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INTRODUCTION ET HISTORIQUE 

Les acides aliphatiques volatils de Cl & Z,, exception faite de l’acide formique, ont 
des propri&& chimiques trbs voisines et l’oxi cbnqoit que leur separation, leur 
identification, et leur dosage soient difficilement realisables d’une faGon parfaite. 
Aussi, de nombreuses m&hodes ont-elles 6t6. proposees, que l’on peut classer et 
r6sumer de la faGon suivante. 

(a) Mt?thodes #Jar extraction ou distillation 

Les constsntcs physiques des acides aliphatiques volatils varient leg&rement lorsque l’on passe 
d’un terme Q l’sutre de la sdrie: de C, B C,,, la temperature d’ebullition augmente, la vitessc 
d’entrasnement par la’ vapeur d’eau croft, le coefficient de repartition entre l’eau et les’ solvants 
organiques decroit; il est done normal que les mdthodes de separation soient des rnethodes physi- 
ques. La technique de DUCLAUX~ et ses nombreuses modifications sont fondles sur ces deux 
principes: tout d’abord les acides volatils distillent & une vitesse variable selon lout nombre 
d’atomes .de carbone; ensuite, dans un mdlange de deux acides, chscun est entrain6 par la vapeur 
d’eau selon ses caracteristiques propres, sans que I’autre intervienne. La determination se ramene 
done a l’dtablissoment de la courbe de l’aciditb titrable du distillat en fonction de son volume, et 
a sa comparaison aux courbes temoins. 

Dans la m&hode de separation des acides volatils introduite par BEHRENS~, puis compl&$e 
par WERICMAN~, on fait appel au coefficient de repartition entre un solvant organique et I’eau, 
ce coefficient ne dependant pas de la presence d’un autre acide. 

Ces methodes presentent deux inconvenients majeurs : 
I. elles permettent de determiner les composants d’un melange binaire, mais ne donnent 

pas lo moyen de savoir si l’on se trouve uniquement en prdsence d’un melange de deux acides; 
2. elles ne realisent pas la separation effective des acides et la composition du melange est 

obtenue par calcul et non par dosage direct. 
SCHICKTANZ et aZ.* ont introduit en 1940 un pro&de fond6 sur la distillation des azdotropes 

form& par les acides et les hydrocarbures acycliques; ils ont obtenu de bonnes &parations, non 
quantitatives cependant. La complexite du procedd le rend inutilisable pour des analyses en serie. 

(a) Chronaatographie de *artage SW colonne 

En 1942, LESTER SMITHY a montre que, par chromatographie sur colonne de gel de silice, on pouvait 
&parer les composants d’un melange d’acides formique, acetique, propionique, butyrique, 
valerianique. ELSDIZN~ a repris ce travail et precise les conditions experimentales: la colonne 
de gel de silice est imbibde d’une solution de vert de bromocresol; la phase mobile est composee 
de chloroforme et de butanol et la migration des acides est suivie grace $ la coloration jaune du 
vert de bromocresol. L’acide formique, fortement retenu. ne peut Qtre 61116. Les autres acides 
passent dans l’ordre inverse de leur poids moleculaire et sont tit&s dans le liquide d’6lution. 
L’acide acetique, 61~6 le dernier, passe en m6me temps que l'indicateur ; il ne peut done Gtre dose 
que par difference, l’acide formique ayant Btd,Qlimint5 par la m&hode de FRIEDEMANN~ (distillation 
en pr6sence d’oxyde mercurique). Cette methode a et0 mise en o3uvre dans des conditions oxperi- 
mentales tr&s voisines par RAMSEY ET PATTERSON 8, NIJKAMPO, KRETOVITCH et aZ.10. NEISH~~ a 

* Charge de Recherches du Centre National do la Rccherche Scientifique. 

Bibliographic p. 84185. 



VOL. 1 (1958) !&P.&RATION DES ACLDES RLIPHATIQUES VOLATILS 71 

pr&oniee comme phase mobile lc mBlange bcnz&ne et butanol. NIJKAMP~* Is m&nge t&rachlorure 
de carbone et butanol, qui pcrmet de doser l’acidc ac&ique. 

SYNGE~~ a Btudic! Id manquc de r&ulaitit& du front et les Trariations de la vitesse de migration, 
qu’il attribue A l’ionisation en phase aqtieuse, tandis .qu’en phase organique mobile, il n’existe 
que des mol&cules non dissocides. MOYLE, BALDWIN ET SCARISBRICK~~ ont mis en prat;ique cette 
thdorie et ont utilisd un gel de silicc tampon&, sans indicateur interne; ils ont obtenu ainsi une 
bonne separation des acides de la s&ie normale. PETERSON ET JOHNSON~~ sont parvenus B des 
resultats analogucs avec une colonne de Celite saturde d’acide sulfurique, la phase mobile &ant 
lc benzbne. 

P&all&lement, differents auteurs se sont attaches ;I la determination des acides de la sBrie 
ramifi&e, dite “iso”. RAMSEY~~ a s&par& partiellement l’acide butyrique de l’acide isobutydque 
par double chromatographie sur colonnes de gel de silice. BUBDINC; ET YALE~' ont &pare les 
isoni&res de i’acide val&ianique sur colonne de Celite tamponnee par du phosphate & pH 6.5. 
Les acides du rumen ont de m&me BtB d&ermines par GRAY et al.‘* gr&ce Q des chrornatographies 
successives. 

%nfin, JAMES ET MARTINID ont ddcrit leur mdthode de &partition chromatographique 
gaz-liquide et l’ont appliqude au fractionnement des acides volatils. D’aprbs les courbes present&es 
par ces auteurs, cette technique semble excellentc; ANNISON~” l’s mise en oxvre pour 1’8tude 
de certains liquides biologiques : sang, salive, sue gastrique et liquide c&phalo-rachidien. (Voir 
aussi les modifications techniques proposdes par VAN DE KAMER, GERRITSMA ET WANSINK~~). 

Les mdthodes de &paration sur colonne donnent dans l’ensemblc des rdsultats satisfaisants, 
notamment du point de vue quantitatif. Cependant. en dehors des difficult& g&&ales de s0para- 
tion de l’acide formique, il faut remarquer que les op&ations-.sont longues et delicates et par 
suite se p&tent ma1 ;\1, des determinations en s&ie. 

(c) Chromatogra#iie saw papier 

Plusieurs auteurs ont d6j& tenth, avec plus ou moins de succ&, de vaincre les difficult& 
inhkentes A, la chromatographie sur papier des termes infkieurs de la skie des 
acides aliphatiques. 

