
ECOLE NATJONALR VETERINAIRE DE LYON 
Année scolaire 1928-1929 N• 170 

Emploi de l'acétone en analyse 
dans la 

chimie biologique 

Essais sur le lait 

THÈSE 
PRÉSENTÉE 

A LA FACULTÉ DE MÉDECINE ET DE PHARMACIE DE LYON 
i:t soulenue publiq11emrnt le :1.3 !,fars 19:.e9 

POUR OBTENIR I.E GRADE DE DOCT&:UR VtTËRINAIRE 

PAR 

Louis COMBY 
Né Je lti Juillet 1905 :i TOUL (Meurthe-cl-Moselle) 

LYON 
1wpr1Dlerie BOSC Frêres & RIOU 

42, Q uai Gailleton 42 



• 

Jllli'LOJ del' AOETOt>E ruu\.NALYSB 4ans la Olf:IA~ .lllOJ.OGTQlra 
»SS,US sur )e l,!l'f 



,. 

ECOLE NATIONALE VETERINAIRE DE LYON 
Anpé~ scolaire 1 ~28-1929 - N° 1 70 

Empl~i de l'acétone ·en analyse 
dans la 

chimie biologique 

Essais sur le lait 

THÈSE 
_PRÉSENTÉE 

A LA FACULTÉ DE MÉDECINE ET DE PHARMACIE DE LYON 
et soutenue publiqueme11t le 23 .Mars 19 ?.9 

POUR OBTENIR LE GRADE DE DOCTEUR VETÉRINAIRE 

PAR 

Louis COMBY 
Né le 16 Juillet 1905 à TOUL (Meurthe~et-Moselle) 

LYON 

l JJ1p!=ÎJilerie BOSC Frères & RIOU 
42, Quai Gailleton, 42 



PERSONNEL ENSEIGNANT DE L'ÉCOLE VÉTÉRINAIRE DE LYON 

Directeur. . . . . . . . . . . M. Ca. PORCHER. 
Directeur honoraire. M. F.-X. LESBRE. 
Professeur honoraire M. ALFRED FAURE, ancien Directeur, 

PROFESSEURS 

Physique et chimie médicale, Pharmacie, Toxicologie . . 
Botanique médicale et fourragère, Zoologie médicale, 

Parasitologie et Maladies · parasitaires ... . . . ... . . • 
Anatomie descriptive des animaux domestiques, Téra-

lolog{e, Ex.térieur . •. , . , .. . . , , . ... .. • .. • . .• . •... 
Physiologie, Thérapeutique générale, Matière médicale 
Histologie et Embryologie, Anatomie pathologique, 

Inspection des denrées alimentaires et des établis
sements classés soumis au contrôle vétérinaire .•• 

Pathologie médicale des Equidés .et des Carnassiers, 
Clinique, Sémiologie et Propédeutique, Jurispru-
dence vétérinaire ..•. , •.. .. ...........•..•...•. 

Pnlhologie chirurgicale des Equidés et des Carnas
siers, Clinique, Anatomie chirurgicale, Médecine 
opératoire .. . . . . • . . . . . • . . . . . . . . . .... .• . . • . . . .• 

Pathologie bovine, ovine, caprine, porcine et aviaire. 
Clinique, Médecine opératoire, Obstétrique ..... . 

Palhologie générale et Microbiologie, Maladies micro-
biennes et police sanitaire, Clinique . ..... , .... . 

Hygiène et Agronomie, Zootechnie et Economie rurale. 

CHEFS DE TRAVAUX 

MM. PORCHER 

MAflO'fEL 

TAGAND. 
JUNG 

CADEAC 

DOUVILLE 

CUNY 

BASSET 
LETARD 

MM. AUGE~. M. TAPERNOUX, Chef de Tràvaux, agrégé. 

LOMBARD, 

EXAMINATEURS DE LA THÈSE 

Pr tsrd<!ITI : M. le Dr Alhcrt MORE i , P rofesseur li li1 Faculté ùe Médecine 
chc,•alier ùe 111 Léi.:inn d'ho nneur, 

Assesseu,·s : M. le Professeur Ch. PORCHER, Directeur à l'Ecole Vétéri
naire de Lyon, Officier de la Légion d'honneur. 

M. L. JUNG, Professeur à l'Ecole Vétérinai re. 

La Faculté de Médecine et l'Ecole Vétérinaire déclarent que les 
OJlinions émises dans les dissertations qui leur sont présentées doivent 
êt rti considérées comme propres à leurs auteurs et qu'elles n'entendent 
leur donner ni approbation ni improbation. 

A MON PÈRE E'l' A MA M ii:Hlll 

En témoignage de notre recon• 
naissance et de notre profonde 

affection. 



A :MONSIEUR LE VÉTÉRINAIRE-ÔOLONEL SOHELAMEUil 

En témoignage de notre profon
de reconnaissance pour l'intérêt 
qu'il n'a cessé de nous porter et 
pour les précieux conscils qu'il 

nous a prodigués. 

A MON PmfisIDENT DEl rHÎ!JSÉ 

MONSIEUR LE PROFESSEUR ALBERT MOREL 
de la Faculté de Médecine de Lyon 

A MES JUGES: 

MONSIEUR LE PROFESSEUR OH. PORCHER 

MONSIEUR LE PROl<'ESSEUR L. JUNG 

A TOUS MES MAITRES 

de l'Ecole vétérl11f-ire de Lyon 

A MES PROFESSEURS 

de l'Ecole de cavalerie de Saumur 



Avant-Propos 

Le Vétérinaire n'est plus seulement aujourd'hui un 
médecin et un hygiéniste, mais un zootechnicien. Et si 
son rôle d' << ingénieur des machines animées » s'afftr
me chaque jour davantage, c'est que ses études, sa for
mation intellectuelle font• qu'il est particulièrement 
compétent. c< Je puis dire hautement, proclame le Pro
fesseur Ch. Porcher, que si, depuis tant d'années déjà, 
j'ai fait quelques recherches heureuses dans la question 
du lait, c'est surtout parce que je n'ai jamais o:ublié que 
j'étais vétérinaire ». 

Néanmoins, le vétérinaire n'occupe peut-êtr>e pas en
core dans ce nouveau domaine toute la place à laquelle 
il peut légitimement prétendre, mais ce sera à lui de la 
conquérir et, à cet égard, la parole d'un Maître aussi 
éminent que le Professeur Oh. Porcher est un encourage
ment puissant. C'est pourquoi il nous a paru à. la fois 
intéressant et utile de consacrer nos études vétérinaires 
par un travail touchant à un point de l'ana.lyse dù lait. 
Ce ne-sont que des essais, mais nous croyons néanmoins 
utile de les exposer. 



La caséine est, après la matière grasse du_ lait, l'élé
ment susceptible des variations les plus sensibles. Aussi 
avons-nous été frappés du peu d'importance que l'on 
semble généralement attacher aux variations de cette 
protéine, tant dans les concours que dans le contrôle 
laitier. Et cependant, si l'on veut bien se souvenir un 
instant de l'importance capitale des matières protéi
ques dans l'alimentation, il ne serait certainement pà.s 
sans intérêt de pouvoir doser cette richesse du lait en 
principes azotés. Par ailleurs, dans les régions d'inâus
trie fromagère, on aurait avantage à déterminer, de 
façon simple, mais précise, _la matière sèche du lait et 
en particuler la caséine. Jusqu'ici, il n'existait que deux 
méthodes pour la recherche· de la caséine: celle de 
Denigès, un peu compliquée, et celle de Steinegger
Graaf, plus simple mais peu exacte. Cela suffit à expli
quer pourquoi ni l'une ni l'autre de ces méthodes n'est 
passée dans le domaine de la pratique. 

C'est pourquoi, nous appuyant sur la propriété encore 
assez peu connue de l'acétone de précipitc,r la caséine, 
nous avons cru faire œuvre utile en nous essayant à met
tre au point un procédé de dosage de la caséine qui fut en 
quelque sorte l'quivalent de la méthode Gerber pour le 
dosage de la matière grasse, c'est-à-dire un procédé qui 
fut d'une exécution à la fois simple et rapide. 

