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LA 'METHODE SYNTHETIQUE DANS L'ETUDE DU LAIT
LE LAIT AU POINT DE VUE COLLOIDAL
RECHERCHESSUR LE MECANISME DE L'ACTION
DE LA 'PRESURE
par Ch. PORCHER,

Docteurés sciences physiques
(Suite)
CHAPITRE IV
ETAT DE LA CASEINE DANS 'L:E LAIT
De tout ce que nous avons dit dans certaines pages qui précédent,
.il résulte que la caséine existe dans le lait & I'état de sel de calcium,
Evidemment, et certains auteurs n'ont.pas manqué de le faire remarquer,
il est difficile d'admettre que la caséine soit uniquement a I'état de sel
calcique: puisque, dans le lait, il est également une forte proportion de
bases alcalines: potasse et soude. "Nous pouvons a priori plus que 'sup-
poser qu'il en est ainsi pour les laits extrémement peu riches en calcium,
tel que le lait de femme par exemple. Dans ce dernier, il ne semble pas, en
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effet, qu'il y ait suffisa~inent de chaux pour que la caséine soit entiere-
ment ~ I'état de caséinate calcique, et l'on se trouve, dans la nécessité
de penser qu'elle y est partiellement sous la forme de sel alcalin potas-
sique, ce qui est une raison de plus a ajouter a celles que nous verrons plus
loin pour comprendre que le lait ge femme ne coagule pas par la présure.
Néanmoins, pour le lait de vache, I'argument de la présence dune
forte proportion de bases alcalines: potasse et soude, lequel nous con-
duirait a admettre T'existence d'un caséinate alcalin, ne parait .pas
valable; nous y avons répondu en montrant que l'ensemble du systéme
salin du lait engendrait un équilibre duquel il résultait pour certains
sels telle forme plutét que telle autre. -
LE COMPLEXE : CASEI~ATE DE CALCIU~_+ PHOSPHATE DE CALCIUM.
~ C'est Hammcrstcn qui, le premier, a considéré que la caséine se trou.
vait dans le lait sous la forme d'un systtme: caséinate de calcium *+
phosphate de calcium. Toutes les fois, en effet, que I'on .précipite
-la caséine en milieu neutre, en évitant soigneusement l'acidification qui
conduirait a une décalcification du sel de cette protéine, on la trouve
salifiée sous la forme calcique et, en ~éme temps, on-constate que du
phosphate de calcium s'y trouve associé. Mais, il ne s'agit pas d'union

.chimique, car, nous l'avons montré, le phosphate de calcium, physique-'

ment et chimiquement, est indépendant du caséinate de calcium. Ces
deux sels n'ont de relation qu'au .point de vue colloidal, le caséinate
protégeant le phosphate.

Le'casélnate de calcium du lait naturel. - Quel est le caséinate
de calcium qui se trouve dans le lait 1 Autrement dit, quelle est la
quantité de base qu'il renferme 1 C'est une question importante que
se sont posée plusieurs :des .chercheurs- qui ont étudié la nature des
combinaisons calciques de la caséine dans le lait. .

Déja HammarsTEN  avait fait la remarque que le caséinate de
calcium du .lait se distinguait de certains autres sels de caséine par
plusieurs particularités:  son existence 'indéniable a J'état de suspension
colloidale, c'est-a-dire insoluble, son pouvoir d'émulsifier la matiére grasse
que ne possédaient point les autres sels plus riches en calcium et, pour
cette raison plus facilement solubles dans l'eau, plus dispersés, dirions-
nous aujourd'hui, et ayant tendance ainsi ase rapprocher des cristalloides.

La quantitt de calcium combinée a la caséine serait d'environ
1,0.7 %, ce qui correspond a 1,50 % (1,498 de CaO). Le caséinate obtenu
serait neutre au tournesol,mais acide a la phtaléine; c'est lui qui, pour
VAN SLYKE €t BosworTH, existerait dans le lait. Il serait susceptible
de donner des solutions fortemént concentrées .

.-PALMER (165, Utilisant la notion du pH, estime qu'il 'est plus que
vraisemblable que le caséinate de calcium naturel du laita un pH -:-6,5.

