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CHAPITRE 1

METHODES QUALITATIVE ET QUANTITATIVE ETUDIEES

11 s’agit, comme nous Pavons 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 gouttes de solution a analyser sont déposées preés d’un bord d’une feuille
de papier spécial. La feuille de papier est placée verticalement dans une atmosphé-
re saturée d’eau de butanol et conienant 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 :

L.e 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 em du hord plongeant (par environ
0,5 cm) dans le butanol saturé d’eau. Puisque la surface de Ia 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 a une prise de lordre de
1 . 10-5 molécule-gramme), un papier de 25 em de haut suffit ; pour de trés bon-
nes séparations de grosses quantités (supérieures a environ 1 . 10-6 molécule-gram-
me), on utilise des papiers de 30 a4 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
papler a recu tous les spots, les bords latéraux sont réunis par deux frombones ou
deux aiguilles de verre, de facon & former un cylindre qui va reposer sur sa base
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 hoite 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 cmd ; ce qui donne 4 Yintérieur 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.

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 ct la boite de Pétri
supprimée. Au sortir de la cuve, le
chromatogramme doit, en raison de
sa basicité un peu plus grande que
dans le 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 Ta-
vantage d’avoir le fond de la cuve
entiérement libre pour y mettre de
nombreux papiers.

I’ascension du liquide dure de
12 4 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
faches représentant les différents
sels d’acides gras sc fait par une fi-
ne pulvérisation dune solution de
vert de bromocrésol de 0,3 a 0,5 %
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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 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 0,30 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 I’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
Nous avons aussi essayé, avec suceds, 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 oblenus 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 a rechercher une technique pro-
duisant des chromatogrammes exempts de ces défauts, La plastification donne de
bons résultats.

Apreés divers essais, nous avons adopté le formvar (maticre servant dans les la-
boratoires de microscopie électronique a obtenir un film mince et transparent ot
est déposée la préparation a examiner) dissous dans différents solvants tel gque le
dioxanne, le chloroforme ou un mélange trichloréthyléne-chloroforme (2 v/1 v3, La
solution se fait environ 4 10 grammes de formvar pour 100 cm? de solvant et une
goutte d’acide lactique (donnant a cette solution Pacidité néccssaire a la conserva-
tion du fond bien jaune du chromatogramme).

Le chromatogramme est enduit de cette solution de la fagon suivante : unc cer-
taine quantité est répandue sur une plaque de verre en une surface égale 4 celle du
papier a plastifier et sur une épaisseur d’environ 1 millimétre. L.e 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 1a 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
bien 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 matiere
plasticque.

Les chromatogrammes ainsi obtenus présentent des taches bien visibles avee 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 4 des
intervalles de temps assez éloignés, de fagon bien plus avantageuse qu’avec des
chromatogrammes, ou sur un fond uni et verdatre, il ne reste que des surfaces dé-
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 P'eau, libére plusicurs ions
et Tion j en particulier qui posséde les caractéristiques suivantes :

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

j trique unité)

j concentration (en ion-gramme par unité de volume)
c

Pn Ctablit aisément 1a contribation de cet ion (s ) a la conductibilité de la solution :
o = c.q .V |
) | ] |
Pour Pensemble des ions de électrolyte, la conductibilité résultante o est simple-
ment la somme :

o = 2 o
ou
o= S ¢ .4 .V
i j i
Cette formule n’est valable que pour des concentrations assez faibles qui sont jus-
tement réalisées par la dissolution dans 10 cm? d’eau des sels contenus dans une ta-
che de chromatogramme ; elles sont de Pordre de 104 molécule-gramme par litre.
I’intérét de cette formule se résume dans le cas de nos mesures en cette relation :
= k .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 I'eau, méme aprés une double distillation,

-— ceux qu’apporte le papier et dont la totalité ne peut étre éliminée par plu-
sieurs lavages successifs & 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 a ’eau une conductivité ¢ qui vient s’ajouter a celle des sels
1
d’éthylamine, pour former la conductivité totale o, de Ia solution