Qu'il nous soit permis d'exprimer ici notre vive gra
titude à Monsieur le Professeur Oh. Porcher, qui a été en 
quelque sorte l'animateur de cette thèse etqui a grau~ 
dement . facilité notre tâche en mettant son laboratoire 
à notre disposition et en guidant sans cesse nos recher
ches. Nous le remercions de l'~;trême bienveillance 
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qu1il a toujours manifestée à notre égard et nous som
mes heureux de profiter de cette occasion qui s'offre à 
nous, pour lui témoigner riotre profonde et sincère ad
miration. 

Nos remerciements iront également à Monsieur le 
Professèur A. Morel, de la F_aculté de Médecine de Lyon, 
qui nous a fait l'honnem d'accepter la présiden~e de 
cette thèse,• ainsi qu'à Monsieur le Professeur L. Jung, 
qui a bien voulu faire partie de notre Jury. 



EMPLOI del'.ACÉTONEen.ANALYdE dans la CHIMIE BIOLOGIQUE 
ESSAIS snr le LAIT 

CHAPITRE PREMIER 

Généralités 

L'analyse en chimie générale, et plus particulière
ment en chimie biologique, emploie très couramment 
l'alcool à des titres divers, pour provoquer des préci
pités dans les liqueurs en expériences. Tantôt, c'est ce 
précipité qui intéresse le chercheur, tantôt, au contrair(:, 
c'est le liquide surnageant. 

Comme les liqueurs sont toujours aqueuses, plus où 
moins fortement, l'alcool introduit se trouve par con• 
séquent dilué, et il en faut parfois de· grandes quanti• 
tés, de façon que le titre alcoolique que l'on doit attein
dre pour obtenir une séparation satisfaisante soiL élevé. 

Pour cette raison, on n'a raremenl recours à l'alcoo! 
absolu qui se trouverait, lui aussi, dilué, et comme iJ 
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coûte cher, mieux vaut employer des alcools forts à 
95° dont on aura la ressource d'employer une plus 

grande quantité. 
Lo r{}proche, que l'on peut adresser à l'alcool, d'une 

façon générale, c'est, en effet, de coûter cher. Son incon

vénient, c'est d'avoir un point d'ébullition relativement 

élevé: 78°3, et de former avec l'eau des hydrates, si bien 

que la distillation fractionnée, dans le but de se débar

rasser de l'alcool précédemment utilisé, demande du 

tenips, et n'aboutit pas toujours à une parfaite sépara
tion. 

Si l'on employait l'alcool méthylique dont le point 

d'ébullition est_ plus bas: 66°1 on aurait, par ailleurs, 

les mêmès inconvénients. 
' 

Pour les raisons qui viennent d'être exposées, plu· 

sieurs .auteurs, depuis longtemps, ont eu l'idée de re

courir à l'acétone. C'est un liquide miscible à l'eau, mai<; 

ne donnant_ pa~ avec celle-ci des hydrates, pouvant être 
séparé de l'éau par addition de sels. 

L'acétone est miscible également avec l'alcool et" 

l'éther. Son point d'ébullition est bas; 56°. La distilla

tion fractionnée sépare aisément l'acétone de l'eau, et 

complètement, et pour peu que dans certains cas, on 

veuille recourir à l'emploi du vide, cela ne peut que 
faciliter le départ de l'acétone. 

Le commerce livre rlè, l'acétone à l'état anhydre, à, 

100 %- Dans les récupéPations d'acétone que l'on effec

tue au laboratoire et qui permettent de .la rectifier faci

lement, aboutirait-on à une acétone légèrement hydrati, 

qu'on peut la dessécher complètement, d'abord sur du 
chlorure de calcium fondu, ensuite, s'il est nécessaire, 
sur le sodium. 
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II devient donc commode œavoir à sa disposition un 

liquide miscible à l'eau, de point d'ébullition bas, tr:ès 

facile à séparer de ses solutions aqueuses et pur. Il en 

résulte que la substitution de l'acétone à l'alcool, dans 

maintes _opérations de la chimie biologique, peut se 

réaliser, d'autant plus que l'acétone, mieux que l'alcool, 
est un excellent dissolvant des graisses. 

Parmi les auteurs qui onL eu recours à l'acétone dans 

l'analyse immédiate, en chimie biologique, il fa.ut citer: 

A. Fournier, Terroine, M. Piettre et A. Vila, A. Ionesou~ 
Matiu et O. V. Bordeiano, et Ch. Porcher. 

Notre maître, le Professeur Ch; Porcher, étudiant lo 

sucre du lait de bufflesse (1) montre lès heureux résul

tats qu'il a obtenus par l'acétone pour la séparation de 
- ce laQtose. 

Le lait est additionné de so~ volume d'eau distillée, 

puis de _5 crn3 d'acide acétique par litre. La caséine pré

cipite rapidement; quand elle est bien rassemblée, on 

filtre et le sérum est exactement neutralisé par la soude. 

On filtre de nouveau, et, on évapore au B. M. à consis

tance sirupeuse. La liqueur jaune-brunâtre est agitée 

dans un entonnoir à robinet avec de l'acétone ajouté 

peu à peu. Il· se sépare à un moment donné une masse 

épaisse brune qui entraîne avec elle la matière colorante. 

On sépare le liquide hydro-acétonique d'une j aune très 

pâle et on· y ajoute un excès d'acétone qui détermine 
la précipitation du sucre sous forme de masses 'bien 

cristallisées, craquant si:ms le dàigt ~t sous la dont. Pu

rifié par deux cristallisations dâhs l'eaü, ce · produit a 

été · caractérisé comme lactose par des rriaclions dont 

Ch, Porcher parle dans sa,n travail. 
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Retenons la simplicité de la technique qui ne visait, 
il est vrai, ici, qu'une séparation massive d'un corpd 
qu'il fallait ensuite caractériser. Aucune recherche 
quantitative n'a . été faite, et la matière première était 
abondante. Si l'acétone ne devait être utilisé que dans 
des circonstances analogues, ses emplois seraient en 
somme restreints. Nous noterons qu'il a été procédé ici 
à la précipitation en deux étapes. D'abord la ,sépara
tion d'une masse brunâtre qui a entraîné le pigment 
qui s'était développé lors de la concentration de la li

gueuri ensuite, un excès d'acétone a précipité 1e lac
tose de la première liqueur. hydro-acétonique. 

Il est intéressant et remarquable, tout à la fois, de 
constater que du premier jet, on a obtenu des cristaux 
de lactose qu'il n'y a plus eu qu'à purifier par deux 
redissolutions. L'acétone, ·en effet, dissout très peu de 
corps, ne dissout pas les sucres, très peu de sels. Tout 
dépend du taux de sa concentration dans l'eau. Il est 
donc possible, tout cela n'est qu'une question de quan
tité d'acétone à employer, d'obl~nir des précipitations 
successives qui sont sous la dépendance de la richesse 
de la liqueur en acétone. On peut donc alle,r depuis ~es 
solutions peu acéloniques jusqu'à pour ainsi dire de 
l'acé.tone pur. 

Fournier (2), dans ses recherches sur l'extraction 
des lipides du sang, substitue l'acétone à l'alcool à la 
suite des considérations suivantes: 

« Dès 1902, ayant à préparer de fortes quantités de 
lécithine du jaune d'œµf de poule, nous avons appliqué 
l'acétone à l'extraction des matières grasses dont les 
jaunes desséchés contiennent environ 50 %, Un traite-

-17-

ment consécutif à l'alcool à 95° nous fournissiüt la Illa
j orité de la lécithine. 

<< Ayant voulu opérer directement sur le jaune d'œuf 

.frais, nous avons constaté une précipitation complète 
des protéines quand on fait écouler le jaune dans µn 
excès d'acétone. En même temps, celui-ci s'emparait 
des graisses en se colorant vivement, les · protéines SE} 

trouvant, d'autre part, décolorées, surtout si elles étaient 
ultérieurement épuisées par de nouveHes quantiMs 
d'acétone. Mais elles conservaient la plus grand~ partie 
de la lécithine dont l'alcool pouvait consécutiveIQ,ent 
s'emparer. 