En 1949, FINK ET FINI@~ ont proposk de transformer au pr6alablz les acides 
volatils en hydroxamates, en faisant r6agir les esters avec l’hydroxylamine. La 
chromatographie des hydroxamates est rGali&e en utilisant cornme. phase mobile 
de l’acide isobutyrique ou dti ph6nol saturks d’eau. Les auteurs obtiennent une bdxine 
skparation des acides de C, & C,, mais la grande mobilit des hydroxamates dans 
ces solvants fait qu’ils se tassekt dans la partie infdrieure de la feuille. La rkv6lation 
est effectuee par pulvkisation d’une solution de chlorure ferrique: il se forme un 
complexe rouge pourpre avec les hydroxamates. 

INOUE ET NODA~~ ont dkrit une’ technique analogue. THOMPSON~* a essay6 de 
nombreux solvants, parmi lesquels les melanges alcool amylique/acide a&que/eau 
(4 : I : 5) et alc.ool octyliquelacide formiqueleau (75 : 25 : 25) donnent un khelontiement 
correct des taches. Signalons que STADTMAN ET BARKER~~ ont utilise la m&me 
transformation prealable dn hydroxamates pour la s6paration des acyl-phosphates ; 

la chromato&aphje, est faite avec le solvant butanol satur6 d’eau. 
SATAKE ET SIZKIzO ont s&pa% les acides volatils sous forme de, leers kydrazides, 

obtenus par chauffage .des acides en prkence d’hydrate d’hydrazine & 11o~-13o~ C. 
Le solvant utili& se compose d’alcool isoamylique, de collidine et d’eau (IO: 2 : I). 
La r&Aation est rkalisde i)ar le nitrate d’argent ammoniacal. I 

Constatant les inconknients de la prkparation des hydroxamates ou ‘des 
hydrazides, la plupart’ des auteurs ont essay6 de s&parer les acides sous forme de 
sels, la chromatographie des acides libres ktant g&&e par leur grande volatilitk. 
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BROWN ET HALLS' ont decrit une technique de chromatographie des sels de sodium 

des acides voltails. Les selvants sont Ie butanol sature d’ammoniaque 1.5 N, ou le 
melange butanol/bthanol/ammoniaque 3 N (4: I : 5). Les RF sont don&s dans le 
Tableau I. Apres sechage, on pulvkise une solution de bleu de bromothymol ajustee 
& pH 7.5 par de la soude. Les taches jaunes sur fond bleu son+ tres fugaces. HISCOX 
ET BEIZRIDGE~ ont abandonn6 les sels de sodium pour les sels d'ammonium ou 

d'6thanolamine. Le solvant se compose de butanol satur6 de la base utilisee. Les 
acides :de C, & C, sont bien &par& (Tableau I). La r6v6lation est faite a l’aide d’une 
solution de vex-t de bromocresol amenee & pH 5.5 par de l’acide citrique. La base 
est retenue au niveau des acides et ceux-ci apparaissent en bleu sur un fond acide 
jaune. VIRTANEN ETMIETTINEN~ ont de m&me chromatopaphi6. les sels de d%thyl- 

TABLEAU I 

BROWN ET HALL” HISCOX ET I<BNNEDYET REID ET ISIWRWOOD ET 

050 BERRIDGIF BARICI~Ra' X-EDERER’” HAlrES” 
r959 x951 r9.51 1953 

-_-__ _ 

Sels des acidcs Sodium Ammonium 
Ethanolamine 

Solvants Butanol Butanol 
sature d’am- sature d’une 
moniaque solution cl’& 
1.5 iV thanolamine 

RF 
AC. formique 
AC. ac&ique 
Ac. propioniquc 
AC. butyrique 
AC. valerianique 
AC. caprdiquc 

Indicateur pour 
rev&ation . . . 

Coloration : 
taches acides 
fond 

0.09 
0.10 

0.19 
0.33 
0.45 
0.61 

Bleu de 
Bromothymol 
B 0.04 p. 100 

d’eau aj ustb 
a PI-I 7.5 pa= 
NaOH 

jaune bleu bleu jaune jaune 
hlell jaune jaune pourpre bleu 

Estimation 
quantitative 

0.20 
0.31 
o-44 
0.55 
0.77 

Vert de 
Bromocresol 
& 0.04 p. 100 
d’ethanol 
ajust a 
PH 5.5 par 
ac. citrique 

Ammonium Ammonium Ammonium 

a. Ethanol/ 
NHs cont./ 
enu (95 : I : 5) 

b. Butanol/ 
eau/di&hyl- 
amine 
(100: 15: I) 

a b 
0.31 
o-33 0.28 
o-44 0.41 
o-54 0.51 

0.60 0.56 
0.68 

Bleu de 
Bromophenol 
s 0.05 p. 100. 

d’eau + 0.20 g 
acide citrique 

Butanol 
sature d’am- 
moniaque 
I.5 N 

0.10 

0.11 
0.1g 
0.29 
0.41 
OS.53 

Pourpre de 
Bromocr&ol 
& 0.04 p. 80 
d’dthanol 
+ 20 de 
formalin 

Mesure de la 
surface des 

a. Propanol/ 
NH, cont. 
(7:3) 

b. Propanol/ 
NH, cont. 
(g:1) 

c. Propanol/ 
NH, cont. 
(6:4) 

a b c 

0.37 0.13 0.52 
~.48 0.25 0.61 
0.57 0.33 0.09 
0.69 0.44 0.80 
0.73 0.52 0.84 

Bleu de thymol 
Q 0.10 p. 100 
d’eau ajustB 
Q pH IO par 
NaOH N/IO 

Elution et 
titration colori- 

spots i m Btrique 
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amine et ont utilis6 cette technique pour les dosages en &rie de l’acide butyrique 
dans les “silages” (vtZgE?taux en silo). Les sels de di&hylamine or,t 6ti: encore employ&s 
par LONG et u1.30, puis par JONES et al .3? BGRJE ET TORSTEN~~ ont tent& de rendre 
la m6thode plus’ pr6cise en dhterminant sur le chromatogramme les acides formique, 
ac&que et lactique ,par des r6v6lations s#cifiques. BURTON~~ a modifi6 la technique 
de r6vBlation : la solution alcoolique. de vert de bromocr6sol est pulv&is&e avant le 
s6chage complet de la feuille ; les anions donnent une coloration bleue stable. 