¢ — ot o
t i

Y

Si 'on veut connailre o il faul calculer o, et o. Nous les obtenons & 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 l'une,

Dans 10 cm3 d’eau bi-distillée nous plongeons un rectangle de papier confenant
le sel d’éthylamine d’un cerfain acide, et dans 10 em? d’eau bi-distillée provenant du
méme flacon nous faisons plonger un rectangle de papier de mémes dimensions
que le précédent, déecoupé sur la méme feuille et 4 la méme hauteur, mais sur une
trajectoire libre de tout sel d’acide. (Figure 6)

L’appareil utilisé est un pont de Kolhrausch perfectionné, équipMm tréfle &
rayons cathodiques pour appréciation de Péquilibre. Il 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 :

r = K . R
t 2 f

r = K .R
i 2 i

la constante K, étant caractéristique de la paire d’électrodes. Les conduetivités étant
les inverses des résistivités on a:

1 1 1
4 = — = - . =
t r K R
t 2 t
1 1 1
v — [l L
: r K R

i 2 i

Comme la concentration est proportionnelle i o,
1

ez=--, 0,

K
1

on a finalement la relation :

1 1
c = K . Sl

R R
t i
Cette constante K qui permet de calculer 1a 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 monfre que :

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

suivant la formule :

L’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
admettre que :

A P\,f A Bi A R
[ - —————— - —— < 5 %
R R, R
1 i
A e A R Bi + Rt
et la formule devient : —— & -
c R R — R
i t
A C A R 2 Rt
ou encore : _ s — 1 +
c R R — Rt
1

H et I{ ¢tant toujours positifs et R étant toujours supérieur a R le rapport
2 H

— . cst minimum et tend vers zéro quand R tend vers 'infini, Cela met claire-

Ri" Rf i

ment en évidence que la précision du résuliat est d’autant plus grande que R est

éleve et que la différence R -—R e~t grande. Comme R cst limité vers les vqlcms

inféricures par la quantité de sels extraite du ('hmmat()grammc et le volume d’eau

indispensable pour remplir la cuve contenant les élecirodes du pont de mesure, il

faul augmenter R c¢n diminuant autant que possible la quantité d’impuretés : d’ott
1

la nécessité de P'eau bi-distillée, du lavage préalable du papier et des précauations

de manipulation du chromatogramme.
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Voici comment nous avons été
amenés a modifier les divers stades
de la méthode classique de chromato-
graphie,

e — — — - - — 4 F e e — = - =

Le 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 (matiére
qui n’est pas susceptible de céder
beaucoup dioms a P'eau et au papier)
et dure une demi-journée avec quatre
ou cing renouvellements de Peau dont
on contrbdle chaque fois la résistivité.
I.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 & 1’abri des pous-
siéres et séché soit 4 la température
ordinaire, soit dans une étuve & 35-40°
C. Malgré ces précautions, le papier
contient toujours des traces de sels qui
modifient la conductivité de la solu-
tion servant au dosage. 11 convient
. (b) donc de réduire au minimum la sur-
face de papier 4 découper et par sui-
te celle des taches. Si I'on ne prend
aucune disposition spéciale, il faut,

b o e — e bm e = = ]

(a)

FIGURE 7

Découpage des taches sans disposition spéciale

(a} Papier témoin donnant la position des
taches.

[b) Papier & découper.

connaissant la position de la tache,
découper le papier de maniére a lais-
ser une marge de quelques millimétres

autour de celle-ci pour étre sir 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 & 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 partie de sa longueur. La coupure commence dans le bas de la feuille 2 en-
viron 3 centimétres 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 a pratiquer qu'une coupure entre chaque tache. Ces

taches étant plus étroites et par conséquent plus longues que précédemment, leur
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séparation demande & ce que les handes 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 lc 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 gue si la coupure allait jusqu’en haut
de la feuille de papier.