(< Nous ne, savons si cette propriété précipitante de 
l'acétone avait été signalée à cette époque, mais nous 
avons reconnu qu'elle se manifestait à. l'égard de tous 
les liquides albumineux: blanc d'œuf, lait, sang et ses 
divers constituants. Nous ne pouvions, au reste, en être 
surpris. Les solvants des graisses (chloroforme, éther), 
sont aussi des coagulants des matières protéiques. L'al
cool possède cette propriété à un plus haut degré, vrai
semblablement à· cause, de sa miscibilité à. l'eau et de 
son· affinité pour elle. Or, comme l'alcool, l'acétone est 
miscible à l'eau en toutes proportions et si son affinité 
chimique pour l'eau· est contestablè; en revanche, c'est 
un solvant des graisses· .très supérieur à l'alcool, du 
moins à température égale. 

« Nous avons pensé alors que l'acétone pourrait être 
appliqué avec certains avantages à l'analyse des subs
tances organisées et de leurs dérivés, en utilisant sa 
double propriété coagulante des protéines et solvan\~ 
des graisses. De plus, nous pouvions espérer qu'.il per-
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mettait la séparation des lécithines de ces dernières. » 

A. Fournier a utilisé l'acétone dans l'examen des pro
téines du blanc d'amf et il trouve. que ce solvant, com
paré à la chaleur aidée des acides, précipite mieux les 
protéines. 

Il ~ssaye successivement l'acétone sur une· ·solution 
de peptones, sur le lait écrémé déjà digéré, sur le lait 
naturel, et voici les résultats qu'il obtient: 

« Action précipitante dX! l'acétone sur les peptones. -
Une peptone en poudre (marque Poulenc) dissoute dans 
l'eau, ,est pr_écipit.ée par l'acétone avec facilité, même 
sous une assez grande dilution. La précipitation paraît 
s'effectuer mieux qu'avec l'alcool. 

Action précipitante de l'acéton,e sur du lait écrémé 
soumis à la digestion sous "l'influence d'un microbe 
protéolytique actif. - Ce lait, filtré, •est d'un jaune 
clair. La chaleur + acide àcétique ne donne rien. Le 

ferrocyanure. acétique détermine un léger louche au 
. ' 

moins avec le temps .. La liqueur de Tanret donne un 
précipité abondant, soluble par la chaleur, se refor
mant avec le froid. L'alcool et l'acétone employés à vo
lumes égaux, on constate que l'acétone donne un pré
cipité beaucoup plus abondant. 

A ctio'Y(, ptécipitant\J de l'acétone sur le lait naturel. 
- Dè même avec le lait naturel non écrémé . .Le préci
pité acétonique est immédiat, mais reste en suspension 
quelque temps. L'acétone .filtré et évaporé laisse une, 
matière grasse abondante (beurre). 

(( Le précipité acétonique, repris par l'alcool, donnl) 
à son tour, mais en très . petite quantité, uh résidu gra:; 
(lécithine?) >> 
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Comme ne manque pas de le.fair-e remarquer A. Four
nier, ces expériences de début constituent, à vrai dire, 
un encouragement à examiner l'action de l'acétone sur 
d'autres milieux riches en matières protéiques. En ce 
qui concerne le jaune d'œuf, sa supériorité sur l'alcool 
ne paraît absolument pas douteuse: séparation inté
grale des protéines à l'instar de l'alcool, mais pouvoir 
dissolvant des graisses très supérieur , les dites grais
ses étant médiocrement miscibles à l'alcool, surtout à 
froid, où leur précipitation est presque complète: enfin 
isolement très satisfaisant des lécithines, entraînées par 
l'alcool après l'action de . l'acétone, d'avec les autres 
lipides. 

Les avantages et les inconvénients de l'alcool et de 
l'acétone, mis en balance, ont engagé A. Fournier à 
acoorder la préfér-ence à l'acétone, dans les cas où l'on 
fait habituellement agir l'alcool à froid aux fins d'ana
lyses sur les tissus et les matières en dérivant. 



CHAPITRE Il 

Séparation des protéines du sang 
par l'acétone 

M. Piettre; soit seul, soit en collaboration avec A. Vila, 
a i1tilisé' l'acétone pour la séparation des protéines du 
sang -et du lait. Il ne s'agit plus cette fois d'une précipi
tation massive, mais bien d'une précipitation fraction
née. 

Dans une suite de publications (3 et 4), ils donnent 
les principes de leur technique dont on trouvera ci
dessous le détail ainsi qu'il résulte des recherches faités 
dans le laboratoire même de M. Pieüre par Mlle J. Bri
gando, préparat.rice à l'Institut des recherches agrono
miques. 

Le Professeur Ch. Porcher et Mlle J. Brigando, dan-, 
leurs recherches sur le lait de femme dont les premiers 
résultats ont été donnés par Ch. Porcher dans une con
f ér'ence faite à la clinique Tarnier dans le service du 



Professeur Brindeau (5), ont été. mis dans l'obligation 
de préparer de la globuline et de la sérine pures. Cela 
leur a· permis de montrer que le pouvoir protecteu; de 
la sérine est faible, alors que celui de la globuline -est 
très élevé, et contribue pour une grande part à. donner 
au lait de femme son inertie vis-à-vis des acides et de 

la présure. 
La technique de M. Piettre et A. Villa comprend plu-

sieurs temps : 

1. 0 Déminéralisation et extraction des lipides ; 
2° Séparation dies protéines. 
Le sérum sanguin, - ici il s'agissait de sérum de 

vache, - est refroidi à o•. On lui ajoute, en agitant, 
deux fois et demie son volume d'acétone, lui-même 
préalablement refroidi _à ·o•, car si l'on n'opérait pas à 

cette température, la séparation des protéines devien
draient par la suite très difficile, sinon impossible. On 
essore au vide sur Büchner, en décantant d'abord la 
partie claire. Il faut ·opérer très vite pour éviter que la 
masse s'échauffe. Le gâteau de protéine recueilli sur le 
filtre est malaxé à l'aide d'une spatule sur le filtre même 
à deux reprises avec de l'acétone froid à O°, de façon à 

enlever le reste de l'eau et des sels minéraux solublef' 
dans l'acétone, ainsi que les matières grasses. On fait 
ensuite deux ou trois lavages à l'éther sec pour enlever 
les éthers de la cholestérine et l'acétone restant. L'éther 

a été desséché sur du carbonate de so-ude sec ou du sul
fate de soude anhydre, et on filtre. 

Finalement, on a sur le filtre une poudre blanche 
constituée par un mélange de _sérine,' de globuline, et 
un autre produit intermédiaire que M. Piettre désigne. 

aous le nom de myxo. 

Séparation des_ protéines 

S'agit-il d'un produit"répondant à une protéine vrai
ment définie, ou comme l'indique plutôt le nom donné 
par M. Piettre, d'un mélange dont les proportions 'ct'a.l-\ 
bumine et de globuline dépendent des conditions dans 
lesquelles on opère. La. question n'est pas encore réso-
lue, mais ce qu'il importe, c'est que l'on obtienne, en 
laissant" de côté cette myxo-protéine, une séparation 
très nette de l'albuminei et de la globuline. 

1 ° Précipitation de la globuline. -'- La. poudre blan
che Qbt.enue comme ci-de.ssus est dissoute dans un vo

lume et demi d'eau distillée, l'unité de volume étant le 
volume du sérum employé. Si donc, on a travaillé sur 
100 cm3 de sérum, on dissoudra dans 150 cm3 d'eau dis
till~e. On mouille avec un peu d'éther, car on a constaté 
que les albumines se dissolvent àinsi mieux. La globu
line passe en solution à la faveur du carbonate de so
dium retenu dans le gâteau. En somme, la solution ob
tènue est un mélange de sérine et de globuli~ate. Le 
caractère acide de la globuline est bien connu, et il f 

aura donc maintenant à précipiter cette globuline de 
son sel par un acide étendu. Il faut opérer · avec beau

coup de précautions, sinon la globuline se redissoudrait 
dans un excè~ d'acide. Si on n'apportait pas asse.l 
d'acide, il resterait de la globuline en solution. ·La pré
cipitation doit s'effectmir au point isoélectrique, qui, 
pour la. globuline, e~t aux environs de 5,2-5,3. 