En rggx, KENNEDY ET BARKER~~ ont propos6 une mhthode de s&paration des 
sels d’ammonium par le solvant ~thanol/ammoniaque concent&e/eau (95 : I : 5). Les 
XF olbtenus sont reproduits dans le Tableau I: on remarque le 16ger decalage entre 
l’acide formique et l’acide a&tique. Mais la difficult6 d’effectuer des chromatographies 
convenables avec un solvant & base d’Bthano1 oblige les auteurs 2, prhparer aupgravant 
le papier filtre pour eliminer les. taches “fantbm5” :, ils lavent le papier avec une solu- 
tion d’acide oxalique &. I p. IOO, puis Le rincent plusieurs fois ,% l’eau distillee. 

La m&me annee, REID ET LEDEREF~" ont publie une m&hode tr&s inGressante: 
la chromatographie des sels d’ammoniuk est’ &alis&e $I, l’aide du solvant: classique- 
butanol saturh d’ammoniaque 1.5 N (Tableau I) .“‘i;a r6v6lation est faite par pulv&isa, 
tion d’une solution de pourpre de bromocr&ol contenant 20 p. IOO de formaldehyde; 
celui-ci se combine & l’ammoniaque et lib&e les acides; si l’ont. fait subir ensuite au 
papier, l’adtion m&nag& de vapeurs ammoniacales, le fond se colore en rouge, alors 
clue les acides se d&achent en jaune. Les auteurs envisagent aussi une possibilit6 
de dosage par la mesure des aires des taches acides. Ce pro&d6 permet une estimation 
quantitative, dont ‘l’erreur, selon ces auteurs, est inferieure &. 5 p. IOO; JACQUET ET 
VIT,LETTE~~ l’ont utilis6 avec sue+ en microbiologic. MUNIER~’ a am6liorG la mhthode 
de REID ET ~EDERER en ajoutant tie l’ac6tone & la phase organique et en remplaqant 
le formaldehyde par l’ac&tald&hyde dans l’indicateur. DUNGAN ET PORTEOUS~ ont 

propos6 de laver le papier-filtre avec la phase alcoolique d’une solution de butanol 
saturhe d’ammoniaque. La r&Aation e st rGal.i&e par pulv6risation d’une solution 
de rouge de mhthyle et de bleu de bromothymol ajustbe & pH 5.2 et: additionnce 
de formald6hyde. Les taches des acides apparaissent en rouge sur fond vert. 

En ~~~~;ISHERWOOD ET HANE@ ont d&xit leur technique originale, dans laquelle 
les sels d’ammonium sont &par& (par des solvants & base de propanol (Tableau I). 
Le papier est pr&alablement lav6 successivement & l’acide a&ique, ZI, l’eau distillhe et 
h l’ammoniaque IO N. La solution r&Alatrice est une solution de bleu de bromothymol 
amenee g pH IO par de la soude ; la r&&lation ne peut se faire que dans une atmosph&re 
priv6e de gaz carbonique. Les auteurs dosent les acides par col,orirn+trie apr& rep&rage 
des bandes & l’aide d’un chromatogramme-t&moiri; dhcoupage et. Ablution. 

Le nombre des techniques successives et des am&liorations p?bpo&es fait pr&ager 
qu’elles ne sont pas sans d@fauts. Ceux-ci sont avant tout: ‘. 

I. la dSicult6 de r&&lation, qui n&cessite soit la pulv6risation d’un indicateur 
color6 dans une atmosphhre priv@e de CO, (ISHERWOOD ET WANE@), soit le lavage 
fastidieux des feuilles de papier-filtr6 (KENNEDY ET BARKERS*, ISHERWOOD ET 
HANE@, DUWCAN ET PORTEOUS~) : en gi?n&al, ce sont les techniques de HIS~OX ET 
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BERRIDGE~~ et de REID ET LEDERER~~ qui ont seduit les utilisateurs par leur simplicite ; 

2. les conditions m&me de la chromatographie: dans le cas des sels de sodium 

(BROWN ET HALLET), on est g6ne par la tache alcaiine de I'ion sodium, cyzcl: masque 
la tache de Z’acide ace’tiqzce; quand on s&he les chromatogrammes, il y a une perte 
certaine en acides, variable selon les conditions de sechage et les solvants utilis6s: 
l’acetate et le propionate d’ammonium disparaissent les premiers; d’autre part, 
l’utilisation d’un indicateur acide, qui permet de deceler les ions ammonium retenus 
au niveau des acides, alors que le fond du ,papier reste lui-meme acide, n’est pas 

satisfaisante; 
3. l’impossibiiite de s&Parer Zes acides form,iqwe et ace’tique, Zes acides de la se’rie 

wormale et cetix de la skrie “iso”. 

TECHNIQUE PERSONNELLE 

Les problemes que nous avions & resoudre pour la chromatographie sur papier des 

acides aliphatiques volatils des milieus biologiques etaient done les suivants: 

I. obtention des acides sous forme d'acides libres en solution suff~samment 

concentree pour etre chromatographi6e; 

'2. recherche de phases mobiles permettant la s6paration de *tous les acides 
volatils de C, a C,, y compris celle du formique et de l’acetique, et d’autre part la 
separation des acides de la serie “iso” de ceux de la serie normale ; 

3. mise au point d’une technique de r6velation permettant d’obtenir des taches 
color&es relativement stables par simple pulv6risation ; 

4. simplification des opkations, aux depens m&me de la sensibilith, l’estimation 
semi-quantitative restant neanmoins possible. 8. 

A . 

Nous avons mis au point une technique qui nous parait r6pondre & ces exigences: 
elle a fait l’objet d’une note preliminaire en Ig554” et nous nous proposons de la ddcrire 
maintenant d’une facon plus detaillee. : 

(a) Pg*$aration des solutions d’acides 

La concentration optima pour la chromatographie est de 0.5 a 5 millimol6cules pour 
IO ml, le volume de solution mis en jeu etant de 5 a 20 ~1, 

(I) EntraQnement ii la vapew, 

L’extraction est faite selon la technique d&rite par DYER~~, par entrainem.ent a la 
vapeur d'eau. Ce pro&d@ obligeant h recueillir un'volume tr&s grand de distillat 

pour &re quantitatif a et6 modifie ~~~'OLMS%D et aZ.42. Ces auteurs. distillent en 
prC.sence de sulfate de magn&ium a saturation : la proportion des acides passant clans 
les premieres fractions est tr& c ,augment&e. FRIEDEMANN~ traite prealablement le 

liquide par le tungstate'de sodium avant entrainement a la vapeur, .ce qui empkhe 

la mousse et permet de menerl'opkation plus rapidement. L'entrainement a la 

vapeur est effectue en presence d'acide sulfurique et de sulfate de magnesium. 