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 centimétres 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 4 analyser. Pour chacun
d’eux, les spots sont faits en plusieurs exemplaires : par exemple 3 ou 4 afin de
permetire 2 ou 3 dosages el une révélation au vert de bromocerésol qui indigue les
coordonnées des taches i découper. La pipelte employée pour le dépot des spots
est dans notre laboratoire, constituée par la colonne d’un thermométre cassé dont
on a coupé les deux extrémités et effilé T'une d’elles. Les graduations de tempéra-
ture servent alors de graduations de volume aprés avoir élalonné la colonne & Yai-
de d’'une autre micropipette. On mesure ainsi de trés petiis volumes de liquide : no-
tre pipette de 22 centimetres de long possede 260 divisions et contient dans cette
partie graduée 0,004 cm3. Le remplissage de cette pipette se fait en créant une 1é-
gere dépression a 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 gouties 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 peries par dissociation et évaporation :

a) Ne pas uatiliser de courant d’air pour sécher les spots,

bh) Opérer en présence de vapeurs d’éthylamine, obhtenues en déposant a4 en-
viron 1 centimétre 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 exceés 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 & un pied en V contenu dans la cuve, ou
mieux a un systéme de deux baguettes de verre coincées 4 hauteur voulue enire 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 I'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-
relés sur le papier et d’autre parl 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 4 la température ordinaire et dans le laboratoire avec une atmo-
sphére d’air calme, on obtient dans le dosage des résultats inconstants et toujours
en dessous des valeurs que Pon devrait théoriquement obtenir comme le montre le
graphique de Ia figure 10. Ce graphique a été tracé lors de la mise au point de la
méthode, en opérant avec des solutions de titre connu el constituées d’acides gras
purs.

Apreés 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 lors du séchage : le papier est transféré directement de
la cuve dans une cage en verre de 36 X 46 X 66 em3 contenant une atmospheére d’é-
thylamine (0,5 cm? de solation a 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 V'aération de la cage apreés dix minutes et on mesure 'alcalinité
du papier par dépot d’'une goutte de solution de vert de hromocrésol (a 0,5 % dans
éthanol-butanol v/v) toutes les cing minutes environ. Quand le virage au bleu de
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: Importance des pertes lors de séchage en atmosphére non contrdlée
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Acétate d'éthylamine : gouttes de 0,0017 cm3 de solution N/10 dans 10 em3 d'eau
Conductivité obtenue en mettant los taches du chromatogramme dans I'eau distillée

—— Conductivité obtenue en mettant directement les gouttes dans l'eau distillée



X 0,67

Conductivité en microsiemens/cm

40

30 [

20

Concentration en molécule-gramme/litre X 5,9.10-4

FIGURE 1]

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’éthylami-
ne en mettant une certaine surface de papier dans 'eau distillée et en mesurant la
baisse de résistivité toutes les cing minutes par exemple. 11 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 solution dans 1’eau distillée et parce que sa répartition sur le papier
n’est pas trés uniforme 4 fortes concentrations alors qu’elle est plus constante 2
doses infimes.

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

Conductivité de solutions de butyrate d'éthylamine en fonction de la concentration
et 3 différentes températures

Dissolution des taches et mesure des conductivités :

Toutes les manipulations se font avec des pinces métalliques sauf pour les
feuilles enti¢res 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’apres 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
nuicibles 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 & différentes températures

et mis dans un tube de verre contenant 10 cm3 d’eau bhi-distillée (de conductivité
environ 1 . 10-8 ohm-1 em-1), Les tubes de verre sont en pyrex, car le verre ordi-
naire ameéne des ions en assez grande quantité et de facon trés inégale.

L.es morceaux de bandes contenant les taches sont laissés en contact avec Peau
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, 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

“f i
spécialement (figures 11 4 15), on en déduit la teneur initiale de la solution.