Al\ laboratoire, on peut déterminer _la précipitation 
maximum de la globuline en repérant la floculation la 
plus marquée. Dans des tubes à essais, on prend des 
prises de la solution de sérine Bt de globulinate variant 
de 0,5 cm3 à 1 cm3, et on verse, soit de l'acide sulfurique, 
soit de l'acide chlorhydrique N/100 pour ·préQipiter la 
globuline qui se rassemble sous la. forme de flocons, 
lesquels se déposent rapidement pour laisser un liquid~ 
sul'nageant limpide. La quantité d'acide étant ainsi dé
finie, on verse dans la liqueur le volume d'acide N/1() 
ou N/100 · qui est nécessaire. En employa.nt de l'acide 
plus concentré que pour les essais1 on évite des dilutions 
trop considérables. L'acide provoque dans la masse dè 

la liqueur un volumineux précipité qu'on laisse se dé
poser 12 heures. On décante la liqueur claire, et on 
centrifuge le dépôt. Il faut au moins 10 minutes pour 
cette première centrifugation. Le culot est lavé ensuite 
avec de l'eau distillée saturée d'éther pour· éliminer la 
sérine mélangée à la globuline, et on centrifuge encore. 
Le (emps nécessaire pour cette deuxième centrifugation 
est de 15 à 20 minutes. Les eaux de lavage de ces deux 
opérations doivent représenter environ la moitié du 
volume initial. 

Toutes ces opérations: précipitations de la globuline 
et centrifugations peuvent s'effectuer à la température 
ordinaire. 

2° Concentration et purification de la sérum-albu~ 
mine. ~ On ajoute à la liqueur claire qui comprend la 
liqueur décantée au sein de laquelle la globuline avait 
été précipitée et les deux liqueurs correspondant aux 

deux centrifugations, son volume d'acétone. On opt\re à 
o• comme pour la précipitation massive des protéines. 
La liqueur est refroidie dans la glace fondante ainsi que 
l'acétone. Le précipité obtenu est constitué par la sérum
albumine dans sa plus grande partie, et p~r la myxo
protéine. On centrifuge. Il est. recommandé d'opérer 
très rapidement afin d'éviter le plus possible l'échauffe
ment du milieu. Le culot de centrifugation est malaxé 
avec une petite quantité d'eau distillée, ajoutée peu à 
peu. II faut bien délayer de façon à n'avoir aucun gru
meau en suspension. La quantité d'eau_ distillée qu'on 
doit ajouter pour dissoudre la sérum-albumine égale 
tout au plus le volume originel du sérum. On centrifuge 
à nouveau; on a une liqueur claire contenant la sérum
albumine, . et au fond du tube un produit gélatineux 
transparent, légèrement teinié en jaune· qui est la myxo
protéine. 

La liqueur surna_geant, claire comme il vient d'êtra 
dit, qui contient la sérum-albumine, est concentré1· sous 
le vide sulfurique à la température ordinaire. Avant c11-
pendant, il est recommandé de la purifier pour r,n éli
miner le plus possible les cendres; pour celd, la sérum
albumine est dissoute dans un volume minimum r:!'eau 
représentant environ la moitié du volume initial, 1·e

froidi à o•, et précipité par un égal volume d'acétone, 
refroidi également à O°. On cenfrifuge rapidement. Cinq 
minutes sont nécessaires. Le culot de centrifugation est 
repris par de l'eau distillée, et on recommence une pré
cipitation par l'acétone. On peut ainsi faire plusiwrs 
redissolutions et reprécipitations successives: M. Piettt-e 
et A. Vila en ont effectué jusqu'à 10, 



La globuline obtenue précédemment était desséchM 
éga.lement sons le vide sulfurique, mais sans qu'il soit 
nécessaire de passer par les redissolutions aqueuses e.t 
les reprécipitalions acétoniques, comme il vient d'être 
dit pour la sérum-albumine. 

Différence et caractérisation de la globuline 

et rk la myxo-protéine 

La globuline est soluble dans la soude et dans les aci
des; elle est insoluble dans les solutions de- chlorure de 

' sodium. La myxo-protéine est soluble dans les solutions 
de chlorure de sodium (sérum physiologique). 

Purification de la ·mlyxo-protéine 

La myxo-protéinc dissou~e dans le sérum physiologi
que peut être reprécipitée par ùn égal volume d'acétoHé. 
Il faut toujours opérer à o•. On centrifuge et on lave 
ensuite. 

Purification de la globuline 

Cette purification ne se fait pas comme nous venons 
de le dire au moyen de redissolutions aqueuses et de 
reprécipitations a.cétoniques. On utilise ici la p1·opriété 
de la globuline de se dissoudre dans les alc~fü, On pPut 
donc, avant de la ,dessécher sous le vide sui l'urique, la. 
dissoudre dans la so.ürle 5/10, juste la quantité néces
saire. On malaxe bien, en solution concentrée, et on 
aj oule ensuite l'eau distillée; pour faire une solution 
plus diluée. On précipite à nouveàu par une quantité 
de HCI N/10 correspondant à la soude utilisée. 

CHAPITRE III 

Séparation des protéines du lacto-sérum 

M. Piettre a également utilisé, comme 110us le faisions 
remarquer plus haut, l'acétone pour séparer. les pro
téines du Iacto-sémm (6). 

Nous donnons ici la lechnigue de cet auteur: 
« La séparation des protéines du lait: caséine, lacto 

globuline, lactalbumine, est basée sur la méthode clas
sique des précipitations salines massives, légèrement 
modifiée suivant que l'on veut obtenir plus spéciale
ment l'une d'elles. 

(( Nous :proposons d'appliquer_ à la sépara lion des 
protéines solubles au lacto-sérum la mét,hode à l'acé
tone instituée par A. Vila et nous-même. pour le traite
ment analytique du sérum ou du plasma sanguin. 

<( I. Pour cela il convient tout d'abord de se débarras
ser de la caséine en la précipitant en fins grumeaux; ce 
qui facilite ·l'obtention rapide du lacto-sérum el même 
le lavage de la caséine précipitée. 



<( Au lieu de laisser le lait se coaguler lentement, 
comme il est d'usage, on effectue la coagulation en agi
tant très vivement le liquide maintenu aux environs de 
35° pendant qu'on ajoute goutte à goutte une solution 
assez concentrée de présure commerciale. En quelques 
minutes suivant la force de la diastase, le lait se trou-

' 
ble; on voit apparaître de fins grumeaux de caséine et 
se séparer le lacto-sél'um. On filtre sur trompe, en écra
sant, à la fin qe l'opération, les .grumeaux de caséine 

_ qui tendent à s'agglomérer. Un litre de lait donne en 
moyenne 925 cm3 de sérum, contenant une protéine 
susceptible de s'insolubiliser dans l'eau et la lactalbu
mine qu'il s'agit de séparer. 

cc II. Pour réaliser la séparation, on commence par 
neutraliser la très faible alcalinité · que possède la lacto
sérum vis-à-vis du tournesol sensible, marque Gallois. 
Il faut environ 0 cm3 45 de HOl N/100 par centimètre 
cube, mais l'expérience montré qu'on doit atteindre une 
légère acidité en · vue des opérations ultérieures. On 
ajoute don~ au sérum, en HOl N/10 ou N/1, la quantité 
d'acide correspondant à 0 cm3 de HOl N/100 par centi
mètre cube · ( dans nos essais, 706 cm3 permettaient la 
séparation presque. parfaite des deux protéides) et l'on 
épuise avec soin à l'éther, en évitant une trop forte 
émulsion. 