Nous avons etudif! l'influence du sulfate de magn&i.um A saturationsurla distilla- 
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TABLEAU II 

ENTRAPNEMENT A LA VAPEUR D’EAU DE 1000 /.d’f D’ACIDES DANS 100 l-d D’EAU, EN 

PRlbENCE OU ABSENCE DE SULFATE DE XAGNltSIUM + I X-d H,SO, CONCENTRk 

Dislillat rscueilli x00 tnl a00 nrl 

SO.Mg 

sans auec 

AC. formiquc distill& 
AC. ac&ique distillk 
AC. propioniquc distill4 
AC. butyrique distill6 

210 p&I 

355 ccfir 
GIO pd4 
805 /lil!! 

350 pn- 410 I&? 603 /AM 
73occiz’I 590 @I 940 CLM 
950 CIM 880 @I IOOO pM 
970 CIM 1000 /AM 1000 pM 

SO,Mg - 
sass uvec 

tion des acides. Les rWiltats sont rassembles dans le Tableau II. Nous voyons qu’en 
recueillant 200 ml de distillat, on obtient quantitativement les acides & partir de C,; 
mais 60 p. IOO seulement de l’acide formique passent dans le distillat (WITZEMANN)~~. 

11 est a remarquer que les conditions opkratoires jouent un rBle certain dans_la quantitb 
d ‘acide recueillie, en particulier la vitesse de passage du courant de vapeur d’eau 
et surtout la concentration initiale de la liqueur 3, distiller (dans toutes nos exp%riences, 
le volume du ballon contenant la solution acide a @te maintenu constant par reglage 
du chauff age). 

Nous avons essay6 de d6finir les meilleures conditions d’entrainement & la vapeur, 
applicables aux liquides biologiques et aux milieux de culture bactkiens en particulier. 
IO ZL 50 ml du liquide sont addition&s de I ml d’acide sulfurique concentre, puis de 
15 ml de solution aqueuse de tungstate de sodium & IO p. IOO. On ajoute enfin 15 ml 
d’une solution de sulfate de magn&ium & 50 p. IOO (poids/volume). On agite -apr&s 
chaque addition. Le ballon est month sur le gen&ateur de vapeur d’eau; on chauffe 
jusqu’a Gbullition, puis on distille t feu doux, jusqu’a un volume de 25 ml; pendant 
ce temps la vapeur est reglee pour passer bulle par bulle. Lorsque le volume de 25 ml 
est atteint, on met en veilleuse sous le ballon et l’on fait passer rapidement la vapeur 
d’eau. On arrete l’entrainement lorsque l’on a distille 250 ml de liquide. L’operation 
dure environ 20 minutes. Dans ces conditions, nous recueillons g7 p. IOO de l’acide 
forxnique et la totalite des autres acides volatils; 4 3. 6 p. IOO de l’acide lactique sont 

Bgalement entrain&s. Nous avons pu observer que, lorsque la quantite d’acide lactique 
contenue dans la prise d’essai &ait inferieure A 140 mg, cet acide n’etait pas d&e16 
par notre technique chromatographique et n’etait pas g&ant. Dans le cas oh cette 
dose est ddpassee, on effectue un deuxieme entrainement a la vapeur, aprQs avoir 
concentre le premier distillat en pr&ence d’un exces de soude. Cette precaution est 
d’ailleurs rarement nkessaire, car la presence de 140 mg dans la prise d’essai cor- 
respond ZL. une quantite initiale d’acide. lactique allant de ‘3 g a 12 g par/litre selon 
le volume trait& Quant & l’acide pyruvique, qui’troublerait la chromatographie et 
dont IO & 40 p. IOO sont entraMs par la vapeur, il est totalement d6truit lors des 
operations ulterieures ; sa prksence n’est gQnante que pour le dosage de l’aci,dite 
totale. FRIEDEMANN’ a propos6 de s’en dbbarrasser par distillation sur oxyde jaune 
de mercure, mais cette operation 6limine l’acide formique. Aussi pr6ferons-nous 
prkipiter les acides c6toniques par addition m&rag& de z,4_dinitroph@nylhydrazine _, 
Uibliographic p. S+/S.j. 
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en solution sulfurique, apres defecation tungstique; la liqueur filtree est directement 
soumise a l’entrainement par la vapeur. 

(2) Dosage de l’aciditd volatiie totale 

Le distillat contient tbujours une proportion variable d’anhydride carbonique, en 
particulier lors de la distillation de cultures bacteriennes gazog&nes. 11 doit &tre 
elimine, car il donne une acidite titrable non negligeable et empkhe le virage net de 
l’indicateur color& Par barbotage d’air prive de CO, durant quelques minutes 
(FRIEDEMANN'), on pent Bliminer l’erreur due a l’acidite titrable; mais nous avons 
prefer6 la technique de ELS~EN~ qui consiste a faire barboter de l’azote pendant toute 
Is titration; dans nos conditions experimentales, le gaz employ6 &ant de l’azote 

pur, il faut 1'5 minute pour eliminer le CO, de IOO ml de solution, 3 minutes pour 
250 ml de solution. Les acides volatils ne commencent a &re entrain& qu’apr&s 
plus de IO minutes de barbotage, temps largement suffisant pour effectuer la titration. 
Celle-ci est faite avec de la soude N/IO en presence d’orthocr&ol-sulfone-phtaleine 
(en solution aqueuse & I: p. 100). 

