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iOe Année (Tome X). Mai '1930

LE LAIT

REVUE GENERALE DES QUESTIONS LAITIERES
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MEMOIRES ORIGINAUX

EMPLOI DE'L'ACETONE
DANS L'ANALYSE BIOLOGIQUE DU LAIT (1)

;par
Ch. PORCHER, et L. COMBY,

Docteur és-Sciences physiques. Docteur- V étirinaire.

L'analyse en chimie générale, et plus particulierement en chimie
biologique, emploie trés couramment Il'alcool a des titres.divers; pour’,
provoquer des précipités dans les liqueurs en expérience. Tantot,
c'est le précipitt méme qui intéresse le chercheur, tantét, au con-
traire, c'est le liquide surnageant que I'on filtre.

Comme lesliqueurs sont toujours aqueuses, plus ou moins fortement,
l'alcool introduit se trouve par conséquent dilué, et il en' faut parfois
de grandes quantités quand le titre alcoolique quel'on veut atteindre
pour obtenir une séparation satlsfaisante doit étre élevé.

On a rarement recours ici a l'alcool absolu, qui se trouverait dilué,

(1) Cetravail est inspiré d'une these d~ Doctorat vétérinaire de I'un de nous, faite dans
mon laboratoire (Ch. P.).
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et, comme il colte'pher,:Oli emploiede préférence des alcools forts dont
on a la ressource d'employer une' plus grande quantité.

Un autre lhconvénient de l'alcool, c'estd'avoir un point.débullition
relativement élevé: 7Ro, 3et de former avec l'ea:u des hydrates, si bien
que la distillation fractionnée, dans-le but de se débarrasser de l'alcool
précédemment.utilisé, demande' du temps et n'aboutit pas' toujours a
une séparation totale.

Si l'on employait I'alcool méthylique dontle point d'ébullition est
plus bas: 66°, onre trouverai'tpar ailleurs les mémes inconvénients.

Pour ,cesraisons, plusieurs auteurs ont eu;depuis longtemps Il'idée
de recourir a 1'~eét0J?Ejliquide miscible a l'eau, a l'alcool et a I'éther,
ne donnant pas avec l'eau des hydrates et pouvant en étre totalement
séparé par la distillation fractionnée, qui, a la 'rigueur, peut étre aidée
du vide. Son ,point d'ébullition est bas: 560" ]

Le' commerce livre l'acétone . l'état anhydre, donc a 100 %' Clest
dire que l'on dispose aisément d'un liquide qui, considéré uniquement
du point de vue de sa.concentration, est analogue a l'alcool absolu et
est plus Jacilement conservable a I'état pur. que ce' dernier. 'Dans)a
récupération-de l'a~étone employée au laboratoire, récupération facile,
on peut toujours aboutir ft une acétone qui n'est que légérement hydra-
tée et.quil reste a dessécher, d'abord sur du chlorure de calciumfondu,
et,ensuite, s'il est nécessaire, sur le sodium.

Lusubsbitubion de I'acétone a l'alcool dans maintes opérations de la
chimie biologique est d'autant plus recomma.nda.ble que I'acétone,
mieux que l'alcool; est un excellent dissolvant des graisses.

Parmi les auteurs qui ont eu recours & l'acétone dans I'analyse
immédiate, en chimie biologique.Tlfaut-citer : A. FOURNIER;TERROINE,
M. PIETTREet A. VILA, A. IONEscu-MATIU"et O. V. BORDEIANG:t
Oh. PORCHER. ,

Ch. PORCHERd~s 1903, a, utilis¢ l'acétone pour la séparation du

sucre' du lait de bufflesse (1) et il est intéressa.ntde montrer dans quelles
circonstances.

1

Lolait additionné de son volume d'eau distillée est acidifié pour
précipiter la caséine. En 1903, Ch. PORCHERutilisait a 5 cm® d'acide
acétique par litre de lait, mais aujourd'hui, avec les données que nous
.possédons sur le point isoélectrique de la caséine','il est facile de préci-
piter cette protéine dans d'excellentes conditions. On filtre et I'on neu-
tra.lise.exactement. le sérum avec de la soude pour que son pH, dirions-
nous aujourdhui, ne dépasse pas 7. On évapore au B. 1\L-a consistance
sirupeuse, La'liqueur jaune, légérement brunatre, est agitée dans un
entonnoir a robinet avec de l'acétone ajouté peu a peu. Il se sépare a
un moment donné une masse brunatre qui entraine avee elle la ma~iere .