<( Le liquide décanté, parfaitement clair, est alors pré
cipité aux environs de 0° à l'aide d'acétone également 
refroidi (1 vol. à 1 vol. 35 d'acétone)", et, après quelques 
instants de repos, filtré sur trompe avec les précautions 
d'usage pour retenir les gros flocons peu consistants 
des protéides. Bien égoutté, le filtrat est seulement lavé 

à l'éther soo ·à une ou deux reprises. On le détache à 
l'aide d'un scalpel en mouillant le filtre, puis on le met 
dans une capsule en présence d'un volume d'eau distil
lée correspondant environ au 1/ 10 du volume du sérum 
engagé. Après 12 heures de contact, on écrase avec soin 
les grumeaux qui persistent, rend le mélange bien ho
mogène, fait un volume exact et détermine sur de petits 
essais (0 cm3 5 étendu à i cm8 avec de l'eau distillée) la 

très petite quantité de HCI N/ 100 provoquant la meil
leure précipitation de la protéine soluble.Avant d'aj ou
ter à l'ensemble de la liqueur trouble l 'acide N/ 10 ainsi 
calculé, on la sature à ·rroid d'éther. On .laisse reposer 
au froid et ce1!trifuge. 

« Si, comme il a été dit plus _haut, on a ajouté du 
premier coup O cm3 de HCl N/ 100 pa:r centimètre cùbe 
de lacto-sérum, cette dernière manipulation un peu 
longue se trouve évitée. II suffit de rendre homogène le 
mélange bien refroidi en l'agitant ·vigoureusement avec 
de l'éther. L'emploi de l'éther est extrêmement précieux, 
comme nous l'avons déjà indiqué; dans la manipula
tion des liquides contenant des substances minérales 
ou organiques à grosse molécule, en solution ou disper
sées sous la forme micellaire. En milieu renfermant des 
ions hydrogène, il représente le meilleur moyen (bien 
plus rapide notamment que la dialyse) de rompre cer~ 
tains équilibres instables et de précipiter les matière~ 
en suspension que la centrifugation ac_hèvera de sépa
rer; 

<( La centrifugation sépare un très beau liquide, par
faitement limpide, de teinte blonde_ (albumine en solu
tion) et un culot blanchâtre (protéine insoluble)' qûi 



peut êt.re lavé, une ou deux fois, avec de l'e~u saturée a 
froid d'éther, par centrifugation. 

« III. La matière floconneuse blanche se rapproche 

des globu li i:ies par ses caractères physiques· et ses réac7 

tions chimiques; cependant, comme· la caséine, elle con

tient louj ours des substances . minérales (pour 100 de 

cendre, nous avons eu 66,68 de CaO et 29,70 de P2O5). 

c< Son faible pouvoir rotatoire ".- D = - 31 • 12' en so

lution aqueuse sodique semblei la différencier de la 

caséine~ D= -116 degrés (Lindet et L. Ammarin). 

« La_ teneur du lait en cette protéine oscille autour de 

2 gr. 3 par litre. 

' c<· La lactalbumine est purifiée par précipitation glo

bale ou fractionnée ,à l'aide d'alcool. Dans le premier 

cas, on ajoute 1/3 ou 1/2, suivant la concentration, de 

son volume d'alcool à 96 degrés, laisse déposer au froid, 

reprend par l'eau distillée et filtre. Dans le second, on 

ajoute la même proportion d'alcool, mais en quatre à 

cinq fois et en refroidissant énergiquement dans un 

mélange de gla~e et sel avant chaque centrifugation? 

Les trois premiers précipités isol~nt en général la lac

talbumine à l'état d'une belle _matière sirupeuse blonde 

t.rês semblable à la sérumalbumine purifiée. 

La coagulation se produit très nettement entre 67 et 

70 degrés, mais se prolonge jusqu'à 76 et 78 degrés. 

« Pouvoir rotatoire : "'D =·- 4{ •23. : 

11 _ Rendement par litre de lait : 3,20 en moyenne. 

« Les eaux mères alcooliques abandonnées à elles

mêmes- làissent lentell/-ent déposer des crofttes mame

lonnées, blanches, cristallisées ·cte citrat-e de chaux con
tenant 26,6 % de calcium, 

,_ 81 -

<• nomme dans lr• frail~nw1H rlu sér·um saugnln, la 

liqueur aoétonîque peut être traitée, a.près réèupéra

tion de l'acétone, pour le dosage ou la_ séparation des 

autres constituants du lait: lactose•, acides-aminés, sels, 
etc. · 

Nous avons seulement cherché à isoler les lipoïdes 

restés en 1msp1:msiuu dans le lacto.:sérum; par -épuise

ment éfüéré, sur. légère acidité, on en isole environ 
0,086 % du lait, conteùant 0,980 % de P. 

c, ro11rlu.rio11. - ne mê1t1l' C)tJI' pn111· _h• :il!l.'11 111 ~a.11-

guin et le blanc d'œuf, la méthode à i'acétone permet, 

~uns sacrifier aucun des éléments du lait, de séparer 

analytiquement les protéides du lacto-sérum. 

n La luetnlJ.,umi11c, lt'llisièm,• 1~xer11pl1' d:alhurni uo 
1ihlmnll' pure par 11110 leehni11nfl sûre, ei::1l t'lli'Hc· lrtrh;,',1, 
pnr le.i, pi'opriélfR pl1 y.s iq11t's ,Je sei. solnlinu~ el à l'flt~I 

snlicl ,• rai· sr,n ui;peel s:i pnl'lir111it·1· dP lllFllthe :.Î l'll fll'US( ' 

blondi:\. !H' prPnrwl l11·11sq11 rmnnt uu froid Pll llllP mfl~~•· 
~,,lidf' hl.anche, 11r1111· sr- rumollil' ,h· 111.Juwm I à ln seulu 
t•hll11•11r dr ln main. >l 

La cf'ilir1r1P 'JIIP l'on peul arlrl'S.!11-'r nu lruvail ,Jr M. 
Piellrt• ,~st d 'aYoir 11li liilt'.• 111- pr,~i;;urP ptmr rwr.cipi ler Ja 

crusél.nr. L11 lll(•lci-émlll nl1len11 dans Cf>f. crn11Jiliu11R n 'mst 
point rcm1parnble u11 lucl1H,Pl'trn1 qui r,\sult••rnll de tn. 
J)t-Ppipitaffou lfp la Ca!>l'lllP par lt•s N<'id11q a.11 11ui11 l i~o

èleddque. Bu Pllt>I. cl11m, IP p1·1~1i1·r· f ft~. Ir lr1clo-srl1•11 in. 

rn dehors de l'11llmminr• 1•t r)1, ln glnhulu11• an1•m11 J,1s, 
confil'nl lu prutPor-1• snl11!Jl11 1'iépuri\,, cJ .. la. r.aseiltP Jllll' 

11nn cliYage sous l'aclioTJ d11 l'rrn1Pnl ~lnh. :\11 eonirnii'I', 
lP laolo-sérum acide ne ren f'errne qne t.le l 'alhmnirtr> ut 
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de la globuline à condition bien entendu que la préci
pitation acide ait été effectuée exactement au point iso
électrique. Sinon, si l'on· dépasse ce point en s'enfon
çant dans la zone acide des pH, on redissout globuline 
et albumine. Si, au contraire, on n'arrive pas à ce, 
point, en restant en-deçà, on ne précipite pas entière

ment la caséine. 
Comme le taux de la globuline dans le lait de va

che normal est extrêmement faible, et qu'en fait, 
on n'a. à opposer à là caséine que l'albumine, la mé
thode de séparation par l'acétone ne nous permettra 
guère de séparer nettement l'albumine et la globuline, 
Mais il n'en est plus de même pour les laits pathologi
ques, pour les laits de rétention, pour les colostrums 
dans lesquels les proportions d'albumine et de globuline 
sont grandes par rapport à celles de la caséine. Il est 

, plus que vraisemblable que l'emploi de la méthode· de 
M. Piettre, avec quelques variantes que l'expérience sau
rait indiquel', nous donnerait de bons ré.sultats. 