(3) Concentration de la sol&ion d’acides 

Apres addition d’un leger exc&s de soude, on concentre par ebullition jusqu’a I ml 
environ. Pour eliminer l’ion sodium, nous avons employ6 des &sines echangeuses 
d’ions. Les r&sines anioniques faibles (type Amberlite IX@) retiennent tr&s ma1 les 
acides faibles; les resines anioniques fortes retiennent bien les acides, mais leur elution 
par les bases faibles est difficile. Nous avons done utilise des r&sines cationiques 
sulfonees (Permwtite 50, Amberlite IR no\. Elles retiennent l’ion sodium, les acides 
se retrouvant & 1’6tat libre dans les eaux de lavage. Chaque 6chantillon de r6sine est 
dose avant usage; nos prises d’essais fixent toujours environ 30 ml de s6ude N/I 
par gramme. On met en prbsence du residu d’evaporation des sels de sodium la 

quantite de r&irie calculee selon les resultats du dosage precedent; on ajoute un 
peu d’eau distill&e si c’est necessaire. Apr&s agitation, on laisse 5 minutes en contact, 
puis on filtre sur coton hydrophile dans un petit entonnoir. Le tfiltrat est recueilli 
clans un tube contenant une quantite de solution de morpholine N/I correspondant 
aux acides volatils titres. La r&sine est lav6e a l’eau distillee par fractions de I ml. 
La liqueur acide filtrante est jaune; elle vire au rouge au contact de la morpholine. 
On arr&e le lavage lorsque l’indicateur devient orange. On a ainsi recueilli tous les 
acides initialement tit&s. On ajoute alors une goutte de morpholine pure, pour 
assurer la fixation des acides, Cette solution se conserve indefiniment en chambre 
froide, en flacon bouche au caoutchouc. 

. . 

(4) Limites de la techaipe de concerttration 

Une operation menee correctement permet de recueillir tous les acides dans un 
volume de liquide &gal a 20 fois le poids de r&sine utilisee (pour 0.50 g de r&sine, 
correspondant a 1500 ;LM d’acides, on obtient IO ml de solution). La concentration 
est alors correcte. 

J 
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(b) CCtromatograj5hzie sw papier . 

(I) Choix des solvants mobiles organiques 

a. Parmi les hydrocarbures liquides, le benz&ne et le cyclohexane donnent une 
bonne r&solution des taches; aucun ne &pare l’acide formique de l’acide acetique. 

b. Les alcools aliphatiques satur& de la s6rie normale de C, & C,, et les alcools 
& chafnes laterales, secondaires ou tertiaires, de C, k C,, ne nous ont .pas permis 
la Gparation de ces acides, ni des acides “iso” et normaux. Les alcool?; Bthylique et 

m6thylique tendent 31, 6tirer ‘la tache &6tique-formique (voir les .RF du Tableau I) ; 

mais la &solution est d’une faGon gG.rkrale mauvaise, le stilvant formant des taches 
.,_._.* _.,. _ ..,..,,,,,... _. : .,..,.., *- . . ,‘ ,. .,_ ..,.e. y... ,.,, .,a. “?(; 

8, :_ ‘. 
,;.:, ,. ‘!._.’ :” . . .,’ 

( 

Fig. 
V.F. 

pari ssites. 1 KENNEDY ET B~~~~~3*'avaientobserv6 cette anomalie etrecomman ldaient 

de 1 aver le papier-filtre avec une solution d'oxalate de potassium, avantla chrc lmato- 

I. Chrol 
glucose 

I _... 

Acido formique ‘4 

Acide ac&tio ue 3 I 

Acide propioniquc + 

Acido butyrique t 

Acidc valerianique + 

Acide caproi’quc + I 

matographie dcs acides volatils des milieux de culture de bact&ies anskobies 
B I p. IOO; essai sur 30 ml). T: melange t&noin, * - 1 : Fusiformis hemolyticus; : 

fovmis fusiformis ; 3. Spheropltorus funduliformis; 4. liistilla convega. 
* 

(Milieu 
2. Fusi- 

graphie avec le solknt alcocl-ammoniaque. 

GlibldOgraphie p. Y4!65. 

.' 
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Les alcools superieurs donnent des taches bien nettes. Les _I?3 des acides decrois- 
sent quand le poids mol&Aaire des alcobls augmente. Les RR sont plus grands pour 
les alcools de la serie normale que pour leurs isomeres ramifies. 

c. L’essai des solvants organiques classiques : &tones : d&iv& chlo,r6s, bromk, 
soufres des hydrocarbures; esters; ne nous a permis aucune separation interessante. 

d. L’alcool allylique (Al-propenol) &pare convenablement les acides formique 
et acetique. Le solvant est compos6 d’alcool allylique, d’eau et d’ammoniaque con- 
centree (1100: 5 : I). Les RF obtenus pour les acides formique et a&ique sont respective- 
ment 0.45 et 0.52. Les acides vakianique et capro’ique migrent avec le kont et 
sont difficilement reperables, Ees divers melanges d’alcool allylique avec des solvants 
diminuant les RP des acides ne nous ont donne aucun resultat ; d&s que la concentration 
en prop&o1 est infcitrieure & 80 p. 160, les acides formique et acetique ne sont plus 
separes. De plus, les propri&s lacrymogenes de cet alcool rendent son emploi tres 
p6nible. 

e. Nous avons cherche si, parmi les corps de formule voisine de l’alcool allylique, 
certains ne prkntaient pas la propri& de &parer Zes acides formique et ac&ique. 
Nous avons obtenu un r&sultat ,favorable avec le propanediol-r,z (ou propylene- 
glycol), dont la’.formule. peut Qtre consider&e comme dCrivant de celle de l’alcool 
allylique par fixation des 616ments de l’eau sur la double liaison. Ce solvant s&pare 

CH,=CH-C&OH 
'Al-Prop6nol 

CL.,-CI-IOH-CH,OH 
l?ropancdiol-x,2 

trt% correctoment les+ deux premiers acides volatils, mk-ne. lorsqu’il se trouve a la 
concentration de IO p: xoo dans la phase ‘mobile. Mais il possede un point d’ebullition 
elev6 (1580 C) , d’oh, ‘l’impossibilite de s&her le chro,matogramme sans Bliminer les 
acides; d’autre part, la migration d.es acides est t&s rapide. Nous avons done cherche 
B diluer convenablement.le propanediol avec d’autres solvants qui lui conserveraient 

ses avantages, en diminuant -ou supprimant ses ,inconvenients; pour choisir ces 
. . 

solvants, nous avons .&gage de nos essais les r2gles suivantes: 
'I. Les solvants miscibles a l’eau en toutes proportions (ethanol, propanediol) 

font migrer trbs’rapidement les ‘acides; :les taches‘ sont rfguli&ement espacees mais 
tassees vers le has dukhroniatogramme;‘l’,eau ajoutee au solvant a la meme propri& 
et les RF sont fonction. de la quantite d’eau ajout6e. 

2. Les .. solvants hydrophobes ou ‘p:eu hydrophiles (hydrocarbures, alcools 
superieurs) ralentisient la vitesse de migration ; les premiers acides sont largement 
espaces, mais, a partir de l’acide buty-’ ~ro,ue, les taches sent a peine separees. 