(1) Ch. PORCHER. ~ Sur lesuere du lait de bufflesse. Bull. Soc; Chirn, de Paris, 1903 (3), '
29, 828.
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colorante de la liqueur. Le liquide surnagéant hydro-acétonique d'un
jaune trés pale est séparéet on lui ajoute un-excés d'acétone qui déter-
mine la, précipitation du sucre sous forme de masses déja cristallisées,
craquant sous le doigt et sous la dent. Il a suffi de deux cristallisations
dans Peau pour purifier le produit qui a été ensuite caractérisé com-~e
lactose. Nous renvoyons sur ce point au' travail de Ch. porcHER,

Ici la technique est simple; il est vrai qu'elle ne visait quunesépa-
ration massive d'un corps dont le taux est élevé dans le lait. Aucune
recherche quantitative n'a été faite, la matiére premiére itant abon-
dante. '

Il a été procédé ici a la précipita.tionen deux étapes: d'abord, la
séparation d'une masse brunatre, laquelle a entrainé le pigment qui
s'était développé lors de la concentration de la liqueur ; ensuite, par
un nouvel apport daoétono, on a précipité le lactose de la premiere
ligueur hydro-acétonique ou il était en solution. Nous avons la quel-
que chose d'analogue a ce qui se passe aveé -les extraits plus ou moins
colorés de la chimie biologique quand on les traite par I'alcool.

Il est tout a la fois intéressant et remarquable de' constater que,
pour ainsi dire, du premier jet, on a obtenu dés cristaux de lactose
gu'il n'y a plus eu qu'a purifier par deux redissolutions. L'acétone, en
effet, dissout peu de corps; 'elle ne dissout pas les sucres et trées peu les
sels. Il est possible,’ et tout cela n'~st qu'une question de quantité
d'acétone a employer, d'obtenir des précipitations successives qui sont
sous l'adépendance de la richesse de la liqueur en acétone. On peut donc
aller depuis des solutions peu acétoniques jusqu'a de l'acétone pur
pour ainsi dire. (1) -

A. FourNiER  (2) rappelle dansson travail que, dés 1902, il avait
substitué l'acétone a l'alcool dans I'extraction des lécithines du jaune
'd'eeuf, et il avait noté eette propriété précipitante de l'acétone que
Ch. porcHER avait utilisée pour l'obtention du sucre du lait de buf-
flesse. Il signale que cette ,propriété se' manifeste a I'égard de tous les
liquides albumineux.' Il releve en méme temps que l'acétone est un
solvant des graisses, trés supérieur a l'alcool, du moins a température
égale.

Au cours de ses recherches, il est amené a:utiliser I'acétone sur du
lait écrémé soumis préalablement-a  la 'digestion sous l'influence' d'un,
microbe protéolytique actif. L'alcool et l'acétone étant employés a

volumes égaux, ona un précipité beaucoup plus abondant dans 'le mis
de l'acétone. ~ " . . "

(1) L'acétone nous a' donrié ~tes ~ésultats' intéressants dans des rech~rches encours
dans mon laboratoire sur l'acidité du lait.rHs.scront. publiés ultérieurement. (Ch.' P))

(2) A. FOURNIER. - Les 'matiéres grasses du 'sang. Méthodes de dosage. Th..Doct..
Méd., Paris, 1914.
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Ce solvant a été également utilisé par A. FOURNIER sur le lait
naturel non digéré au préalable.

En résumé, FOURNIER conclut que les avantages -et les inconvé-
nients de l'alcool et de lI'acétone mis en balance, ilaccorde la préférence.
a l'acétone dans le cas ou l'on fait habituellement agir I'alcool a froid
aux fins d'analyse 'sur les tissus et les matiéres en dérivant.

M.PIETTRE et A. VILA (3et 4) ont employé l'acétone pour la sépa-
ration des protéines du sang et du lait, mais il ne s'agit plus cette fois
d'une précipitation massive de laquelle il est toujours difficile de sépa-
rer complétement et purement les corps qui ont précipité ensemble,
mais bien d'une précipitation fractionnée, ce qui est d'un trés grand
intérét.

La méthode de PIETTRE et VILA a été utilisée par Mlle ,J. BRIGANDa,
et Ch. POROHER pour la préparation de l'a:lbuniine et de la globuline
du sang, en vue d'introduire ces deux protéines si différentes dans la
préparation des laits synthétiques. Dans une étude que ces deux auteurs
feront paraitre ultérieurementsur le lait de femme, la technique de la
séparation de I'albumine et de la globuline du sérum sanguin de vache
sera donnée en déta.il.

Le fait principal qu'ilfautretenirici, c'est que M.PIET'I'RE etA. VILA
recommandent, en insistant beaucoup, de faire les précipitations a 0°,
sérum et acétone étant au préala ble refroidis a cette température.
Nous pensons méme, dans certains cas, alors qu'il n'y aa craindre
aucune congélation des liqueurs, qu'il y aurait intérét a opérer a une
température méme plus basse..