CHAPITRE IV 

Quelques. considérations 

sur la méthode officielle: de l'analyse 

du lait 
', 

La méthode officielle: de l'analyse du lait a recour~ à 

la. précipitation dy la caséine par l'alcool ·en milieu 
acide. En voici d'ailleurs le libellé emprunté à l'ou
vr~e• de F. Bordas et F, .Tou plain (7): 

.J 

Procédé de centrifugation 

(tLactose. Réactifs nécessaires. - Alcool à 65° acidi

fié .:a.u J/1000 par de l'acide acétique. Alcool à 50-55°. 
liqueur de Fehling (10 cm3 de liqueur correspond/J,nt à 
0,050 de glucos~ ou à 0.06925 de lactose hydraté), 

(1 1 • Plac13r ,25 cm3 d'alcool acidifié dans, le tube tarè 

du ce~trifllgeur1 .me$.1,m~r exa:ctement 10 cm~ de laite~ 



Je~ verser goutte à goutte dans le réactif précédent, en 

évita:nt, autant que possiblè, de remuer le mélange. 

<< 2• Centrifuger pepdant une minute. environ: une 

fois l'appareil arrêté, boucher avec le pouce le tube de 
verre du centrifugeur et le retourner quatre ou cin_q 

fois sans agitation brusque de manière à rendre le 

liquide (lacto-sérum) homogène); abandonner le tout 

au repos pendant un quart d'heure environ). 
<< 3• Centrifuger à nouveau et décanter de suite le 

liquide clair dans une fiole jaugée de 100 cm3
• . 

(• 4• Laver le coagulum attaché au fond du tube en 

le délayant avec l'agitateur dans 25 cm3 d'alcool à 50-55° 

qu'on ajoute dans le tube. 
« 5° Centrifuger, dé:canter le liquide, comme précé

demment, dans la fiole jaugée de 100 cm3 et faire l'af

fleurement avec de l'eau distillée. (Si la solution est 
d'une teinte jaune trop accentutJ.e, par suUe de la pré

sence du bichromate, on ajoute 5 à 6 gouttes d'up,e solu

tion de sous-acétate de plomb, avant de compléter le 
volum!e à 100 cm3 ; on agite et l'on filtre.) 

<< 6" Doser le lactose pal'. réduction de la liqueur de 

Fehling, pour cela, placer i0 cm3 de celle liqueur dans 
une fiole de 125 cm3 environ, y ajouter 20 cm3 d'eau dis

tillée. 
« La solution de lactose étant ~ontenue dans une bu

rette à robinet, en verser à peu près 10 cm3 dans le réac· 
tif dilué p~écedent, porter le mélange à l'ébullition pen

dant 3 minutes. 
« Compléter lu réduction de la liqueur de Fehling CH 

ajoutant, par petites portions, la solution sucrée jus

qu'à décoloration complète du liquide de la, fiole. 

<( Beurre et caséine. Réactifs. - Alcool à 95°. Ether 
à 65°. 

<c 1 • Délâyer à l'aide de l'agitateur le coagulum con
_tenu dans ie tube du centrifugeur, dans un mélange de 
10 cm3 d'alcool à 95° et de 20 cm3 d'éther. 

« 2° Centrifuger et décanter le liquide éthé'ro-alcooli
que dans un petit ballon taré à large goulot; 

(< 33 Laver l'insoluble contenu dans le tube avec 20 

cm3 d'éther, en remuant le mélange avèc l'agitateur. 

<< 4° Centrifuger. et décante·r de nouveau l'éther dans 

le ballon qui contient déjà le IÎquide éthéro-alcoolique 
précédent. 

(( 5• Chasser par distillatïon, l'éther et l'alcool · du 

ballon (le b~urre qui reste est desséché à 100°): peser le. 
ballon. La différence de son poids actuel et de son poids 
primitif d(?nne la quantité de beurre pour 10 cm3 de 
IRII: l·Alr•u/1w lu prnJ)ol'fion pnr fitl'(!o, 

« 6° Diviser, au moyen de· l'agitateur, la masse de 
casêiut> l'llnl1•r111r duos le lnhc dP vI•1·rt" tlo oP nlrifugl.Jur 

~t faire la dessiccation d'abord à basse température, puis 

a 100·. Peser le tube qui contient la caséine et l'agita
tem,; soustraire du chiffre obtenu la tare du verre · la 
différence donnera le poids de la caséine et des mati~res 
minérales insolubles. La quantité de caséine pure est 

égale au poids du précédent, diminué du poids de.s cen
dres de la caséine obtenue. 

11 ll!tmat·qur•,ç_ - t\ 11 <>our~ des manipulAlfons pré~ 
cédc-n los, 11r1 sP. 8rl'! rl'1111 Ag-ifahmr ,1ui l'.l Hô taré aveti Je 

tube de verre du centrifugeur. II n'est donc pas néces

saire, après chaque opération, d'enlever les précipités 
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qui y sont .adhérents, il suffit qu'il n'y reste pas de 
liquide attaché après l'opération. 

'foutes les décantations doivent être faites rapide

ment. 
<c Le centrifugeur, du diamètre, de 25 centimètres, me

surés entre les fonds de deux tubes opposés en posi
tion de fonctionnement, doit tourner à 2.000 tours au 
minimum. 

<c On peut employer des centrifugeurs à vitesse un 
peu inférieure, mais la durée de centrifugation doit 
alors être augmentée. » 

L'alcool utilisé dans la méthode officielle est un alcool 
faible, mais qui est en même temps acidifié de façon 
qu'on obtienne une précipitation complète de la caséine. 
En fait. ce n'est pas la caséine pure que l'on précipite, 
mais une caséine chargée de matières protéiques, puis
que la méthode officielle indique qu'il faut multiplier 
le poids trouvé en caséine brut par 0,925, coefficient qui 
résulte de nombre,uses déterminations. 

Il serait possible de critiquer la méthode officielle 
sur de nombreux points, mais nous devons reconnaître 
que tant qu'elle s'appliquera à des laits de grands mé
langes, c'est-à-dire à des lai,ts types dont les. variations 
à l'état normal sont peu étendues, elle donnera tou
jours des résultats comparables, et permettra· de déce
ler la fraude. Mais il n'en est plus de même si l'on a la 
prétention d'utiliser cette mét.hode officielle pour l'ana
lyse des laits individuels, normaux, anormaux ou pa
thologiques. 

II s'agit là d'espèces vraiment différentes pour l'ana
lyse desquelles les. méthodes générales doivent être em" 

ployées, et non pas la méthode officielle, de triage rà
pide, nous le reconnaissons, mais qui n'est pas sus: 
ceptible de nous conduire à des résultats comparables 
pour des laits dont les richesses en caséine, en albumine 
et en globuline peuvent être très différentes. 

Dans la recherche de la fraude, on n'a pas toujours 
affaire à des laits de grands mélanges, et lorsqu'il s'agit 
de prélèvemen(s faits sur des laits individuels ou de 
tout petits mélanges, de laits qui peuvent être chargés 
de tares pathologiques, la méthode officielle pe-ut nous 
conduire à des résultats contestables. 

Les notions nouvelles que nous avons sur le pH nous 
laissent entrevoir qu'on pourrait en modifier légère
ment la technique, en s'inspirant de ces notions pour 
les précipitations de la caséine, afin de s'assurer aussi 
exactement que possible, de la position du point iso
électrique. 
· Nous n'entrerons pas dans plus _de détails sur cette 

question sur laquelle des recherches en cours au labo
ratoire du Professeur Oh. Porcher et qui seront publiées 
plus tard apporteront quelques précisions intéressantes. 

Nous retenons de la méthode officielle, c'est qu'·elle 
précipite non pas la caséine pure, mais une caséine riche 
en matières salines, peut-être même un caséinate fai
blement· calcique, malgré l'acidité du milieu. Le fac
teur 0,925 employé tout à l'heure pour traduire la ca
séine brute en caséine pure nous montre que la quantité 
de matières salines re,présente enviroll 7,5 %, ce qui est 
considérable. 

Il y aurait lieu de voir si on ne pourrait pas substi
tuer l'acétone à l'alcool, après avoir toutefois séparé au 



fll)ÎIIL is,,-,\lœlriq11t• i.Lll' l" lnil luf-mêmu lu cnr,,éi11e pnr 
un acide, acétiqu'e ou autre. Dans ce cas, l'acétone ne 
serait ajouté à la liqueur qu'après la précipitation alors 
que les flocons de caséine sont encore très épais, et pal' 
suite perméables à l'acétone, qui s'emparerait facilement 
ici de la matière grasse. 