3. La resolution des taches est d’autant meilleure que le poids molkulaire du 
solvant est plus Blew5 et sa formule plus complese (les taches deviennent plus ramas- 
s&s et plus nettes quand on p’ ,l:~e du methanol au butanol, l’alcool butylique tertiaire 
donnant la meilleure resplution) , . 

4, L’addition d’un liquide volatil au propanediol Btait indispensable afin de 
permettre un skhage partiel du chromatogramme. Nous avons essay6 le benzene 
et le cyclohexane: ceus-ci influence& assez peu la vitesse de migration des acides 
et ont l.‘inconvGcnt de ma1 s&parer les acides butyrique, val6risnique et caprolque 
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TABLEAU III 
(Lcs proportions sont indiqubes en volume) 

Solun,rt I SolL~unf II s01vc4n: II2 
.- 

Uenzc’ne . . . . . . 30 ,. 
Propyl8meglycol. . . 10 
Isopropanul . . . . 20 

Ammoniaquo 22“ 136. 0.6 

Eau ‘. . . . . . . . 3 

,. 
p--- 

A!cool benzyiiquc * 30 
C~yclohexane . . , . x0 
I’ropylbleglycol . . IO 
Isopropanol . . , . . 20 
Ammoniaque 22O B8 0.7 
Morpholine . . . . 0.07 
Eau . . . . 6 . . 3.5 

Butanol. . . . . . 30 
Cyclohcxane. . . . 30 
Propyl&neglycol . . IO 
Ammoniaquc 22O Et5 0.07 
ivIorpholine . . . . 0.5 

Eau . . . . , . . 3.7 

Vatcws dcs RF 
-..-- --, -_ -- 

SolvnnL 2 Solvflnl II Sozv~Lrrl II2 
--_ _-- 

-- 

AC. formique 
AC. acbique 
AC. propionique 
AC. butyrique 
AC. valdrianique 
AC. caproi’que 

0.41’ 0.23 0.29 

0.50.* 0.29 0.3G 
0.59 0.40 a.49 
6.6s 0.52 o.G2 

0.74 I,): ‘0.58 0.70 
0.79 0.66 0.80 

(Solvant I du Tableau III). Par a,djpn&& d’@ solvant ralentisssnt fortement la 
vitesse de migration (alcool ben’&iq&k), : ilqus ab+ns obtenu des RF plus faibles, 
mais une mauvaise separation dcs’ ,acides., ~~p&iku~s (Solvant II). Enfin l’addition 
de butanol nous a permis d’obtenir un~&pa&xnent homog&ne entre les taches acides 7 
(Solvant TIP) (voir Fig. I). Aussi est-ce &. ,,ce. dernier solvant que nous avons donne i 
la prBf&-ence. 

f. Dans la serie aromatic#e, I’aicool ben&lique nous a permis de .&parer les 
acides de la serie “iso” de ceus de I,? &rie. norm$e. Nous nous sommes inspi& de 
la technique d&rite par CONS&N, GORDO$‘E% MARTIN~Q pour la sbparation de la 
leucine et de l’isoleucine. L’alcool benzylique,‘sa,turk d’ammoniaque 1’5 N fait migrer 
b-&s lentement les acides (apr&s 24 h&i&$ de chromatographie descendante, tous 

les acides sont encore confondL;s en uric, ,tache, Btix+e, dont la base a pour RF 0.2 

environ), Mais lorsqu’on laisse cotiler le solva& ‘dui,$nt trois ou. quatre jours, le front ,.. 
depassant largement le bord inf6rieurdu @afiier; d&&p& en dents de scie, on observe 
une sBparation tr&s nette des acides; ,dor$l& RF sont les suivant?, celui de l’acide 
valt’rianique 3ant pris cornme uiGt,G.: akid; formique 0.17; acide ac@tique 0.20; 

acide proprionique 0.36; acidc $sbbut&$d.~~; ,acide butyrique 0.61; acide iso- ‘. ‘, 
vakianique 0.82; acide val&i$ique r (v’dir Fig. 2). Le RI: de l’acide valbrianique 
est arbitrairement iis6 & I, la distance parcourue par le solvant n’6tant pas mesurable. 
Le point d’&bullition elev& de l’alcool benzylique ,(zdsO C) empkhe lc skhage du 
chromatogramme. A froid, il est impossible d’obtenir la dessic&t’ion; & 1’6tuve, les 
acides se volatilisent en meme temps clue l’alcool benzylique. Le chrqmatqgramme 
doit done Btre x-&-U alors qu’il est encore imprGgn& clu solvant. Celui-ci &x-me), ZLLI 

papier. une apparence huileuse et les taches doivent Gtre esamin&es par, transparence. 
11 est nkcessaire de les entourer d’un trait de crayon imm@diateme.nt, caf, ,sous l’in- 
Auence dF l’escrk de liquide @C,lateur pulv&isC, elles tendent ZL s’Al+rgir rapidement, 

Bibllogra+Ee $. S,</85. 1 ,: . 
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Par m@lange avec un autre solvant, m&me en juantit6 t&s faible, l’alcool 
benzylique perd sa propriM de &parer les acides “iso” des acides de la s&rie normale. 
Aucune autre phase mobile ne nous a don& ces s6parations. Nous avo;ts done, maZg~$ 
ses inconv&aiemk, rctenu I’alcool benzyliqzce pour la chromatogm+hie SW $a$ier des 
acides “iso”. L’utilisation de cc solvatit sur colorke permettrait sans doute la separa- 
tion et le dosage de tous les acides aliphatiques de C, & C, et de leurs isomkres. 

(2) Chok de la base satwant les acides 

La base utilisite et sa concentration font varier consid8rablement le RF: il semble 
qu’agissent & la fois le coefficient de dissociation et l’hydrophilie de la base. Les bases 

E 
a 

Acicle !S f 

A 

ormiquc et ac&ique 

Acidc propionique 

Acide isobutyrique 

Acide butyrique 

tide isovaldrianiquc 

Acidc valdrisniquc 

Acidc capro?que 

c Acide isobutyriq ue 

*-1 Acide butyriquc 

+- Acide va.l&ianiq ue 

rig. I 2. Chromatographie des acides volatils de la s&ie iso dans ,le solvant alcool 
#ml noniaque. On remarquera la diminution des RF dans le melange, par rapport aux 

benzy 
acides 

plique/ 
isol&. 

organiques faibles et miscibles en toutes proportions k l’eau se comportent comme 
l’ammoniaque. 