M. PIETTRE a utilisé egalement l'acétone pour séparer dulacto-
sérum les protéines qu'il contient. Nous donnerons ici quelques points
de la technique de cet auteur, ce qui permettra de mieux comprendre
les quelques remarques que son emploi souléve. Le lacto-sérum dont
parle M. PIETTRE est le lacto-sérum d'emprésurage. |l effectue la coagu-
lation du lait. en agitant tres vivement le liquide maintenu aux environs
de 35°,alors qu'on ajoute goutte a goutte une solution assez concentrée
de présure commerciale. En quelques minutes, le lait se coagule, et I'on
voit apparaitre de fins grumeaux de caseine. On filtre sur trompe, et
pour un litre de lait, M. PIETTRE obtient 925 cm" de sérum .

.Dans ce sérum, a c6té de I'albumine normale du lait, on trouve le
morceau détaché de la caséine par la présure qui représente environ
4 % de celle-ci et que HAMMARSTENappelait la protéose soluble (Molke-
neiweiss). Nous ajouterons les quelques centigrammes\ .de globuline
normale du lait de vache, mais, en somme, les deux morceaux princi-
paux sont l'albumine, dont le taux oscille entre 3gr. 50 et 4 gr. par litre,

(1) M.PIETTRE etA. VILA.- Sur laséparation des protéines du sérum. C.R. Ac. Sc. 1924-,
~70, 1466. )

(2) M. PIETTRE et A. VILA. - C.R. Ac. Sc. 1924,178,91.
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et la protéose soluble résultant du clivage labique, qui peut représenter
lgr.a 1gr. 25. '

Toutes les opérations- que signale M. PIETI'RE dans son travail au
cours de la séparation de ces deux protéines principales du lacto-sérum
d'emprésurage demanderaient évidemment a se faire avec l'aide du
potentiometre de facon a bien s'assurer d'une réaction trés précise des
liqueurs. La protéine soluble, protéine néoformée au cours de I'empré-
surage se rapprocherait des globulines par ses caracteres physiques et
ses réactions ehimiques; cependant, comme le fait remarquerM. PIET-
TRE, elle contient toujours des substances minérales, et pour 100 de
cendres, il a trouvé 66,68 de chaux et 29,70 de P202

; Est-ce a dire que cette protéine soit régulierement phosphorée -~
_Quand on sait les difficultés rencontrées dans la purification des matié-,
res protéiques au cours de leur séparation, qui se faisait autrefois en
présence de fortes charges salines et qui peut se faire aujourd'hui,
mieux sans doute, avec l'aide de l'acétone, on né doit pas s'étonner de
trouver fixées sur certaines protéines, qui théoriqguement ne doivent
posséder aucune charge minérale, partie des matiéres salines les envi-
ronnant dans les liqueurs originelles et qui viennent en quelque sorte
les teindre au cours de leur précipitation. C'est sans doute ce qui s'est
passé dans la préparation de la globuline ci-dessus.

‘M. PIETTRE conclut que « de méme que pour le sérum sanguin et le
blanc d'ceuf, la méthode a l'acétone permet, sans sacrifier aucun des
éléments du lait, dé séparer analytiquement les protéines du lacto-
serum ».

'‘La critique que l'on peut adresser a ce travail, c'est, d'a voir utilisé'
la présure pour précipiter la caséine et de ne pas avoir laissé sous-enten-
dre que le lacto-sérum obtenu est fatalement différent par sa composi-
tion du lacto-sérum de précipitation acide, par exemple, et de tout autre
lacto-sérum qui permettrait 'de précipiter la caséine en milieu neutre.
Sans aucun doute, ce lacto-sérum-n'est nullement comparable a celui
qui ~ésulterait de la précipitation de la caséine par les acides au point
isoélectrique. Si le lacto-sérum d'emprésurage, en dehors de I'albumine
et de la globuline normales, cette derniére ne faisant que quelques cen-
tigrammes du total, contient la protéose soluble séparée de la caséine
lors de son clivage sous l'acticn du lerment-lab, le .laoto-sérum acide
ne renferme que de I'albumine, a condition, bien entendu, que la préci-
pitation ait été effectuée exactement au point isoélectrique. Sinon,
si I'on dépasse cé point, en s'enfoncant dans la zone acide des pH par
rapport au pH = 4,6, on redissout l'albumine; si, au contraire, on
n‘arrive pas a ce point, en restant en dega, on ne précipite pas entiére-
ment la caséine.

Quoi qu'il en soit, nous retiend~ons des recherches _de M. PIETTRE
qu'elles nous fixent une technique qu'il ne nous reste plus qu'a amélie-
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rer pour la sépara.tion des, protéines du lait et des lacto-sérums, soit
demprésurage, soit d'acidification. Le recours au potentiométre -pour
fixer avec précision la réaction des liqueurs, I'emploi desbasses tempe-
ratures pour les séparations acétoniques sont la des données des plus

utiles a mettre en: ceuvre. ' .