(165) L. S. paumer. - The Chemistry of Milk and Dairy Products viewed from '3
Colloidal Standpoint.  .,;' ~ndustrial and Engineering Chemistry, 1924, 16, nO 6,p. 631.
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Or, le caséinate qui posséde une telle réaction, préparé in vitro, renferme
environ 1,50 % de chaux, comme- celui de VANSLYKEet BOSWORTH.

OU nous nous séparons des auteurs américains, c'est lorsqu'ils
estiment que le caséinate de calcium du lait est un mélange d'un caséinate
plus basique avec un-caséinate plus acide. Pourquoi parler de mélange
alors que rien ne nous y autorise 1 Nous y reviendrons daillcurs.

Nous différons également d'opinion avec eux sur la teneur en
calcium du caséinate naturel que nous fixerons a 2'% environ; En effet,
si nous prenons -un lait que nous dialysons, nous voyons son pH se
diriger vers la zone alcaline, devenir> 7 et atteindre 7,05-7)0 et méme
un peu plus. A ce moment, le lait est débarrassé des phosphates alcalins,
facteurs principaux de l'acidité, du chlorure de sodium et, en général,
de tous les cristalloides, et la liqueur qui reste a l'intérieur du dialyseur
est faite, au point de vue qui nous occupe, essentiellement du 'complexe:
caséinate .de calcium =+ phosphate tricalcique. Or, le caséinate dont
le pH est voisin de 7 renferme, comme nous le verrons plus loin, 2 %
de chaux environ.

Nous devons également rappeler le travail de L. LINDET(142) dans
lequel ce savant s'est appliqué a établir les relations entre le .phosphore,
le calcium et la caséine, en méme temps que les formes qui les unissent.
Il a montré que l'on pouvait admettre I'existence dans le lait de ce
qu'il a appelé le phoepho-caeéimate  de-choux, ensemble salin dans lequel
la chaux est combinée & la caséine dans la proportion denvircn 1,84 %,
proportion un peu plus forte que celle donnée par les auteurs ameéricains,
Quant au phosphate de calcium, il y existerait probablement a I'état
tricalcique. i

Pour PALMER, le systtme colloidal: caséinate de calcium +
phosphate de calcium est a un degré de dispersion rela.tivementgrossior,
puisqu'il peut étre completement et facilement éliminé, par filtration
sur des ultra-filtres relativement perméables ainsi que sur des bougies
de porcelaine a pate serrée. r .

L'étude de ce que nous avons appelé le complexe: caséinate de
calcium phosphate de calcium nous permettra de pénétrer dans la
mécanique chimique qui préside & sa formation. Elle fera l'objet de
développements importants.

PREPARATION DE LA CASEINE.

La caséine existe dans le lait, nous venons de le voir, sous la forme
du complexe : caséinate de. calcium ++ phosphate de calcium, dont la
~omposition est sensiblement constante pour le lait-type que l'on peut
imaginer étre la grande moy~nne des compositions des laits des diverses
races bovines existant dans le monde.

CAS~INE-ACIDE ~ ET CASEINE-P,RESURE. - L'industrie prépare deux
sortes de caséine qu'elle dénommo: caséine-acide et caséine-présure,
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-Nous commencerons par' décrire' la préparation de la -oaséine-acide,
.rnais encore fallt.~ilpourmarquer,d'oreset déja, larlifférence profonde
qui existe entre ces deux types de caséine scientifiquement et eominer- -,
cialement connues, montre~ comment on les obtient ,en partant du
,complexe _ci-dessus.j, "

COl)lment réaliser lapré~ipit'ation 'ducompl_~'Xe~'Ce'com.plexe,
redisons-le, est a 'l'état colloidal.. Les .micelles de chacun' de ses deux
"constitua'nts sont étroitement liés-en solution et ils le réstent 'Zorsqu;on
en provoque la. précipitation en milieu neutre -ou voisin. de la neutralité
vraie caractérisée fparun pH = 7. Cette .précipitation simultanée du
caséinate et du phosphate peut étre réalisée de différentes facons:

a) Par' le suikue dé:magnésium;

b) Par un exces d'un sel calcique soluble;

?) ~nfin par |~ présure. ' |/ (.