On arrive avec cette méthode a un dosage qui dépend du soin apporié i limi-
ter les pertes par dissociation, notamment lors du séchage du chromatogramme. Si
celui-1a a été bien conduit, les erreurs possibles par défaut ne dépassent pas 6 %,
tandis que les erreurs par excés sont inférieures a 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 hase moins volatile : 1a morpholine. La technique est exactement iden-
tigue : sels de morpholine séparés avec du butanol saturé d’eau sur papier Whatman
n® 1 et dans une atmosphére contenant de la morpholine, Mais cetie base se fixe as-
sez fortement sur le papier, pour Pévaporer il faut beaucoup 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 convenablement,
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PHOTO | (b)

CHROMATOGRAMME D'ACIDES GRAS
VOLATILS EXTRAITS DE MARC DE RAISIN

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

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

PHOTO | (&)

CHROMATOGRAMME D’ACIDES GRAS
VOLATILS EXTRAITS DE MARC DE RAISIN

Fermentation & prédominance acéto-butyri-
que confenant 3/4 d'acide acétique et bulyri-
que en proporfion égale ef /4 d'acide propio-
nique, valérianique et caproigue.

De gauc
distillat,

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

[Se reporter au 1° tablesu de dosage].




CIIAPITRE 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 bénéficier 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 volatiis
de leurs combinaisons et 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]

Apreés un contact d’an nmioins 24 heures et quelques agitations, la matiere est
portée a Pébullition et le distillat recueilli par fractions de 100 em3 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 a4 Panalyse,

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 :

Les marces de raisin subissent comime beaucoup de déchets végétaux des fermen-
tations les rendant trés acides (et bien souvent inutilisables).

Nous en avons analysé divers échantillons.

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



PHOTO I

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

On remarque que l'acidité volatile est pres-
que exclusivement due 3 la présence d'acide
acétigue,

Néanmoins, le chromatogramme révéle la
présence de traces d'acide propionigue, buly-
rique, valérianique, caproique et cenanthylique
{non visible sur la photo],

PHOTO |

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

A remarguer la disparition des acides gras
volatile supérieurs & C2,

Témoin, I* et 2° marc,
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Le dosage conductimétrique a donné les résultats suivants :

Tasreav 11

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

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

soit 444 g de matidre séche, additionné de [.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 0,40 3,23
Propionique . . 051 0,36 traces 0 0,87
Butyrique. . . . 1,72 1,32 0,06 0 3,10
Valérianique . . 045 ! 0,36 traces 0 0,81
i Caproique . . . 0,31 | 0,20 traces 0 0,51

Tasreauv III

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

du distillat recueilli & partir de 100 g de marc dont I'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 0,1 traces 017
Butyrique. . . . 0,13 014 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 l'acétate, nous avons pratiqué une séparation des hydroxamates dans la-
guelle acide formique et acide acétique sont & Porigine de taches bien distinetes.
Nous n’avons décelé aucune trace d’acide formique.

— Deux autres mares, plus vieux, de Ph plus élevé et présentant un taux d’hu-
midité (26 et 35 %) trés inférieur, ne contiennent plus que de Pacide acétique et des
traces des quatre autres acides. (Photo 2)

An cours du vielllissement, 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 dont nous avons extrait les
acides gras volatils, nous avons trouvé de Vacide acétique accompagné de traces
d’acides supérieurs : Gy, C,, Cs, Cq, C; (Photo 3) ; dans le vin tourné Tacide acéti-
que est naturellement en quantité plus importante que dans le vin normal.
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PHOTO IV

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, 1/10 d'acide propionique ot des tra-
ces d'acide valérianique.

PHOTO V

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

On remarque 'enfrainement rapide des aci-
des gras supérieurs et I'extraction difficile ot
incompléte de l'acide acétigue,

De droite & gauche : Témoin, téte, corps et
queve de distillation réduite & 14 fractions.
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On imagine donc facilement toutes les applications possibles de la méthode
chromatographique de dosage en wnologie : analyses des vins sains et malades ;
analyses des différentes fermentations des marces, 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 cm?
dans un milieu ayant la composition suivante :

pomme de lerre 87 g

haricots blancs secs 20 g

carhbonate de calcium 25 g

eau q.s.p. 1.000 cmd

5 ra

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

—- acide acélique.. .. .. .. .. .. .. 0,90 ¢
— 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 valérianique. (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 recueilli a partir de 250 grammes d'ensi-
lage, 3 litres de distillat en 30 fractions de 100 em3 chacune. Puis chaque fraction
a fait T'objet d’'une séparation chromatographique des acides gras volatils. Nous
avons alors obtenu le chromatogramme de la photographie 5 qui montre que les
acides 4 haut poids moléeulaire 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 matiére. 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 distillat s’¢éloignant de la téte, il sera avanta-
geux au cours d’une étude en série, d'utiliser la remarque précédente et d’analyser
seulement les 100 ou 200 em? de téte de distillation 4 condition de prendre toujours
le méme poids de matiére premicre séche en présence de la méme quantité d’cau.