Quelques considérations sur la méthode officielle de l'analyse
du lait. - Les laboratoires officiels chargés de I'analyse des laits 'qui
leur sont soumis en vue de la recherche de la fraude sont tenus de
suivre les indications d'une méthode officielle d'analyse. Lacriti-.
que de éette méthode serait assez facile, mais, pour le moment, nous
n‘avons' nullement [l'intention de la tenter; dautant plus que I'on
peut toujours se demander si une méthode officielle est capable de
donner dans tous les casides chiffres qui soient vraiment a l'abri de
la critigue. On doit reconnaitre que tant que cette méthode, et nous
en dirions autant de toute autre méthode officielle, s'a ppliquera a des
laits de grands mélanges, c'est-a-dire a des laits-types dont les varia-'
tionsa I'état normal sont peu étendues, elle donnera toujours des'
résultats comparables ,et. permettra de déceler.la fraude. Mais il n'en
est plus de méme si lI'on a la, prétention: ;d'utiliser cette méthode offi-
cielle pour les analyses des laits anormaux ou pathologiques qui sont
des laits individuels. Bonne pour les laits-types" cela peut trés bien
~e.pas aller pour les laits qui s'en écartent, et cela méme ne va pas
le, plus souvent, car il s'agit la d'espéces vraiment, différentes pour
I'analyse desquelles les méthodes générales doivent étre employées,
et non pas la méthode officielle de trla.ge rapide. Dans la recherche de
la fraude, onn'a pas toujours a faire a des laits de grands mélanges.
Lorsquil s'agif de prélevements faits sur des laits individuelsoude.tout
petits mélanges, de laits qui peuvent étre .chargés de tares pathologi-
ques, la méthode officielle peut nous conduire a des résultats contesta bles.

L'al cool utilisé dans la, méthode officielle pour la précipitation de la
caséine .est un alcool a 650 acidifié au 1/1.000 par de l'acide .a.cét.ique.
En fait, ce n'est p:1s de la caséine-pure que l'on précipite,maisune
caséine'chargée, de matiéres minérales, puisque la méthode officielle
indique qu'il faut multiplier le poids trouvé en caséine brute par
0,925, coefficient qui résulte de nombrouses déterminations. C'est
raconnaitre implicitement que le précipité dit de caséine n'est qu'une
caséine riche en. matieres salines, peut-étre méme un caséinate faible-
ment calcique, malgré l'acidité du milieu,parce que toutes les fois que
I'on précipite des protéines en milieu minéral, et que cette précipitation
a lieu rapidement, 'comme c'est le cas dans la méthode officielle, ona
beau avoirune'acidité nette du milieu -On pourraitm:éme I'exa.gérer e->,
la caséine que l'on précipite n'est,pas absolument déminéralisée (li.

.1 Voir Ch. PORCHER et J. BRIG-NDO : L~s différences analytiques de la caséin--acide
et de la casé ine-prééure, . Ann. des Falsi/.et des Fraudes, 1~29, p. 153:
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Il serait intéressant derechercher sil'on ne pourrait pas substituer
I'acétone al'alcool, -apres avoir toutefoisséparéau  pointisoélectrique
sur le lait lui-méme la .easéinepar un acide, I'acide acétique ou un autre.
Dans ce cas, l'acétone ne serait ajouté a la liqueur qu'aprés la précipi-
tation, alors que lesllocons de caséine tres humides, et par suite perméa-
bles . lI'acétone, permettraient a ce solvant de s'emparerfacilement de
la matiere grasse.

Cene sont la que des indications assez vagues, mais sachant tout ce
que l'on peut tirer de la substitution de lI'acétone a l'alcool en analyse
biologique, on apercoit l'intérét qu'il y aurait a pousser les choses plus
a fond. Il .rr'esf pas douteux que I'emploi de Jacétone provoquerait
des précipités qui eux aussi seraient chargés de substances minérales.
Mais il ya la des quantums ,a déterminer, et surtout, ce'qu'il importe,

il'faut voir quelle est.la nature de cette charge saline surajoutée a 111
protéine. '

Sur la pr-écipitation de la caséin'e dans le 1ait par l'acétone. ~
Le succes des méthodes de BA.BCOCK et de G~RBER pourle dosage
de la matiere grasse dans le lait et des méthodes analogues a suggéré
I'idée & plusieurs chercheurs d'obtenir une méthode semblable pour le
.dosage de la caséine.