Lavprécipita.tion par la présure .n'aboutit pas tout a fait au méme
résultat que éelle réalisée avec le sulfate de magnésium, puisque le,

- ferment-lib  attaque le caséinate de calcium, ce que,:ne fait ~pas-le sel
magn~sien; mais, en ne considérant pour [l'instgnt le .phénomeéne 'que
sous son cOté grossiérement objectif, nous pouvons dire que la présure,
elle aussi, précipite- le compléxe caséinate de'calcium =+ phosphate de
‘calcium, apres une légére altération dU caséinaie. Ceci nous suffit Présente-
ment pour établir la distinction ‘'fondamentale entre, ISI' caeéine-tprésure
et la caséine-acide.

Le caséinate de calcium, ne se séparera du phosphate calcique que
dans un milieu' acide; nous verrons tout & I'heure comment.

Il est regrettahle de constater, alors que nos connaissances sur la
caséine sont assez grandes et qu'elles nous permettent d'y voiruupeu
I,plusclair, qu'une confusion' soit faite encore par tant d'auteurs entre la
coagulation du lait par les acides et la coagulation par la présure. .La
différence la plus nette existe cependant -entre ces deux processus.;
leur. allure est conditionnée par les circonstances qui les' entd~rent ;
lI'analyse des produits obtenus le~ éloigne fortement I'un de l'autre,
~etseservir du~émemot : coagulation, -pour les 'englober, est, nous le
pensons, une erreur de jugement iL laquelle nous, sommes redevables
de la confusion que nous venons de signaler.' -

LAPRECIPI"I"TATION ACIDE DE LA CASEINE.- L'acidification du lait
p~ut étre réalisce de diverses fagons. Nous-pouvons laisser le lait devenir
spontanément acide ou bien, au contraire, ajouter un acide donné
dans le: but d'en précipiter la caséine. _ '

- Pour éviter toute confusion dans "lI'exposé de ce chapitre/ il nous
arrivera d'appeler caséine-lactique, la caséine obtenue par l'acidification
spontanée du lait, et caséine~acide,ceUe qui résuite de l'acidification
provoquée .par l'apport d'uri acide minéral ou _~rganique, a.utre que

I'acide lactique; AuTond, I'une et l'autre sont les résultats du méme
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processus aboutissant il, I'apport dans le lait d'un certain nombre dions
H. La nature de l'anion uni a lion H dans Jacide employé importe
théoriquement assez peu, et rien n'empécherait d'utiliser I'acide lactique
pour l'acidification provoquée qui est toujours rapide, comme nous le
verrons; mais nous aurions avec lui-du fait de cette rapidité, les mémes
inconvénients qu'avec les autres. Que le lait s'acidifie lui-méme,par

suite de la formation d'acide lactique, ou qu'on 'y apporte un acide,
_organique ou minéral, nous obtiendrons toujours un 'précipité pour une
acidité répondant a un pH déterminé mais, objectivement, -ce préci-
pité affecte des aspects différents selon les conditions de I'acidifica-
tion.Nous devons suivre- attentivement la marche de cette derniére
pour nous expliquer la composition chimique du précipité de caséine
qui'se formé. .

L'auto-acidification du lait. - On sait que, a sa sortie de la
mamelle, 'du fait des conditions plutdt facheuses qui président trop
couramment a sa récolte et a sa manutention, lé lait est envahi par une
flore lactique, abondante qui se développe rapidement lorsque les
circonstances; - une température assez élevée'en est la principale, -
sont favorables.

, L'acidité  lactique spontanée s'accroit lentement et' graduelle-
ment, puisqu'elle demande, selon la température, entre 10,0u 12 et
48 heures pour aboutir & un taux suffisant. Le lait forme un bloc homogéne ;
c'est comme un coagulum occupant presque tout le volume initial, ne
laissant exsuder qu'un peu de sérum, 'et qu'il faudra briser en menus
morceaux pour en séparer la caséine C]UI devra ensuite é&tre pressee
lavée et séchée.