CHAPITRE V 

Recherches personnelles 

Sur la précipitation de la caséine 

dans le lait par l'acétone 

Le succès de la méthode de Gerber dans le dosage de 
la matière grasse dans le lait E>t des tnéthodes analo
gues a suggéré l'idée à plusieurs chercheurs d'obtenir 
une méthode semblable: pour le dosage de la caséine. 

La détermination de la graisse dans le lait est d'im
portance pour les beurl'eries, mais non moins impor
tantes pour les fromageries est la détermination du 
taux de la caséine. Et si l'on parvenait à trouver une 
méthod_e volumétrique exacte de dosage de la caséine 
dans le lait, rapide comme l'est la méthode Gerber pour 
la grais~e, et d'une égale sensibilité, ce serait là un 
grand progrès pour l'industrie laitière. Cependant, nous 
ferons remarquer que si les variatioris de la gt;aisse 



sont grandes, bien moindres sont celles de là caséine. 
Néanmoins, la méthode pourrait avoir une. grande ap
plication pratique. 

Au Congrès de Chimie appliquée de 1927, A.-L. lones
cu-Matiu et O.-V. Bordeiano. ont indiqué ·unè méthode 
de dosage volumétrique des substances protéiques du 
lait. Voici, d'après les comptes t>endus de ce congrès, l'es
sentiel du tro.vail de ces auteurs: 

i • On a trouvé un réactif, le réactif acétono-mercuri
que - qu'on prépare eu dissolvant 5 gr. de Hg012 dans 
iOO cm3 d'acétone - qui permet la précipitation inté
grale des protéines du lait. Le réactif est avantageux 
parce que les graisses restent en solution dans l'acé
tone qui surnage lé précipité. 

2° On a construit une éprouvette spéciale qui perrµet 
la mesure exacte du volume du précipité protéo-mercu
rique, c'est-à-dire de la quantité de protéine pour cent. 

3" Des nombreuses. détermin.alions nous ont montré 
gueJes résultats obtenus par cette méthode, dans le lait 
.norµial, coneordent, dans les limites exigées dans la 
technique, avec ceux obtenus par la.méthode _Kjeldahl 

4" On a établi que le volume àu précipité protéo
mercurique dans le la.il dilué varie dans un · rapport 
directement proportionnel ayec la dilution, quand celle-: 
ci ne dépasse 40 %, ce qui permet de conclure si un lai;t 
est dilué ou non. 

5° Si l'on détermine la densité, les graisses· et la 
protéine - par cette méthode - on est en niesure de 
décider si un lait a souffert la fraude d'écrémage ou 
ce1Ie d'écrémage et de mouillage en même temps. 

JI ~~t. évident que ces recherches, si elles se con:fir--
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maient, sont pleines · d'un grand· intérêt. L'_ennui, c'est 
d'utilise1· un réactif comme le ch1orure mercurique• très 
toxique, et qui n,est pas propre à êtr.e mis dans le,; 
mains de personnes inexpérimentées. 

La critique que l'on peut adresser à la méthode dont 
le principe vient d'être donné, ainsi qu,à celles d'ail
leurs qui prétendl:aient doser la caséine par le volume 
d1un précipité, c'est que justement, il s'agit là d'un pré
cipité, c'est-à-dire d'un ensemble de petits flopons non 
homogènes, ne se présentant pas toujours · dans les 
mêmes conditions, pouvant se tasser plus ou moins, et 
donner par conséquent un volume égal pour des quan
tités pondérales de caséine différentes. Il est certain 
que les laits, surtout les laits dits paresseux, laits qui 
coagulent mal par la présure, laits de mammites, .laits 
colostraux, vu leur richesse en globuline, colloïde pro
tecteur, nous donneraient souvent des précipitations 
qaséiniques_, sinon incomplètes, du moins très irrégu
lières, volumétriquement parlant. 

Bouin, dans le premier numéro de la Revue « Le 
Contôle Laitier », a employé la méthode de Denigè'S 
pour le dosage volumétl'ique de la caséine. A lire son 
ll'avaH, on constate cependant qu'il y a des amplitudes 
assez .grandes et que somme toute la méthode n'est pas 
encore au point. 

Nous avons pensé que l'acétone pourrait nous don
ner des-résultats. intéressants. En ajoutant au lait des 
quantités données d'acëtone, .dans des conditions bien 
précisées de température et d'agitation, peut-être arri
verait-on à provoquer un précipité protéinJque dons .le's 
(l_oco:ns ~usse~t toujours semblables à eux-mêmes, :cl3 
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qui nous permettrait, pour un même volume, du préci
pité, ,de conclure à une même richesse en caséine. Il 
faut, évidement; opérer en milieu acide, car si nous 
n'acidifions pas, le précipité que l'on obtient est fait de 
caséinate calcique, et même du complexe : caséinate de 

calcium + phosphates de calcium. II entraînerait avec 
lui d'autres matières salines. Il serait donc irrégulier, 
chimiquement parlant., et en conséquence, on peut diré 
que les résultats n'en seraient nullement comparables. 
Mais l'acétone, que l'on ajoute au lait peut' précipiter 
aussi l'albumine; nous laissons de côté la globuline, 
dont le quantum est très faible dans le lait de- vache 
normal. 

Nous avons fait quelques expériences que nous expo-, 
sons maintenant.. 

Le lait a un pH = 6,74 et une acidité Dornio de 
17°5. 

.50 cm3 de ce lait• comm~ricent à précipiter, c'est-à
dire perdent leur homogénéité par l'addition de 1.4 cm3 

d'acétone. A_vec 15 cm3, la précipitation s'amorce nette
ment, mais. pour qu'elle soil complète, il faut 35 çm3• 

Le pH du sérum acétonique = 6,22. 

Des recherches faites d'autre part; dans le }ab.oratoire 
du Professeur Ch. Porche1•, ont montré que pour préci
piter complètement la caséine au point isoélectriqut
d'un lait de grand mélange, il fallait, pour 20 cm3 de 
lait, 2,4 cm3 de HC1 N/2. 

Nous allons combiner ces deux données, la· première 
relative à la quantité d'acéto1rn nécessaire pour préci
piter les_ protéines en milieu neutre, la seconde qui con-
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cerne nettement la quantité d'acide qu'il faut· pouf\ pré
cipiter en l'absence d'acétone la caséine au point iso

électrique. 

1 ° Centrifugation d'un. lait précipité seulement par 

HCl N/2: 10 crn3 de lait et 1 cm3 de H01 N/2. On centri
fuge dans un tube gradué après précipitaüon. La ca
.séine se rassemble mal ; une parti!:) va au fond, mais 
l'àutre va •à, la surface. Deux essais effectués de la même 
manière ne p'résenleft pas les mêmes hauteurs de pré
cipité de caséine; 

2° Centrifugation d't.fn lait précipité seulement . par 
l'acétone : 10cm3 de lait sont précipités par 7 cm3 d'acé
tone. C'est .bien la quantité qu'il faut d'après ce qui a 
été dit un peu phis haut. On centrifuge; la caséine se 
~assemble mi,eux que dans l'essai . précédent. Toutefois, 
une petite pellicule reste à la surface du tube de centri

fugation; 

3° On combine maintenant racétone et l'acide chlo
rhydrique, et on fait les mélanges suivants : 

1" - 0,2 cm3 de HCt N/2 + 6 cm3 d'acetone + to cm3 de lait 

2° - 0,4 cm3 id. 5 cm3 id. 10 cm3 id. 

3° - 0,5 cm3 id. 4 cm3 id. 10 cm1 id. 

4° - 0,6 cm3 id. 3,5 cm:1 ld. 10 cml id. 

5° - 0,7 cm3 id. 3 cm3 id. 10 cm3 id. 

6° -- 0,8 cm3 id. 2,5 cm3 id. · 10 cm3 id. 

7° - 0,9 cm3 id. 2 cm3 id. 10 cm3 id. 

s• - 1,0 cm3 id. t ,li cm3 id. 10 Cllt3 id. 

Les précipitations les meilleures sont assurées dane 

les essais 11 2 et 3. 
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Etant donné qu'on a affaire à des quantités différen

tes d'acide,·et également d'acétone, la quantité d'acétone 

diminuant lorsque la quantilé d'acide augmente, il est 

certain a priori que les précipités obtenus n'ont pas la 

même composition chimiquè. 