Au Congrés de Chimie appliquée de.19~7, A.-L. IONEscu-MATIu et
C.-V~BORDEIANO ont indiqué une méthode de dosage volumétrique
des substances protéiques du lait précipitées par:'un réactif acétono-
mercurique préparé en dissolvant 5 gr. de chlorure de .mercure dans
100 cm" d'acétone. Le, réactif est avantageux parce que les graisses
restent en solution' dans l'acétone qui surnage le précipité.,

Leaa.uteurs ont construit une éprouvette spéciale qui permet hi,
mesure exacte du volume du précipité protéo-mercurjque, et en derniere
analyse,' de la 'quantité de protéines pour 100 de lait.

De nombreuses déterminations le'u'r ont montré que les résultats
obtenus par cette méthode dans -le lait normal concordent, dans les
limites. exigées dans la technique, avec ceux obtenus par la méthode
KJELDAHL.

Il est évident que ces recherches, si elles se confirment, sont pleines
d'un grand intérét. -

Un inconvénient qui n'est pas mince," dira-t-on, c'est d'utiliser un
réactif comme le chlorure mercurique, trés toxique, et qu'il ne convient -
pas de mettre entre les mains de personnes inexpérimentées; mais, au
fond, I~ question n'est point I3, et la eritique que lI'on peut, adresser dia
méthode dont le principe vient d'étre donné, ainsi d'ailleur~ qu'a toute
autre meéthode qui prétendrait doser la caséine' par le volume d;un
précipité, c'est 'que justement, il s'agit la d'un précipité, c'est-a-dire
d'un ensemble de petits flocons fatalement non homogénes, ne se
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présentant pas toujours dans les mémes conditions, pouvant se tasser
plus ou moins, et donner par conséquent un égal volume pour des quan-
titésde caséine différentes. liest certain a priori que des laits qui coagu-
lent mal par la présure, laits de mammites, laits colostraux, riches en
protéines, notamment en globuline, nous donneraient souvent des préci-
pitations plus ou moins massives, ne ressemblant nullement aux préci-
pitations d'un lait normal, et dans ces conditions, toute comparaison
'semble interdite. '

BOUIN, dans le premier numéro de la Revue « Le contréle laitier: »,
a employé la méthode de DENIGES pour le dosage volumétrique de la
caséine. A lire son travail, on y releve desamplitudes assez grandes qui
permettent de dire que la méthode n'est pas encore au point.
'Nous avons pensé quel'acétone pourrait nous donner des résultats
intéressants. En ajoutant au lait des quantités données d'acétone, dans
'des conditions bien précisées de température et d'agitation, peut-étre
arriverait-on a pro,voquer un précipité protéinique dont les flocons
seraient toujours semblables a eux-mémes, ce qui nous permettrait,
pour un méme volume, du précipité, de conclure a une méme richesse
en caseine. '

On sait toutes les difficultés de la méthode néphélémétrique  qui a

pour: but de faire des dosages par' la mesure de l'opacité d'un Image.

résultant de la précipitation extrémement fine de la substance a doser,
au sein de l'eau’. li faut, en effet, beaucoup de régularité dans l'obten-
tion d.ece nuage, sinon la méthode ne va plus. Ici, nous sommes placés
dans des conditions différentes,’ moins favorables ; aussi, devons-nous
étre dans le vrai en disa.nt-que la précipitation de la caséine, dans les
conditions ci-dessus esquissées, aboutit a une grande irrégularité daris
la grosseur des flocons, ce qui est un obstacle a une mesure exacte,
par voie volumétrique.

Quand on fait agir i'acétone sur le lait, il semble a prion: qu'on doive
opérer en milieu acide, car si nous n'acidifions pas, le précipité obtenu
serait fait de caséinate calcique, et méme du 'complexe: caséinate de
calcium + phosphates de calcium, et en se rassemblant, nul doute-
g,u'il n'entrainerait avec lui d'autres matiéres salines.

,L'3srecherches de lI'un de nous avec Mlle J. BRIGANDO que nous
rappelons un peu plus haut nous montrent en effet le facile entraine-
ment de toute matiere minérale se trouvant dans l'atmospheredune
protéine; lorsqu'on précipite cette derniere.

Da.M ces conditions, il y a beaucoup de chances que le précipité
déterminé par l'acétone soit chimiquement parlant irrégulier, et en
conséquence, on doit estimer que les résultats ne seraient pas compa-
rables. L'acétone ajouté au lait' précipiterait également Il'albumine
pour un quantum déterminé; nous laissons de c6té la globuline; dont le
taux est extrémement faible dans le lait normal de vache.
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Malgré toutes ces réserves, relevons quelques expériencesque  nous
avons faites.

EXPERIENCE  J. -" Le lait aun pH = 6,74 et une acidit¢é D de 17° 5.

