrainement rapide des aci-
des gras supérieurs et l'extraction difficile of
incompléte de l'acide acétigue,

De droite & gauche : Témoin, téte, corps et
queuve de distillation réduite 5 14 fractions.
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On imagine donc facilement toutes les applications possibles de la méthode
chromatographique de dosage en wenologie : analyses des vins sains et malades ;
analyses des différentes fermentations des mares, puis contrdle et orientation de
ces fermentations afin d’obtenir les meilleurs engrais a partir de ces mars dont le
tonnage annuel est considérable,

FERMENTATION BUTYRIQUE :

Une fermentation butyrique classique a été provoquée par du

purin 50 cm3
dans un milieu ayant la composition suivante :

pomme de terre 87 g

haricots blancs secs 20 g

carhbonate de calcium 25 g

eau g.s.p. 1.000 cm?

ra

Aprés fermentation d’une semaine a 35°, la distillation d’un volume de 3 litres a per-
mis d'isoler la presque totalité des acides volatils qui se répartissent ainsi :

—- acide acétique.. .. .. .. .. .. .. 0,90 g
— acide propionique.. .. .. .. .. .. 052 g
— acide butyrique.. .. .. .. .. .. .. 3,10 g
— acide valérianique.. .. .. .. .. .. traces

L’acide butyrique esl nettement prépondérant, mais il exisle aussi des acides acéti-
que, propionique ct valérianigue. (Photo 4)

ALLURE D'UNE DISTILLATION FRACTIONNEE :

A propos d’un ensilage, nous avons voulu ¢tudier Pallure générale d'une distil-
lation fractionnée. Pour cela, nous avons recucilli 4 partir de 250 grammes d’ensi-
lage, 3 litres de distillat en 30 fractions de 100 em?® chacune. Puis chaque fraction
a fait Pobjet d’'une séparation chromatographique des acides gras volatils. Nous
avons alors obtenu lc chromatogramme de la photographie 5 qui montre que les
acides & haut poids moléculaire passent en téte de distillation, tandis que les acides
de faible poids moléculaire continuent de passer jusqu’a la fin de notre distilla-
tion : ainsi Pacide acétique n’a pas été épuisé par 3 litres de distillat pour les 250
grammes de matiere. Comme dans ces distillations, on peut ne peut extraire la to-
talité des acides gras volatils, que la distillation est longue et que Von est souvent
obligé de faire une concentration du distillal §’¢loignant de la téte, il sera avanta-
geux au cours d’une étude en série, dutiliser la remarque précédente et d’analyser
seulement les 100 ou 200 em?® de téte de distillation & condition de prendre toujours
le méme poids de matiére premidre séche en présence de la méme quantité d’eau.

ENSILAGES :

La qualité d’'un ensilage se jugeait jusqu’d présent aux taux des acides acélique,
butyrique et lactique (exemple : « Terre Algérienne » du 13 juillet 1957) [46] : on ne
tenait donc compte dans la méthode d’analyse quantitative par distillation du Dr
Flieg (1938) que de la présence des acides acétique et butyrique. En 1940, d’apres
Prescott-Dunn [47] et en 1953 d’apres Gloppe-Hvidsten (48], on rencontre également
dans les fermentations de fourrage ensilé de 'acide propionique ct parfois de Pa-
cide formique.
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FHOTO Vi

CHROMATOGRAMME D'ACIDES GRAS
VOLATILS EXTRAITS D'ENSILAGE DE RAVE-
NELLE AU MILIEU DE SA FERMENTATION

Composition de l'ordre de:
B0 %, d'acide bulyrique,
25 %, d'acide acélique,
259, d'acide propionique, valérianique,
caproique avec guslques traces
d'acide cenanthylique.

fémoin, tete, corps, queus.

PHOTO VI

CHROMATOGRAMME D'ACIDES GRAS
VOLATILS EXTRAITS D'ENSILAGE DE TREFLE-
AVOINE AU DEBUT DE SA FERMENTATION

Ce chromatogramme est caractérisé par une
proportion élevée d'acide caproique et égale-
ment par la présence de notables quantités
d'acide cenanthylique.

Composition enviren :

50 %, d'scide acétique

20 %, d'acide butyrique

15 %, d'acide caproique

5%, d'acide propionique

5%, d'acide valérianique

59, d'acide cananthylique
Témoin, tte, corps et queus,
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Cependant, des analyses que nous avons faites (1957) nous ont montré que ’aci-
de formique était absent et gque les acides supérieurs n’étaient pas an nombre de 3,
mais au nombre de 5 et parfois de 6 : acides acétique, propionique, butyrique, valé-
rianique, caproique et cenanthylique (Photo 6). Il faut noter que cet acide cenan-
thylique (C;) trouvé dans une fermentation est trés rare puisque dans le traité de
Microbiologie Pratique [49], on lit 4 propos des productions par les espéces anaé-
robies : «..Seuls les acides de C; & G; ont été rencontrés jusqu’ici».