Deuxième expériende 

Sur un lait un peu plus acide de pH= 6,56 et d'aci

dité Dornic de 18°, on précipite complètement. la ca
séine en ajoutnnt 7 cm3 d'acétone à iO cml de lait. 

Le pH de la liqueur acétonique = 6,06. 

·on opère les mélanges suivants : 

Tableau II 

1° - 10 cm3 de laît+7 cms d'acétone , 
2° - 10 cm3 id, 7 cm3 id. +0,1 cml de HC1 N/2 

3• - 10 cm3 id. 6 cm3 id. 0,2 cm3 id. 
4• _ 10 cm3 id. 5 cml id. 0,4 cm3 id. 
5• - 10 cm3 id. 4 cm3 id. 0,5 cm3 id. 
6" - 10 cm3 id. 3 cm3 id. 0,6 cm3 id. 
7'- 10 cm3 id. 2,5 cm3 id. 0,8 cm3 id. 
s· - 10 cm3 id. 1,5. cm3 id. 1,0 cml id. 

Dans des tubes gradués, on centrifuge. 

C'est la centrifugation des échantillons 5 et 6 qui don

nent les meilleurs résultats, mais il y a toujours un peu 

de caséine surnageant à la surface du liquide, qui lui, 

est très clair. 

Voici les pH des liquides a.cétoniques 

1• .. 
2• . . 
3• . . 
.J• . . 

!i" .. 
6· . . 
7• .. 

s• . . 

Tableau III 

. ..... .... .. .. ...... . 

6,06 
5,93 

5,63 

5,40 

5,20 

4,95 

4,90 
4,85 

On renou~elle l'essai 6° en ajoutant de l'ammoniaqu,~ 

dans le lait : iO cm3 de lait, V gouttes d'ammoniagu~·, 

4,8 cm3 de HOI N/2, el on centrifuge. 
La précipitation n'est pas complète. On reco·mmènce 

' ' 
l'essai et on examine la partie surnageante, car il res_trf 
toujours par centrifugation une 'pellicule. à la svrfa.ce 

du liquide, fa.ile de caséine el de matière gr_asse. 

Après des tâtonnements, il semble que la_précipitation 
et la centrifugation les meilleures sont obtenues pou1· 

10 cm3 de lait avec 5 cm3 d'acétone et 0,65 crn3 de HCl 

N/2. 
En somme, ces essais ne sont pas encourageants par

ce qu'ils sont esi;;entiellement irréguliers. 

Jusqu'ici, il n'a pas été question de séparer l'albumine 

et la globuline, et on peul se demander si l'acétone, en 

l'absence de tout acide, précipite totalement ou non tou

tes les protéines du lait, c'est-à-dire l'albumine en mêmH 

temps que la globuline. 

Des dosages d'azote sont, ici, nécessaires, 
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Nous avons donc r.epl'is les essais précédents dans ies

quels nous avons combiné l'emploi de l'acétone et de 

l'acide en dosant cette fois l'azole dans le sérum de cen
lr•ifugation. 

Nous avons d'abord comparé les résultats des deux 

Pssais extrêmes : le premier dans lequel on n'emploie 

que l'acide, c'est-à-dire celui où Pon précipite la caséin~ 

nu point isoélectriquc, le second dans lequel on n'em

ploie que l'acétone sans acide, et nous avons comparé 

les résultats obtenus avec œux que nous donne la com

binaison de l'emploi de l'a.cétone et de l'a.cide. 

20 crn3 de lait sont additionnés de 2,4 cm3 d'acide 

chlorydrique N/2. pH = 4,7; on est donc· au point iso
électrique. 

2°. -20 cm3 de lait sont additionnés de 14 cm3 d'acé
tone. 

3°. - A 20 cm3 de lait, on ajoute 10 cm3 d'acétone et 
1,2 cm3 de HCI N/2. 

Le lait employé dans ces trois essais avait un pH = 
6,92 et une acidité Dornic de 18°. 

On centrifuge pendant un quart d'heure, après quoi les 
trois tubes sont examinés. 

Les essais 2 et 3 pl'ésentent des sérums très clairs et 
' le précipité est bien ta~sé au fond du tube. L'essai 1. pré-

sente des· particules de caséine en suspension et le sé

rum est un peu trouble. On Je filtre sur papier pour le 
clarifier. 

Un dosage d'azote est effectué sur chacun des sérums 
' 1, 2 et 3. Après décantation, nous les évaporons au B. 

M., et sur le résidu: nous faisons un Kjeldhal. 

Un dosage d'azote est effectué également sur le lait 
témoin. 

Résultats : 

Lait témoin : 4,60 gra.mmes pour 1. .000 d'azote, ce qui 
fait avec le facteur 6,30 : 29,40 de ca.séine. 

Azote des sérums : 

1 °. - Précipitation par HCl seul : 3·1,3 milligrammes 

d'azote pour i.000, ce qui fait 0,20 grammes de protéine 

..-hifl're faible. 

2°. - Précipitation par 'l'acétone seul : 1.9,26 milli

grammes pour 1.000 d'azote, soit 0 gr. 123 de protéine 

au litre. 

3°. - Précipitation mixte par l'acétone et l'acide : 

19 milligrammes pour i.OOO,d'azote1 soit 0.121 gram

mes de protéine au lilre. 

D'après ces premiers résultats, il semble que la préci

pitation par l'acétone seul ou l'acétone et l'acide combi

nés donne un sérum dont la richesse en azote est la mê
me dans les deux cas. 

Nous avons comparé maintenant le dosage offi'ciel de 

la êaséine tel qu'il a été donné plus haut par l'acide acé

tiqùe, et celui awc lequel on recourt il l'acétone acé
tique. 

1 °. - Alcool acétique : A 25 c1u3 de réactif, on verse 

goutt.e à goutte le lait mesuré, puis on centrifuge. 

2°. - Acétone acétique : On prend l'acétone -ordinaire 
renfermant 1 pour 1.000 d'acide acétique. 10 cm3 sonl 

placés dans un tube à centrifugation, el on ajoute gout

te à goutte- 10 cm3 de }().il, On centrifuge. 
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i Sur·chacun des ·sérums surnageant ~près li!, centrifü
gation, nous prenons el le pH et les degrés Dorni.c, puis, 
21ous dosons l'azote, ainsi que. sur le coagulum restant. 

Voici les résultats obtenus : 

Lait témoin . . .. . , .•.. , ..... ... . 
Sérum du lait traité par l'acétone 

acétique •••.................. 
Sérum du lait traité à •l'alcool acé-

tiqu~ . , .. , • . . , .......... , .. . . 

Les dosages d'azote nous donnent : 

6,92 

5,80 

5,39 

111• 

21• 

22• 

Lait témoiu • . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4,515 grammes 
Alcool acétique : 

a) Sérum . , .....•. , , . • . . . . . . . . . . . . 0,70 grammes 
b) Coagulum . . , , , , . , . , . . . . . . . . . . . . . . 3,80 grammes 

4,50 grammes 
Acétone acétique : 

a) Sérum . . . . . . . . . . . . . . . . . • . . . . . . . . 0,03 grammes 

b) Coagulum . , . . . . . . . . . . . . • . . . . . • . . 4,55 grammes 

4,50 grammes 

Nous voyons que l'acétone acétique précipite presque 
en totalité des m(!-tières protéiques. 

Il serait intéressant de reprendre ces essais et de les . 
multiplier avant de conclure. 

Conclusions 

I. - L'acétone ·est un solvant qui mérité ct•être utilisé 
dans l'analyse biologique du lait. 

II. or- Une méthode qui viserait à doser volumétrique
ment la caséine dans le lait par précipitation de celle-ci 
avec l'acétone seul ou l'acétone acide ne nous paraît pas 
recommandable jusqu'ici. 

III. - Alors que l'alcool acétique ne précipite que l&. 
caséine dans le lait. et laisse dans le sérum l'albumine, 
l'acéto:11-e acétique précipite presque la totalité des pro
téines du lait. 
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