Quand on prend laciditt du milieu alors que la « coaqulaiion»
spontanée semble terminée, on trouve un pH = 5,3 environ. Brise-t-on
le caillé, _comme cela se fait dans l'industrie et au laboratoire, et
chauffe-t-on de facon a raffermir' les, flocons qui se forment pour leur'
permettre de laisser exsuder le sérum qu'ils avaient englobé.inous voyons
le pH diminuer par suite d'une augmentation de l'ionisati~n -d~'l'acide
formé, et le pH du sérum recueilli se rapproche de 4,6-4,7 auquel cor-
respond le point isoélectrique de la caséine.

cosmovrCl (166), examinant le rdle des ions H dans la « coagulation»
par les acides, montre, quel que s_oitl'acide employé pour provoquer
la précipitation de la caséine, qu'il s'agisse de coaqulation. spontanée
ou de précipitation provoquée, quela caséine précipite/toujours dans le
lait au méme pH qui oscille entre' 5,30 et 5,39. Nous sommes encore
assez' loin du point isoélectrique 4,6, qui permet seul, comme nous le
verrons plus loin, la précipitation compléte' de la protéine.

On s'explique '~ette différence lorsqu'on I~.tle travail de c~smovici

(166) N. L. cossmovic. - L'action des ions H sur la coagulation du lait. - Bull. Socee
Chirn. biol., 1925, 7, 124.
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qui ne semble pas avoir poussé la précipitation @ fond, mais plutot
s'étre arrété au début de celle-ci quand des ~(grumeaux tresfins apparais-
sent». En effet, lorsque les premiers, grumeaux se forment, la précipita-
tion n'est pas terminée; le sérum est encore' trouble, laiteux, et un
nouvel apport d'acide est 'n~cessaire pour compléter la: précipitation,
laquelle n'est totale, que lorsque la quantité d'acide ajoutée est telle
que le point isoélectrique de la caséine est atteint.

Il n'est 'pas surprenant que COSMOVIGIt obtenu sensiblement le"
méme pH quel que soit l'acide employé par lui: acétique, lactique,
phosphorique, sulfurique ou chlorhydrique, des l'instant qu'il s'arrétait
au méme point de l'opération, c'est-a-dire-aT'apparitdon des premiers,
flocons. A ce moment, dit-il, «le point de la précipitation’ de la caséine'
'est atteint». Nous ne saisissons pas exactement la pensée de Jauteur,
car ce qui importe, c'est de parfaire la précipitation de lacaséine, de
l'avoir totale , cequi n'est réalisable qu'avec un,pH~  4,6. Disons avec
COSMOVIQdue '‘pour un pH = 5,3, la précipitation commence, mais
reconnaissons en, méme temps qu'elle est incompléte.

, Qu'il s'agisse de coagulation spontanée ou de précipitation provoquée,
le phénomeéne qui aboutit a la libération de la caséine, dans I'un comme
dans l'autre cas, n'est jamais brusque; ce n'est que graduellement que,
la caséine est libérée de ses attaches minérales, et entre la forme salifie-
neutre de pH = 7 environ,qu'ellé  affecte dans Je lait, et la forme
d'acide libre sans aucune minéralisation, théoriguement du moins, de.
pH = 4,6, nous avons des intermédiaires, des caséinates acides dont
les pH s'éch~lonnent de 7'a 4,6. . .

La vitesse de cette libération est trés réduite dans I~casde |la
coagulation spontanée; elle peut étre trés grande, au contraire, dans |é
cas de .la précipitation provoquée, mais l'essentiel des modifications
chimiques qui apparaissent n'est troublé en rien.

Les changements chimiques dans l'aoidification spontanée
du lait. - Avant COSMOVICEt sans étre aidés par la détermination,
de l'acidité actuelle, L; L. VANSLYKE'etA. W. BOSWORTI67) 'ont suivi
trés atténtivement la ma~che' des changements' chimiques produits
dans l'acidification spontanés du .lait. C'est une analyse bien faite des
réactions qui se passent et ils ont particulierement insisté sur les états
intermédiaires. lls ont remarqué notamment que dans une solution
contenant de .l'acide lactique libre, des lactates' et des phosphates, -le
lait en train de s'acidifier est dans ce cas, -les lactates et les phosphates
réagissent mutuellement formant de I'acide lactique .libre et du
phosphate bicalcique.

On peut extraire avec l'éther, tout racide'libre de la dite solution,

(167')"i. i:V AN SLYKEet A: W. Bos-oHTH. - Chemi'cal changes in th~ Souring of
milk, - Neui-Y'ork Agrie. Exp. Stat;, Tech. BuU. nO 48, Janvi€;r 1916, et Journ, o] biol.
Chem; , 1916, 24, 191.
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mais on est, incapable de dire avec exactitude a quel moment la trans-
formation du lactate en acide libre commence.