Par conséquent, une méthode apte & doser ces six acides est plus avantageuse
et plus preés de la réalité que celles qui n’en mentionnaient que deux, trois ou qua-
tre. Le progres obtenu est susceptible d’améliorer la conduite des fermentations
d’ensilage : pratique dont Pimportance est essentielle dans les régions d’élevage et
dans les pays méditerranéens. [50]

Ensilage de ravenelle :

On trouve en téte de distillation de cet échantillon une forte proportion d’aci-
de butyrique, d’acide valérianique et d’acide caproique ; el une trace d’acide cenan-
thylique. (Photo 7 et tableau IV)

Ensilage de tréfle-avoine :

On note, par contre, la présence de beaucoup plus d’acide eenanthylique dans un
ensilage de fourrage ordinaire ; moins d’acide butyrique et d’acide valérianique.
(Photo 6 et tableau IV). Par contre, ce méme fourrage, aux premiers jours de fer-
mentation, présente de Pacide acétique (ce qui est normal puisque les plantes con-
tiennent en général des acétates) et des traces de propionique et de butyrique.

TaBLEAU IV

Dosage (en gramme) des acides gras volatils dans les différentes fractions du distillat re-
ceuilli & partir d'ensilages :
200 grammes de matiére ensilée, dont ['humidité est pour les deux exemples de 82 %, soit
36 grammes de matidre sache, additionnés de 700 cm3 d'eeu, et distillés & volume constant.
ENSILAGE | ENSILAGE I
ravenelle tréfle-avoine
ACIDE
téte corps queue téte corps queue
200 cm3 700 cmd 400 cm3 200 cmd 700 cm3 400 cm3
Acétique. .. .. .. 0,05 0,27 0,33 0,16 0,50 0,28
Propionique.. .. .. 0,04 0,10 0,02 0,04 0,06 0,01
Butyrique. .. .. .. 0,40 0,60 0,07 0,15 0,19 0,02
Valérianique. .. .. 0,13 0,08 0 0,07 0,05 0
Caproique .. .. .. 0,22 0,10 0 0,18 0,07 0
Cenanthylique.. .. .| ftraces 0 0 (1} 0,10 0 0
FERMENTATION DE PAILLE DE SORGHO :
Un essai de fermentation de 100 g de paille de sorgho
ensemencés par 100 em3 de purin,
additionnés de 700 cm3 d’eau
{1) Dosage par différence {acide cenanthylique == acidité totale — acidité des cing premiers

acides), car nous n'avons pas eu assez rapidement de l'acide cenanthylique pur pour faire notre
courbe de conductivité en fonction de la concentration.
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PHOTO IX

CHROMATOGRAMME DE TETE DE DISTIL-

LATION D'ACIDES ©RAS VOLATILS EX-

TRAITS DE RESIDUS DE FERMENTATION
METHANIQUE (PAILLE DE CEREALES)

On remarque que les pailles fournissent une

proportion plus forte d'acide propionique que

les autres matidres végétales,
Composition moyenne
40 %, d'acide acétigue
21 %, d'acide propionique
21 %, d'acide butyrique
11 Y, dacide valérianique
et 109, dacide caproique et wnanthyligue.
De gauche & droite, Témoin, 4 é&chantilions
différents.

PHOTO VIl

CHROMATOGRAMME D'ACIDES GRAS
VOLATILS EXTRAITS D'UNE FERMENTATION
DE PAILLE DE SORGHO

Fermentation se caractérisant par une pro-
portion d'acide propionique deux fois et demie
plus élevée que dans la fermentation butyri-
que.

“ Composition environ 1

36 Y, d'acide bulyrique

28 % d'acide acétigue

25 %, d'acide propionigue

10 % d'acide valérianique et caproique.
Témoin, tate, 3%, 4° et 5° distillat.




A7 .

et maintenu 4 35° pendant 16 jours a permis de recueillir en téte de la distillation
200 cm?® contenant :

acide acétique.. .. .. .. .. .. .. .. .. 047 g
acide propionique.. .. .. .. .. .. .. .. 0,40 g
acide butyrique.. .. .. .. .. .. .. .. 0,60 g
acide valérianique.. .. .. .. .. .. .. 012 g
acide caproique.. .. .. .. .. .. .. .. 0,09 g

On note que Yon se trouve en présence d’une fermentation o le groupe acéti-
que-propionique-butyrique prédomine. Un incident ne nous a pas permis d'obtenir
le reste du distillat de fagon assez précise pour en donner un dosage, mais la phy-
sionomic générale en est donnée par la photographie 8.

EAUX RESIDUAIRES :

Une analyse d’eaux et de boues en provenance de Poued Harrach (prés de Vem-
bouchure ot cet oued se transforme en collecteur d’égouts) nous a permis de déce-
ler la présence & V'élat de traces de la série d'acides suivants : acétique, propioni-
que, butvrique et valérianique.