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) [467 : 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’apros
Prescott-Dunn [47] et en 1953 d’apreés Gloppe-Hvidsten (48], on rencontre également
dans les fermentations de fourrage ensilé de 'acide propionique et parfois de Va-
cide formique.
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PHOTO VI

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

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

Composition environ :

50 %, d'acide acétique

20 %, d'acide butyrique
159, d'acide caproique
5%, d'acide propionique
%, d'acide valérianique
59, d'acide cananthylique

Témoin, téte, corps et queus,

FHOTO Vi

CHROMATOGRAMME D'ACIDES GRAS
YOLATILS EXTRAITS D'ENSILAGE DE RAVE-
NELLE AU MILIEU DE SA FERMENTATION
Composition de ordre de:
50 % d'acide butyrique,
25 % d'acide acétique,
25 %, d'acide propionigue, valérianique,
caproique avec guelques traces
d'acide cenanthylique,

fémoin, tete, corps, queue.
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Cependant, des analyses que nous avons faites (1957) nous ont montré que I’aci-
de formique était absent et gue les acides supérieurs n’étaient pas au nombre de 3,
mais au nombre de 5 et parfois de 6 : acides acétique, propionique, butyrigue, 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 & propos des productions par les espéces anaé-
robies : «...Seuls les acides de C, a G; ont été rencontrés jusqu’ici».

Par conséquent, une méthode apte a doser ces six acides est plus avantageuse
et plus prés de la réalité que celles qui n’en mentionnaient que deux, trois ou qua-
tre. Le progrés 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 [orte 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 présenee de beaucoup plus d’acide cenanthylique 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 1V

Dosage (en gramme) des acides gras volatils dans les différentes fractions du distillat re-
ceuilli & partir d'ensilages :
200 grammes de mati¢re ensilée, dont 'humidité est pour les deux exemples de 82 %, soit
36 grammes de matiére séche, additionnés de 700 cm3 d'ecu, et distillés & volume constant,
ENSILAGE | ENSILAGE I
ravenelle tréfle-avoine
ACIDE
téte corps queue téte corps queue
200 cm3 | 700 cm3 | 400 cm3 | 200 cm® | 700 cm® | 400 cm3
Acétique. .. .. .. 0,05 0,27 033 0,16 0,50 028
Propionique.. .. .. 0,04 0,10 0,02 0,04 0,06 0.0l
Butyrique. .. .. .. 040 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.. ...| traces 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 ¢m8 d’eau
{1} Dosage par différence {acide cenanthylique = acidité fotale — acidité des cing premiers

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

CHROMATOGRAMME DE TETE DE DISTIL-

LATION D'ACIDES GRAS VOLATILS EX-

TRAITS DE RESIDUS DE FERMENTATION
METHANIQUE (PAILLE DE CEREALES)

Cn remargue que les pailles fournissent une

proportion plus forte d'acide propionique que

les autres matidres végétales.
Composition moyenne ¢
40 %, d'acide acétique
21 %, d'acide propionique
21 %, d'acide butyrique
1Y%, d'acide valérianique
et 107, dacide caproique et cenanthyligue.
De gauche & droite, Témoin, 4 échantilions
ditférents,

PHOTO VI

CHROMATOGRAMME D'ACIDES GRAS
VOLATILS EXTRAITS D'UME 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 :