L. L. van SLYKEet A. W: BOSWORTIdnt vu également quela
quantité d'acide dans le sérum n'augmente pas aussi rapidement que
l'acide lactique, en raison dune adsorption limitée de l'acide par les .
particules de la caséine précipitée, aboutissant a des sels de caséine,
- celle-ci fonctionnant comme cathion -, remarquablement dissociables
et libérant leur acide au lavage.' R |

.Ils ont note avec soin que la chaux de la caséine ne parait pas étre' .
solubilisée par l'acide lactique aussi- rapidement ~que les phosphates-
calciques insolubles sont transformés en phosphate monocalcique
solu ble.

,Lorsqu'il  s'agit d'acidification provoquée, €t en, supposant que
lI'acide employé soit l'acide chlorhydrique, il se fera du chlorure' de
calcium aux dépens de la chaux des phosphates et des caséinates, au
lieu de lactate comme tout a I'heure; mais dans tous les cas, lorsqu'on
est au point isoélectrique, l'acide, quel qu'il soit, a séparé les micelles
phosphatiques des micelles caséinatiques.

L'aciduication ‘'provoquée. -. Quand l'acidification est provoquée
par l'apport d'un acide, on peut aller vite. Tres rapidement; en effet,
la quantité d'ions H déversés dans le lait est telle qu'on arrive d'abord
au pH = 53 dont parle COSMOVIChuis au pH = 4,6. On précipite
la caséine sous forme 'de flocons volumineux qui se rassemblent au fond
de la cuve,en formant des masses qui deviennent compactes si on laisse
reposer trop, longtemps. Celles-ci devront étre broyées,- disloquées lors
du lavage avant le passage a la presse qui, lui-méme, est préalable &
la dessivcation.

Les caséines acides, dans leur ensemble, la lactique ou. les autres, sont
théoriquement de la caséine pure. Au surplus, on peut estimer que
pratiquement, il en est de méme, au laboratoire du moins, puisque le
mode de préparation de la caséine, avec tous les soins qu'elle exige,
doit nous conduire et nous, conduit, en effet, a I'obtention d'un produit
déminéralisé.

Sans chercher le findu fin, reconnaissons qu'il n'est pas exact de
dire que le lait coaqule par les acides; nous préférons infiniment que
I'on dise que les acide,") précipitent la caséine, celle-ci,encore une fois,
devant étre considérée comme un acide insoluble. Ce n'est point la .
une question de mots, puisgu'ils'yjointimplicitementdes.considérations
sur I'état de la caséine dans le lait et le mécanisme de la réaction (168).

Au contraire de' la caséine-acide, lacaséine-présltre.  obtenue en
partant du lait est toujours chargée en substances minérales, et elle

(168) Ch. PORCHER. - La caséine. Caséine acide et caséine a la préE!U~e.Transforma-

tian de la caséine acide en caséine a la présure. --,- Chimie et Industrie, 1928, 19, Avril:
p. 589; mai :p. 809.
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~ne peut pris'ne pas I'étre. C'est Ia un point importa~t\ sur lequel nous
saurons insister' dans la suite de notre ‘trava.il. '

La'caséine-acide pure et les caséines-acides industrielles. -
La "caséine-acide est une espéce chimique uoujours.identdque & elle-méme;
avons-:O:ousdit: Voila pourle c6té scientifique. Mais comment concilier
cette uniformité de type chimique avec la variété de composili~n des caséines-:
acides que nous-donne Il'industrie 'L Comment la conQU.i~ren'.effet,avec
ce que disent Beau et BowrcAalu aprés E. pucLaux: qu'il y a autant
.de caséines que de modes de préparation, en particulier, que d'agents
coagulants 1

Rien ri'est plus facile a expliquer et la confusion qui_peut se faire
entre les deuxconceptions dont il est ici question, celle de la caséine-
acide, pure espece chimique, et celle des nombreuses sortes de caséines-
acides que le commerce nous offre; ~ésulte de ce qu'on ne sait"pas on
qu'on ne veut pas distinguer la préparation du corps pur de la préparation
industrielle; ‘et si, dans ces derniéres années, des progrés ont été réalisés
dans Il'obtention' de la caséine, sous la pression des circonstances
engendrées par la guerre, c'est parce que l'industrie-s'est efforcée de se
..rapprocher du laboratoire, d'en suivre les directives, ce qui dailleurs
est trés souvent réalisable.