)0 cm" de ce lait commencent a précipiter, c'est-a-dire perdent leur homogé-
néité, par l'addition de 14 cm" d'acétone. Awvec 15 crné, la précipitation s'amorce

nettement, mais pour qu'elle soit complete, il faut 35 cs  c'est-a-dire les 7/10
du volume initial du lait.
Le pH du sérum acétonique, aprés filtration = 6,22.

Des recherches faites, d'autre part, dans lelaboratoire de Oh. por-
CHER ont montré que pour précipitercompléte~ent  la caséine au point
isoélectrique d'un lait de grand mélange, il fallait, pour 20 cmé de lait.
2,4 cm" de HOI Nj2. '

Nous allons combiner ces deux données, la premiere, relative a la
quantité d'acétone nécessaire pour précipiter les protéines en milieu
neutre, la seconde 'qui concerne nettement la quantité d'acide qu'il faut
pour précipiter en l'absence d'acétone la caséineau point isoélectrique.

experience  Il. - 1o Oentrifugation d'un lait précip'itéseulement par HOI N/2 :
10 cm" de lait et lems de Hel Nj2. On centrifuge dans un tube gradué aprés préci-
pitatio~. La casé~ri.ese raasemblemaljune partie' va ‘au fond, inaisl'autre va ala
surface. Deux essais effectués de la: méme manierene présentent pas les mémes
hauteurs de précipité de caséine;

2° Qentrifuga,tion d'un lait précipité seulement par l'acétone: 10 cm" de la.it"
sont précipités par 7cmsd'acétono.C'est bienla quantité qu'il faut d'aprés ce quia
été dit un peu plus haut. On centrifuge; la caséine se rassemble mieux que dans
I'essai précédent. Toutefois, une petite pellicule reste ala surface du tube de cent.ri-
fugat.ion

3° On combine maintenant l'acétone et l'acide chlorhydrique, et on'fait les
mélanges suivants:

1° 10 cm" de lait 4 0,2 cms de Hel N/2 4+¢ cm" d'acétone

2° 1'0cm"  id. 0,4 cm" id. 5 cm" id.
3° 10 cm™ id. 0,5 cm" id. 4 cm" id.
4010 cm" id. 0,6 cm" id. -3,5 cms id.
5° 10 cm"  id. 0,7 crn" id. 3 cm" id.
6° 10 cm" id. 0,8 cm" id. 2,5 cm" id.
70 10 cm" id. 0,9 c3 id. 2 cm" id.
80 10 cm"™ id. 1,0 crn® id. 1,5 cms id.

Les précipitations les meilleures sont assurées dans les essais |, 2et 3.

Etant donné qu'on a affaire a des quantités différentes d'acide, et également
d'acétone, la quantité d'acétone diminuant lorsque la quantité d'acide augmente’
il est certain a pn:ori que les précipités obtenus n'ont pas la méme composition
chimique.

EXPERIENCE Il. ~ Sur un lait un peu plus acide de pH 6,56 et d?acidité
Dornic de 18°, on précipite completement la caséine en ajoutant 7 cm" d'acétone
ft. 10 cm” de lait: Le pH de la liqueur acétonique = 6,06.
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On .opére les mélanges suivants

1° 10 cm" de lait +7 crn™ d'acétone

20 10 cm"™ id. 7 cm" id. + 0,1 cm" de HOI N/2
30 10 cm" id. 6 cm" id. 0,2 cm" id.
4°10 cm" id. 5 cm" id. 0,4cms3 id.
50 10 cm"  id. 4~ cm" id, 0,5 cm" id.
60 10 cm" id. 3 cm" id. 0,6 cm" id.
70 1'0cm” id. 2,5 cms id, 0,8 cm" id.
80 10 cm" id. 1,5 cm" icL 1,0 ern” id.

Dans des tubes gradués, on centrifuge. C'est la centrifugation des écha~tillons 5
et 6 qui donne les meilleurs résultats, mais ily a toujours un peu de caséine
surnageant a la surface du liquide, lequel est tr~s .clair.

Voici les pH des liquides acétoniques

1° ' : . .6,06.
2° ' , V. 5,93"
{0 ... . L , 5,63
4o 5,40
LT R L 5,20
6° . 495
70 4,90
8° . .- , 4,85
On renouvelle l'essai  6° en ajoutantde I'ammoniaque  damle'lait 110 cm" de

lait, V gouttes d'ammoniaque, 4,8 cm-de HOI N/2, .et on centrifuge.

La précipitation n'est pas compléte. On recommence Il'essai et on examine la
partie surnageante, car il reste toujours par centrifugation une pellicule a la sur-
face du liquide, faite de caséine et de matiére grasse.

Apres des tatonnements, il semble que la précipitation et la centrifugation les'
meilleures sont obtenues pour 10 cmsde lait avec 5 cm" d'acétone et 0,65 cm"
d~ Hel N/2! :

En somme, ces essais ne sont pas encourageants parce qu'ils sont essentiellement
réguliers.