36 %, d'acide bulyrigue

28 % d'acide acétique

25 %, d'acide propionigque

109, d'acide valérianique et caproique,

Témain, t8te, 3°, 4° et 5° distillat.
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et maintenu 4 35* pendant 16 jours a permis de recueillir en téte de la distillation
200 cin® contenant :

acide acétique.. .. .. .. .. .. .. .. .. 047 g
acide propionique.. .. .. .. .. .. .. .. 0,40 g
acide butyrique.. .. .. .. .. .. .. .. 0,60 g
acide valérianique.. .. .. .. .. .. .. 0,12 g
acide caproique.. .. .. .. .. .. .. .. 0,09 g

On note que Yon se trouve en présence d’une fermeniation on 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 Pem-
bouchure ot cet oued se transforme en collecteur d’égouts) nous a permis de déce-
ler la présence a V'état 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 particulier ceux contenant heau-
coup de cellulose, mis en milien non oxygéné sont susceptibles dans certaines con-
ditions ct sous Paction de la faune et de la 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 & partir des acides gras volatils [52] ¢t 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)

TasrLeau V

Dosage {en grammes des acides gras volatils contenus dans leg premiers 200 cm? de té%e
du distillat de résidus de fermentation méthanique :

Résidu | provenant du milieu 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 matigre [humidité de 75 9,) étant additicnnés de 500 cm3 d'sau.

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

Acétique.. .. .. 0.20 021 0,19 0,20
Propionique.. .. 0,11 0,13 0.10 0,10
Butyrique . .. .. 0,10 0,14 0,09 0,1
Valérianique . . . 0,06 0,08 0,05 0,04
Caproique. .. .. 0,02 0,05 0,05 0,05
CEnanthylique . . . traces traces traces traces
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Les guatre exernples précédents sont les premiers d’une longue série d'analyse
d’échantillons provenant de cuves de production de méthane et d’essais de labora-
toire et dont le « gaz de fumier » retirera sans aucun doute de notables améliora-
fions,

PHOTO X

CHROMATOGRAMME D'ACIDES GRAS
VOLATILS DES DIVERSES FERMENTATIONS

Tableay récapitulatif de comparaison des
produits de fermentation de

Pumier,
Haricots,
Ensilage,
Mare 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 a 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 a4 la vapeur. Puis nous avons moniré comment cette mé-
thode pouvait étre améliorée, notamment par la plastification des chromatogram-
mes ¢t pouvait étre a la base d’un dosage conductiméirique. Ce dosage est basé sur
la relation o=k . ¢ entre la conductivité o 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 Peau et des impuretés.

Enfin nous avons vu quelques applications possibles de cette 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 metire en évidence de Pacide cenanthylique dont la présence n’avait pas
été signalée jusqu’a présent.

I.e domaine d’application de cette méthode peut, en résumé, s’étendre 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 moiils.

— 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 protéolytiques.
— 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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LES ANNALES DE L/INSTITUT AGRICOLE
ET DES SERVICES DE RECHERCHES
ET D'EXPERIMENTATION AGRICOLES DE I’ALGERIE

sont servies :

a) Par abonnement

par souscription de 1.000 fr. par tome 3 verser au C.C.P.
330.660, ouvert au nom de VAgent Comptable Econome de
PInstitut Agricole d’Algérie 3 Maison-Carrée (Alger).

Cet abonnement comprend, en outre, les brochures de
vulgarisation éditées par I'Inspection Générale et la Direc-
tion de I’Agriculture du Gouvernement Général de I’Algé-
rie, a4 I'exception des brochures de caractére spécial a dif-
fusion limitée.

b) Par échange

Les Annales de I’'LA.A. font I'objet d’échanges avec les pu-
blications similaires des Services et Universités Agricoles
de France et de I’Etranger.



Retour au menu

Ecole Nationale d'Agriculture d'Alger ot la bale d'Alger
Au premier plan : Ferme centrale

L'Institut Agricole d"Algérie, assimilé aux Feoles
lationales d’Agriculture métropolitaines (Griex
MonTPELLIER et  BEnwNES), par la loi di 22 mai
1946 délivee le diplame lngénicur Agricole.