Ainsi que nous l'avons dit un peu plus haut, nous ne nous occuperons
pour l'instant que de. la préparation des caséines-acides, celle de la,
caséine a la' présure venant tout naturellement se placer aprés J'étude
que nous ferons de I'emprésurage du lait ou du co~plexe ..Nous n'insis-
terons ici que sur la préparation au laboratoire, la prépara.tion indus-'
Jtrielle, dans son détail, devant étre Il'objet d'une étude ultérieure.

Quelques remarques générales, l'une, visant la fraicheur du lait.;

Jl'autre, .son écrémage, doivent étre/présentées .avant d'aller plus loin ...

Nous ne parlérons pas de I'éspece dé lait; puisque nous avons fait
remarquer antérieurement que, pourpréparer la caséine en vue dobtenir-
les meilleurs rendements avec le plus de facilité, il faut 's'adresser' au
lait de vache. C'est avec lui que la précipitation acide dela caséine est
le plus facilement obtenue; et'le taux extrémement bas de la globuline
dans ce lait, - trés au-dessous de O gr., 50 par litre, - nous permet
dava.ncer que la caséine préparée pourra, étre tout' a fait pur~.

- Le lait devra étre frais,c'est-a-dirq récemment trait, .sa.ns acidité
lactique'. .../

La matier~grasse est Jimpureté la, plus facheuse, et la caséine doit
en étre débarrassée autant que' possible.vl.In seulpassage a I'écrémeuse
laisse danslo lait écrémé de O gr., 50 a O gr., 75, quelquefois | gramme,
et méme plus si, I'écrémeuse est mal réglée. Lorsqu'on precipite la
~aséine par un acide, les flocons de la protéine englobent plus de 50 0
de la graisse résiduelle et, dans les opérations auécessives de redissolution
de la caséine dans les alcalis et de reprécipitatio~ pa~,"unnouvel apport
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_ d'acide, on n'arrive pas a débarrasser totalement la protéine.de la graisse
qu'elle avait entrainée .lors de ~a précipitation initiale (169).

Il est recommandé dé faire -passer plusieurs fois le lait atra vers
la centrifuge et de l'additionner au préalable d'une faible quantité
d'une solution diluée de soude. OU chauffe & 35°-400-tout au plus avant
de centrifuger. Ce procédé, nous dit 'Tacue (170), _dans son -Jivre,
enléverait pratiquement toute la graisse. Le peu qui restera partira
en solution dans les dissolvants des graisses: éther, éther de pétrole,
benzéne, toluéne ou ~cétone, qui sont utilisés dans les derniers temps
,de 180 préparation de' la caséine.

'PREPARATION DE LA CASEINE AU LABORATOIRE.

LA TECHNIQUE DE HAMMARSTEN ..- Le premierauteur qui sesoit
occupé de la préparation de la caséine pure en vue de recherches
scientifiqgues est HAMMARSTEN (99) ..

Le .lait, étendu de quatre volumes d'eau distillée; est additionné ensuite dune
quantité suffisante d'acide acétique pour que le taux de-celui-ci atteigne e~viron
0;075-0,100 %' Avec untel degré de dilution, non seulement la caséine se sépare
sans perte appréciable; nous dit l'auteur, mais elle SEdép?se extraordinairement
, vibe, et forme en peu de temps une masse compacte au-dessus de laquelle se trouve
le sérum dilué, liquide jaune verdatre qui"peut étre facilement siphonné. De l'eau
distillée re~place en égal volume le liquide extrait; on agite le mélange, on laisse
déposer et on recommence les opérations juequ'a ce que les eaux de lavage ne
renferment spnsiblement plus de sels de Ca. On dissout alors la caséiné dans la
plus petite quantité d'ammoniaque NilO possible. La solution est filtrée sur amiante;
elle passe clair ou légerement opalescente. La caséine ,en est précipitée par l'acide
acétiqgue dilué comme s'il s'agissait du lait originor. Lavages, redissolutioils Et
reprécipitations sont recommencées deux a trois tois. La caséine, la der-niere fois,
est lavée jusqu'a ce que toute trace d'acide soit enlevée. On filtre, on traite p-~r
l'alcool, puis T'éther, comme il sera dit plus loin 'en détail.