Jusqu'ici, il n'a pas été question de séparer l'aloumine et la globuline, et on
peut se demander si l'acétone, en l'absence de tout acide, précipite totalement ou
non toutes les protéines du lait, c'est-a-dire l'albumine en méme temps que la
globuline.' !

Des dosages d'azote sont, ici, nécessaires.

Nous avons donc repris les essais précédents, dans lesquels nous
avons'combiné I'emploi de l'a.cétoné et de l'acide en dosant cette fois
lI'azote dansle sérum de centrifugation.

EXPERIENCE IV~ - 10'20 CMs de lait ,sont additionn~s de 14 CM3 d'acéton~;

20 A 20 cm" dela iti, on ajoute 10 cm" d'acétone ét 1,2 cm" de HOI N/2.

Le lait employé dans ces deux essais avait un plt = 6,92 et une acidibéDornio
:de 18°."

Oncent.rifuge  pendant un quart d'heure, aprés quoilesdeux .t~bes sont exa-
minés.



‘Les sérums sont tres clairs et le précipité est bientassé au fond du tube. (

Un dosage d'azote est effectué s,ur le lait témoin et sur chacun des sérunis.

Résultats: Lait témoin: 4,60 grammes pour 1.000 d'azote, ce qui fait avec le
fact.eur 6,39 : 29,40 en caséi'ne.

Azote des sérums

1° Précipitation  parl'acétone seul: 19,26 milligrammes pour 1.000d'azote,
soi tQ gJ:-123.de protéine au litre'.

20 -Précipitation mixte par l'acétone et l'acide 19millig.t;'a~mes  pour 1.000
~'azote, soit 0,121 gramm-~s de protéine au lite.

D'aprés ces premiers résultats, il semble' que la précipitation par
I'acétone seul ou l'acétoneet I'acide combinés donne un sérum dontla
richesse en azote est la méme dans les deux cas.

«EXPERIENOE V.~-Nous avons compa~émai:ritenantle dosage officiel
de la caséine tel qu'il a été donné plus haut 'par I'acide acétiquecetcelui
oll'on a recours a l'acétone acétique.

1° Alcool acétique: A26 cm" de réactif, onverse gounte a goutte lelait mesuré,
puis on centrifuge.

2° Acétone acétiqgue: On prend l'acétone ordinaire renfermaut  1pour 1.000
d'acide acétigue. 10 cm" sont placés dans un tube a centrifugation, 13ton: ajoute
goutte agoubte 10 cm" de lait. On centrifuge.

Sur chacun des sérums surnageant aprés la centrifugation, nous prenons le
pHet 16s degrés Dornie, puis nous dosoris l'azote, ainsi ‘que surie coagulum res-
tant.

Voici les résultats obtenus:

Lait.témoin" . . 6,92 18°
Sérum du lait traité par l'acétone acétique 5;80 21°
Sérum du lait traité al'alcool acétique. e 5~39 22°
Lesdosages d'azotenous  donnent:
Lait témoin ! 0 4,515 grammes'
Alcool acétique:
a) Sérnm .. ce , 0,70 grammes
b) Coagulum - - 3,80 grammes

4,50 grammes

Acétone acétique
a) Sérum .. R e 0,03 grammes
b) Coagulum = . LT e 4,50 grammes

4;53 grammes

'Nous voyons. que l'acétone acétique 'précipite presqueerrtotalité
des matieres protéiques.:E,h'effet, alors que la. méthode officielle laisse
un quantum d'azote important dans le séi-um,'pres de'4 gr. 50 au litre,
I'acétone acétique n'en laisse-a peine que 20 cgrs. Le précipité est chargé
de matieres 'salines, ainsi que nous avons pu nous en rendre compte.
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Nous n'avons pas la prétention ici de fixer des regles, mais sim ple-
ment d'appeler l'attention sur l'intérét qu'il y aurait a reprendre ces
essais et a les multiplier avant de conclure.

La différence si nette qu'il ya dans la richesse en azote des filtrats
aprés précipitation acide seulement' et acide-acétone, nous rameéne
aune remarque que nous avons faite incidemment plus haut. L'emploi
de l'acétone chloruro-mercurique par A. IONEscu-MATIUet C.V. BOR~
DEIANOGde la méthode de D.ENIGESar BOUIN, ne saurait conduire a
une précipite.tion pure et simple de la caséine; c'est une précipita.tion
t'otale de l'azote protéinique qui est déclanchée, et si pour les laits
normaux, les laits de mélange, on peut grossiérement accepter que
l'azote de l'albumine est en proportion assez constante vis-a-vis de
l'azote caséinique, il n'en est plus de méme avec les laits individuels
qui peuvent étre anormaux ou malades. Aussi.Taméthode qui ne vise
rien moins' qu'il. sélectionner les animaux.sur la base de la richesse
de leur la.it en caséine se heurte-t-elle déja a une premiere difficulté,
celle.de confondre dans un.méme précipité dont elle entend utiliser le
volume comme mesure de la caséine, et cette derniere protéine et l'albu-
mine et la globuline, dont le taux négligeable a I'état normal doit
s'exagérer pour peu que le lait -provisnne d.une mamelle malade,
visiblement ou non.