RESIDUS DE FERMENTATION METHANIQUE :

On sait que les détritus les plus divers el en particalier ceux contenant beau-
coup de cellulose, mis en milien non oxygéné sont susceptibles dans certaines con-
ditions ct sous Paction de la faune et de 1a flore qu'ils renferment [51], de produire
de grandes quantités de gaz carbonique et de méthane. Le méthane, résultat inté-
ressant de cette fermentation, se forme A partir des acides gras volatils [52] et en
particulier par décarboxylation de Pacide acétique [53] [54]. C’est pourquoi nous
avons analysé divers échantillons provenant des cuves de production de méthane
de VE.N.A.A.

Nous y avons retrouvé les six acides : acétique, propionique, butyrique, valéria-
nique, caproique, cenanthylique, dans les proportions données par le tableau V.
(Photo 9)

TasrLeEaUu V

Dosage (en grammes des acides gras volatils contenus dans leg premiers 200 cm3 de téte
du distillat de résidus de fermentation méthanique ;

Résidu | provenant du miliev d'une cuve en pleine fermentation.

Résidu 2 provenant du milieu d'une cuve en fin de fermentation.

Résidu 3 provenant du fond de la méme cuve que le résidu 2.

Résidu 4 provenant du fond d'une cuve en fin de fermentation.

800 grammes de matiére (humidité de 75 9%,) étant additicnnés de 500 cm3 d'eau.

DISTILLAT : 200 cm3 de téte
ACIDE
résidu | résidu 2 Résidu 3 résidu 4

Acétique.. .. .. 0,20 0,21 0,19 0,20
Propionique. . .. 0,11 0,13 0.10 0,10
Butyrique . .. .. 0,10 0,14 0,09 0,1l
Valérianique . . . 0,06 0,08 0,05 0,04
Caproique. .. .. 0,02 0,05 0,05 0,05
CEnanthylique . . . traces traces traces fraces
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Les quatre exemples précédents sont les premiers d'une longue série d’analyse
d’échantillons provenant de cuves de production de méthane et d’essais de lahora-
toire et dont le « gaz de fumier» refirera sans aucun doute de notables améliora-
tions.

PHOTO X

CHROMATOGRAMME D'ACIDES GRAS
VOLATILS DES DIVERSES FERMENTATIONS

Tableay récapitulatif de comparalson des
produits de fermentation de

Fumier,
Haricots,
Ensilage,
Marc et
Sorgho,




RESUME ET CONCLUSIONS

Dans la premiére partie de cet exposé, nous avons cu P'occasion de signaler la
rareté des méthodes de dosage applicables aux mélanges complexes d’acides gras vo-
latils. De plus, ces méthodes n’étaient pas pratiques et étaient difficilement accessi-
bles &4 un manipulateur moyen et 4 un laboratoire non pourvu d’appareils spéciaux.

Dans la deuxiéme partie, nous avons exposé une méthode simple de chromato-
graphie sur papier, convenant bien aux mélanges de nombreux acides gras volatils
recueillis par distillation a la vapeur. Puis nous avons moniré comment cette mé-
thode pouvait étre améliorée, notamment par la plastification des chromatogram-
mes et pouvait étre a la base d’un dosage conductimétrique. Ce dosage est basé sur
la relation o=k . ¢ entre la conductivité ¢ et la concentration c; et sur le fait
gue la conductivité totale est la somme de la conductivité du sel d’éthylamine et
de la conductivité de I'eau et des impuretés.

Enfin nous avons vu quelques applications possibles de cettc méthode, ce qui
nous a permis de noter que dans les différents types de fermentations on retrouvait
en général toujours les mémes acides mais en proportions variables et que parfois
on pouvait mettre en évidence de Pacide wnanthylique dont la présence n’avait pas
été signalée jusqu’a présent.

I.e domaine d’application de cette méthode peut, en résumé, s’élendre aux prin-
cipaux types de fermentation suivants : .

— groupe des fermentations alcooliques : éthanol, butanol-acétone, butanol-isopro-
panol.

— groupe des fermentations acétiques des vins, des biéres et des moills.

— groupe des fermentations acéto-lactiques des brasseries, des vins, des produits
laitiers et des sucreries.

— groupe des fermentations anaérobies & sporulation telle que celles données par :
Clostridium butyricum
Clostridium saccharobutyricum
Clostridium pasteurianum.

— groupe des fermentations protéolytigues.
— groupe des fermentations d’ensilages et rouissages.

— groupe des fermentations méthaniques.

Nous espérons

1°) que la pratique généralisée de la plastification permettra d’augmenter dans
de larges proportions la conservation des chromatogrammes non permanents ;

2y que la méthode de dosage conductiméirique des acides gras volatils sera
d’une aide précieuse aux chercheurs étudiant les fermentations ;

3°) que l'on poura étendre le principe de la méthode aux dosages de composés
séparables par chromatographie et susceptibles d’ionisation.
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