Nous avons tent6 de remplacer l’ammoniaque par une autre base. En effet, 5~ 
sels d’&mmon.ium sont instables (sels d’acides faibles et d’une base peu ioni&e) 
et l.es deux composants dissoci6s sont t&s volatils, ce qui entraine leur dispakition 

B+bliogrnplaie p. S4jS5. 



VOL. 1 (1958) Sl%PARATION DES ACIDES ALIPHATIQUES VOLATILS 81 

lors du sechage du papier. Cet inconvenient se manifeste _,a deux moments .de la 
chromatographie : a. lors du depot des tachcs de depart, il est impossible\ de s&her 
celles-ci avec de l’air chaud: par sechage 21, froid d’une duree n’excedant pas une heure, 
les pertes d’acides sont t&s faibles; b. lors du sechage du chromatogramme, avant la 
pulverisation, les pertes en acide sont tres sensibles et dependent du solvant utiliso; 
en particulier, les solvants peu volatils entrainent les acides en quantite considerable. 

I1 fallait done remplacer l’ammoniaque par une base moins volatile et plus 
clissociee, mais neanmoins suffisamment faible pour ne pas gQner la r&elation. 

Parmi les substances essay&es, la morj&oline, WL?) 2 -NH- WI,)2 est peu 
\ 

LO/' 
/ 

volatile (E = 1260 C), elle est plus forte clue l’ammoniaque et elle ne gdne pas la 
revelation. APT&S 3 heures de sechage & la temperature du laboratoire, en presence 
du solvant II, 5 p. IOO seulement des acides achtique et propionique ont disparu et 
l’on retrouve integralement les autres acides. 

Nous avons done introduit la morpholine dans les solvants II et III, ma.is en 
conservant l’ammoniaque, qui permet une bonne saturation de l’atmosphere de la 
cuve, ce qui ne peut Gtre obtenu avec la morpholine seule. 

. (c) R&.&ation 

Les techniques de revelation qui ont 6te proposees sont de trois types: 

(I) PzcZv&isation d’up indicatew Grant ci @Y bus, tamfionne’ par de Z’acide citrique 
(Hrscox ETBERRIDGE 28, KENNEDY ET BARXER~~). 

Les acides chromatographies retiennent l’ammoniaque a leur niveau: leurs taches 
sont clone alcalines sur le fond acide du papier. La coloration disparait rapidement 
par depart cle l’ammoniaque, et la rr5velation ne peut etre, m&-he grossi&rement, 

quantitative. 

(2) Pulvtfrisation d’zcn indicateatr virant ci p.H neutre ozc alcalin, +rdaLabZcmewt neutralisk 

exactement par de la soude 

La coloration est t&s labile, la soude Btant rapidement neutralisee par le CO, de l’air 
(BROWN ET HALLS'); nous avons vu que ISI-IERWOOD ET HANES~~ Gvitaient cet in- 
conv&ient en effectuant la pulverisation dans une enceinte privee de gaz carbonique, 
ce qui complique ,sekiblement le mode operatoire. REID ,ET LEDERER~~ pulverisent 

un indicateur additionne de formol: l’ammoniaque du papier est alors dissimulee et 
‘on colore le fond par l’action menagee de vapeurs ammoniacales. 

(3) Emploi d’ztne r&action chimiqzce s’effectzcant ci zcn PM dtftermin~ 

On a cu recours notamment a la reduction du nitrate d’argent ammoniacal (cf. 
ISHER~OOD ET HANEGO): les substances reductrices naturelles du papier colorent 

lefonden brun fonce,gr&ce & l'alcalinite du nitrate d'argent ammoniacal: la reduction 
n'a pas lieu au nivean des taches acides clui apparaissent en blanc sur fond marron; 

Bibliogvaphiz p. 8415.5. . : 
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la teinte du papier s’approfondit si on pulvkrise ensuite une solution clilu&e de glucose 
et que l’on s&he le chromatogramme. L’acide formique a un comportement particulier : 

comme il est lui-mike rcducteur, sa tache vire imm~cliatement au marron fonc6, 
r&action qui s’av&re tr& utile pour le distinguer de faqon spkifique des autres acides 
volatik, surtout de l’acide acbtique. ~~RJE ET '~oRsTES:~~ ont voulu en faire une rfiac- 
tion de diffdrenciation des’ acides formique, acctique et lactique, mais elle n’est 
valable que pour l’acide formique, les acides acc:tique et lactique ne pouvant &tre 
s&par&. 

(4) ProctG adog%% 

Parmi les inclicateurs color&, ceux clont le point de mirage se situe entre 7.5 et cJ nous 
ont donne les meilleurs r&sultats. Nous avons choisi le rouge de crkol (o-crkol- 
sulfone-phtal&ine), dont la couleur est jaune en milieu acide et vire au rouge B pH 8. 
Cet indicateur, adclitionnd de soude, donne un contraste net entre les taches aciclcs 
jaunes et le fond du papier rouge. La coloration rouge clisparaLit en quelques minutes 
par action du CO, de l’air. Nous avons done ajoutc un tampon alcalin, mains sensible 
au CO,: une solution de phosphate ajustce g pH 9.5 permet cl’obtenir des taches 
persistantes; cependant, l’obligation clans ce cas de pul\+riser une solution aqueuse 
entraine la diffusion cles taches, et le vbronal sodique, soluble clans l’alcool, &vite cct 
inconvkient. 

La formu1.e de la so,?~~~~io~z d’i~z&catew est la suivante : o-crkol-sulfone-phtalkinc : 

0.2 g; soude N/I: 0.3 nil; eau: 15 ml; aprk dissolution, ajouter 70 ml d’alcool h 
960. La soZu&‘o~z tam$ott est composGe d’une solution aqueuse de vkonal sodique h 
IO g pour IOO ml cl’eau, & laquelle on ajoute ISO ml d’alcool h 960, Les clew solutions 
s&it rnclangdes avant l’emploi en proportions variables selon la base utilisce pour la 
chromatographie. Avec une phase mobile ammoniacale, on pulverise un mdlange IL 
parties d\gales des deus solutions. Si la phase mobile contient de la morpholine, on 
fait un mGlange contenant ‘/il cle la solution tampon pour “/4 de la solution inclicatrice. 

Cette technique de rk.Glation nous a donne cles rcsultats constants,; elle met en 
k’iclence toutes les substances qui communiquent au papier UII pH infkieur ZL la 
neutralitd; la coloration ne disparait qu’apr& 4s heures environ. 