Emploi de l'acétor:Jedans la préparation de la caséine au
laboratoire. - L'un de nous, dans un travail récemment publié' (1),
a montré le grand intérét que l'on aurait a substituer, dans la pré-
paration de la caséine pure a.~ laboratoire, [I'acétone tout ala fois a
l'alcool et & I'éther, couramment employés jusqu'ici, D'une fagon géné-
rale, une fois que la caséine a été précipitée pour une derniére fois;
aprés des précipitations et des redissolutions antérieures, afin de la
dégager de toute teinture minérale; on sait que cette-caséine est broyée
par deux fois dans l'alcool fort, ce qui la déshydrate, et que, ensuite,
elle est lavée a Jéther plusieursfois dans un appareil de SOXHLET.

L'inconvénient de l'alcbol, c'est que s'il déshydrate la caséine en
méme temps qu'il la lave, il fait un éther:' du caséinate d'éthyle qui est
déja un peu soluble dans l'alcool, ce qui entraine des pertes, lesquelles
ne sont heureusement pas considérables. Cette réaction entre la caséine
et l'alcool ne semble pas dénaturer la protéine, le caséinate d'éthyle
étant trés peu stable et se dissociant facilement. Néanmoins,il persiste
longtemps dans la masse, et la preuve, c'est qu'aprés une vingtaine de
lavages par de I'éther au SOXHLET]orsqu'on recueille la caséine .pour
la dessécher.sous un vide léger, on obtient une poudre trés fine, tres
Irfll~le qui pendant longtemps encore sent l'alcool, les nombreuxlava-

(1) Ch.PoROHER.- Le lait au point de vue colloidal. - Th. Doct. Sc. phys., Lyon, 1929,
p. 160.
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ges n'ayant pas débarrassé la caséine de l'alcool qui l'avait imprégnée,
.parce qu'il y était resté sous la forme d'éther éthylique.

Dans nos derniéres préparations, nous substituions a I'éther.Tacé-
tone. C'est un corps neutre qui ne peut pas donner d'éther avec la
caséine, qui bout a basse température et qui peut méme tout ala fois
se substituer a l'alcool et a L'éther, si bien qu'il n'y a qu'un seul solvant
a employer.

Dans la préparation de la caséine, un des avantages de I'éther,
c'est d'étre un solvant antiseptique et la caséine pulvérulente que l'on
obtient a la fin des opérations est stérile, et par conséquent, peut étre
employée, en observant toutes les précautions que lesrecherches micro-
biologiques imposenfpour ‘faire des solutionsqui n'auraient pas besoin
d'étre stérilisées. " "o
.~ L'acétone jouitdepropri étés analogues, ce qui est ,une raison de plus
a ajouter aux précédentes pour justifier son emploi dans la préparation
dela caséine au laboratoire.

Conclusions. - 1.--—--:-L'acétone est un solvant qui mérite d'étre
utilisé dans l'analyse biologique du lait.

Il. - Une méthode qui viserait a doser volumétriguement la caséine
dans le lait par précipitation de celle-ci avec l'acétone seul ou l'acétone
acide ne nous parait pas recommandable jusqu'ici.

Il. - Alors que l'alcool acétique ne précipite que la caséine dans
le lait et laisse dans le sérum l'albumine, I'acétone acétique précipite
presque la totalité des protéines du lait. .

IV. - L'acétone peut étre substitué a l'alcool et a Jéther dans la
préparation de la caséine pure au laboratoire.

TRAITE~ENT DU LAIT PAR LA CHALEUR
(Stas8ani8ation)

S€ RAPPORT DE LA LAITERIE D'ESSAIS DE L'ETAT,
A HILLEROD (Danemark)

(Fin)

CONSOMMATION D'EAU DE L'APPAREIL A STASSANISER. - La
consommation d'eau nécessaire pour refroidir le lait dépend tout
d'abord dé la température a laquelle on désire refroidir le lait, qui
dépend a son tour de l'utilisation a donner au lait’; mais comme ils'agit
de chauffer du lait destiné & la consommation, il est naturel de refroidir
le lait a la température la plus basse possible que permet l'eau de fon-
taine employée: c'est sur cette base que les mesures.de consommation
d'eau furent effectuées.

Ici, la température de l'eau .de fontaine est de 8 a 9o C. (4604 a