HAMMARSTEN  a le soin de faire remarquer que si l'on, se sert
d'eau ordinaire qui est toujours un peu calcaire, les chiffres donnés
ci-dessus pour l'acide acétique doivent étre quelque peu releveés.

Ce qu'il faut noter déja dans la technique de HAmMMARSTEN-  C'est
le soin qu'llapporte a fixer la quantité d'acide nécessaire pour-précipiter
la caséine’: 1l remarque bien que si I'on reste en-decga des chiffres donnés
ci-dessus, la-précipitation est incompléte, d'ou perte importante, alors
que si I'on va au-dela, on tombe dans un autre inconvénient qui peut
conduire a la redissolution, par I'excés d'acide, d'une partie de la caséine
fraichement précipitée.

L'importante notion du point isoélectrique nous permet aujourd'hui
de régler avec beaucoup de précision la, précipitation de la ?aséine de

(169) H. J~PHCOTT et N. RATCLIFFE. -lat in commercialcasein, Proceed, of the -World's
Dairy Congress. 2-10 octobre 1923, 2,1~71. wor
(170) E. L. TAGUE. - Casein, its Preparation, Chemistry mid technical Utilization.

D. van Nostrand Co. Ed. Ne,w-York,1926.
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facon a la. réaliser exactement a ce point-caractérisé-par un pH = 4,6~
4,7, correspondant a une ooncentration en ionsH =.2,5 X 10~5N.

Réserve faite de cette 6bser~ation, la technique dé ceux qui préparent
de la caséine au laboratoire suit d~ns ses lignes essentielles celle qui a
- été indiquée en 'premier lieu par HAMMARSTEN.  L'observa.tion d'une
acidité stricte lors de la précipitation, d'une alcalinit¢ non moins stricte
lors de la redissolution, est donc 'facilitée aujourd'hui par notre connais-
sance du pH et les moyens de l'obtenir ,d'une facon précise.'

Nous reviendrons tout a I'heure, en exposant le détaii de la technique
de la préparation telle que nous l'effectuons dans notre laboratoire, sur
ces divers points. Mais," aupara vant, nous donnérons la technique de
VAN sLYKE et Baker (171,172) qui n'est qu'une amélioration de celle
,qui avait été exposée par vAN sLyKke et BosworTH quelques années
auparavant en 1912(173).

,La technique de L. L. van Slyke et J. C. Baker. 1- Al-~rs'que
HammarsTEN  diluait le lait avant de- F'acidifier, l'idée qui a guidé
VAN SLYKE et Baker était de se rapprocher par une acidification provo-
quée de ce qui est réalisé spontanérhentpar la fermentation lactique réqu-
liere du lait. Ils avaient constaté. que la technique de HAMMARSTEN
ne conduisait pas & une caséine tout-a fait pure. En suivant ses indica-
tions, le produit préparé contenait' rarement moins de 0,30-0,40 % de
cendres, consistant surtout en phosphate de calcium et de magnésium
inilus dans le précipité, avec peut-étre aussi un peu de caséinate de
calcium. Leur technique, au contraire,conduirait, disent-ils, a une
caséine pure. Elle se raméne a ceci: addition graduelle d:acide dansla
masse du lait refroidi a 150 pendant que le liquide est agité violemment
par un agitateur tournant qui est placé sur le cété pour éviter I'écume
, excessive résultant immanquablement du tourbillon qui se forme lorsque
l'agitateur est' placé au centre. Celui-ci fait 2.000 a 3~000 révolutions
par minute. On prend s~ili que la température ne s'éléve point. L'acide
est apporté trés lentement au fond du liquide par un tube .capillaire de
1,5 millimétres a 2 millimétres de diamétre intérieur et dont l'extrémité
est effiléet.ce tube est en relation avecla burette graduée qui contient,
I'acide. ' , a L

VAN SLYKE et Baker ont essayé 'différents acides. Apres,' avoir
travaillé avec l'acide lactique, I'acide acétique et.lI'acide-ohlorhydrique,
leur-préférence va a l'acide lactique normal ,oua un mélange-de 1 partie

. (171) L. L. VAN SLYKEiet J. 0. BAKER. - Studies relating to milk.v I. The preparation
ofpure  casein,” rNeui-Y'ork  Agric. Earper, Stat., décembre 1918, Techn. Bull. nO 65.