(d) Natacre dac fia$Ger 

Lors de nos essais prkliminaires nous avons employs le papier Whatman no. I, qu 

est relativement lent et qui permet de ddceler de petites quantit&s d’acides, de l’orclre 
clc! 0.025 micron~olkules. Pour les applications pratiques de la technique, nous avons 
prcfM le papier Whatman no. 3, dont l’kpaisseur permet de ddposer cles quantitirs 
cle liquide plus importantes B 1, q tache de clkpart. Aprks ri:v&lation, les taches sont 
plus nettes et la coloration disparait plus lentenlent. 

Les ConsidCrations pr@cGdentes nous concluisent 5 r&umer la technique de chromato- 
graphie des acides volatils de la faGon suivante: 

13ibiiogm~hie +. SLJ/S_T. 
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I. Le papier utilis6 est le WliAtman no. 3 ; la cl~romatographie cst effectuCe en 
phase descendante. 

a. Les acides sont cl6posk sur le papier sow forme cle leurs sels de morpholine, 
par fractions de 5 ~1, ZL l’aide cl’une micropipette; entre cliaque addition, on laisse 
skher la tache B la temphrature du laboratoire. La quantite cl’acide d6pos6e doit 
Gtre comprise entre 0.5 et 3 PM, et le volume de solution utilis6 compris entre =j 
et 20 ~1. 

3. D&s que les taches de depart sont skhes, on effectue la chromatographie A 
l’aide clu solvant III durant 24 heures pour les acides de la serie normale; pour la 
s6paration des acides de la skie normale et de la s6rie “iso”, on emploie l’alcool 
benzylique satur6 d’ammoniaque 1.5 N; on laisse couler ce solvant clurant quatre 
jours, le bard infkieur clu papier @tant d&coup& en dents cle scie pour permettre un 
koulement homog&ne. 

4. Les feuilles sont retirhes de la cuve h chromatographie et laisskes 20 minutes 
5 la tempkature clu laboratoire ou IO minutes & 500 C. L’indicateur tamponn6 est 
ensuite pulv&-is6 ; la technique suivante nous a donn6 les meilleurs rkultats; d’abord, 
pulv@risation homog&ne mais 16g&re sur une face, jusqu’g l’apparition des taches 
jaunes sur un fond jaune orang@ ; ensuite, sur l’autre face, pulwkisation jusqu’& 
obtention d’un fond rouge violack. &r&s 5 minutes, on esamine les taches par 
transparence et on les entoure d’un trait de crayon. Lors cle l’emploi du solvant 
alcool benzvlique/amnionia.que, le chromatogramme peut Gtre s&&6 & la temperature ..* I 
clu laboratoire durant 45 minutes. AprGs pulvkisation, il faut attendre IO minutes 
environ avant clue les taches deviennent bien visibles; elles sont alors marqudes 
immCdiatement ; elles persistent 4s heures environ, mais en s’agrandissant consi- 
clkablement par diffusion dans le papier humide, le fond du papier se ckolorant 
peu A peu. 

11 est possible de clkeler par cette techniclue 0.05 p.iM d’acide formique; 0.1 ,A4 

des acides ac6tique, propionique, butyrique, et o. 15 p&l des acides valkianique 
et caproi’que. Les acides minkaus (en particulier l’acide sulfurique), qui peuvent 
avoir 6t6 entrain& lors de la distillation des acides volatils, restent 5 la tache de 
cl&part. L’acicle lactique se place entre les acicles formique ct aci?tiqLze: son RF est 
variable et ddpencl de la presence de ces acides; s’il gene la lecture clu chromato- 
gramme, il est facile de prockler A un nouvel entraincment Zt. la vapeur A partir de 
la solution cles acicles volatils obtenue pr&$demment. 

Nous avons effectu6 au moyen de la technique pr&%dente plus de IOOO Gparations 
d’acides volatils et nous avons obtenu des rklltats constants et ais6ment reproduc- 
tibles. Le prockli! est bie? adapt6 & des dkterminations en sCrie, particuli&rement 
clans certaines ktudes m&taboliques, comme par esemple l’esploration syst&matique 
clu type fermentaire des bactCries ana&obies (GUILTAURIE, BEERENS ET OSTEUX*~) 

(voir Fig. I). La rapidit cl’es6cution et la simplicite cles moyens mis en ceuvre sont 

.l3iOliogvcc~kic 9. SJ/S.j. 
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les princip’aux avantages de la methode, dont la fid@litC nous a donn6 d’autre part 
entibre satisfaction. 

R&SUM-f? 

La chromatographie sur papier des acides aliphatiques volstils de C, & C,,. est r8alisr% apr&s 
entr+Pncment % la vapeur dans des conditions bien d&ermin&es, dlimination dcs cations et 
concentration par des &sines sulfonees. Les acides sont transform& en sels de morpholine et 
chromatographi6s sur papier Whatman No. 3 dans le solvant butanol/cyclohexane/propyl&ne- 
glvcol/ammoniaq’ue & 22' BB/morpholine/eau (30 : 30 : IO : 0.7: 0.07 : 3.5) pour la &paration des 
a&des de la s&ie normale, et dans le solvant alcool benzylique saturd d’ammoniaque 1.5 iV pour 
ceux de la skit “iso”; rdv&ation par une solution alcoolique d’o-crkol-sulfone-phtaleine. tampon- 
&e par le vkonal sodique. Le pro&de a don& d’excellents rkultats, notamment dans la dgtermina- 
kion des types fermentaires des bactdries anadrobies. 

SUMMARY 

The volatile aliphatic acids from C, to C, are chromatographed on paper after recovery by steam 
distillation under controlled conditions, elimination of cations and concentration by passage 
ovGr a sulfonated resin. The acids are transformed into their morpholine salts and chromatographed 
on Whatman ,No; 3 paper in the.solvent:system butanol/cyclohexane/propylene glycol/ammonia 
22O Bb/morpholine/water (30 : 30 : ID: 0.7: 0.07 : 3.5) for the separation of the straight chain acids, 
and in the system benzyl alcohol saturated with 1.5 N ammonia for the “iso” ssries. Revelation 
is carried out by spraying with an alcoholic solution of o-cresolsulfonphthalein in sodium Verona1 
buffer.,The methgd has given excellent results, notably in the determination of the fermentation 
type or pattem”of anaerobic bacteria. 
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