'472) r, L. '"YAN SLYKE. ~ The Chemistry of 'Casein. - Proceedings' of the World's,
dairy Gongress, ,1923, 2, 1145 -
(173) L; L., VAN SLYKE ~t A. W. Bos\\oRTIi .. Composition and properties of sorne

casein. and para case in compounds mid their relations to cheese, NeV!.York Agric: Etcper:
Stat., décembre 1912, Techn. Bull. nO 26.
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d'acide chlorhydrique normal et de la 2 parties d'acide acétique normal.
L'acide acétique 'pur ne donnerait pas toujours- une coagulation satis ..
faisante dans le.lait nondih{é. Certains auteurs lui reprochent de donner
un coagulum mou, difficile a laver (a). ' .

VANSLYKEt BAKERfont remarquer que l'acide chlorhydrique  seul.
donne des résultats excellents, mais ce qu'mi peut lui objecter.. c'est le,
danger qui résulte du. moindre excés d'acide.

Les div~rs acide~ employés~ .. Cet excés n'est’ cependant pas
a ‘craindre si les opérations sont suivies avecle potentiometre. Un certain
nombre d'acides ont été employés dans la préparatlon de .la caséine,
qu'il s'agisse.rde-celle  qui est faite au' laboratoire oudans)'industrie
On a eu recours suocessivement d~ns le' cadre des acides minéraux
aux acides chlorhydrique, suljurique.mitrique et dans le cadre g.es:acides
organiques, aux' acides -lactique, acétique, [ormique et propionique,
voire méme l'acide tartrique et l'acide citrique. Mais de tous ,'cesacides,
il semble que Jon n'ait conservé que HCI, S04H2, lI'acide acétique et
l'acide lactique. Leur degré d'ionisation étant laissé de' coté, il' jaut,,,”
penser'a la solubilité de~leurs sels calciques; or, tandis que chlorure,
lactate et acétate de calcium sont trés solubles dans l'eau, le' sulfate
de calcium l'est fort peu. Si SO41P semble étre unexcellent précipitant;
il conduit par contre 'a I'obtention d'une caséine assez riche en cendres,
et contenant notamment des sulfates. Nous ferions incidemment la
méme remarque si l'on s'avisait d~ recourir a l'acide phosphorique qui
n~ peut étre employé comme précipitant pour la caséine, d'abord en
'raison de son.prixélevé, ensuite du fait de larichesse en cendres.qu'aurait
le produit. L'acide nitrique, qui est fortement ionis¢ comme HCI;
donne malheureusement, si on ne I'emploie pas avec toute l'attention
voulue, des dérivés nit;és, jaunes, d'ou, pour la. caséine ,preparée, UNE
couleur anormale ..

Ces remarques que nous estimo~s intéressantes sur I'cruploi des
aaides dans' lapréparati<?n de la caséine étant formulées,revenons
maintenant a la, technique de VANSLYKEet BAKER.

L'apport d'acide en raison de L'effilure du tube est.tréslentetco~me le.l iquide-
est fortement agité, il n'y ~,pas de flocons grossiers. L~s auteurs suivent 1-'apport
acide en procédant de temps a autre a la centrifuga.tion du liquide. Si des flocons
trop gros sont formés, la sédimentation est' rapidement obtenue, ce qui est,'un
inconvénient. Il faut ajouter Il'acide pendant que l'agitateur tourne a 2.000~3.000
tours, vitesse avec laquelle une coagul'atdon appréciable n'est pas obtenue a

_ larrivée de lacide. Lorsqu'on arrive au moment Ol la précipitation est prés

d'étre atteinte; on arréte l'arrivée de l'acide, et on diminue la 'vitesse deltagi-
ti\teu.r a errviron 500 révolutions par minute.

VAN SLYKE et BAKERutilisent le pourpre d,e brome-crésol domme indicateur
pour déceler le moment OU I'on approche de la' précipit~tion.

a) Sans doutertont-ila  pas ajusté leur'addition d'acide acétique au point isoélectrique.
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Quelques centimetres cubes du lait acidifié sont dilués 'avec un égal volume
d'eau distillée et on centrifuge jusqu'a ce que la caséine soit complétement séparée.
L'addition d'eau distillée en accentuant Jionisation de' lI'acide’ ajouté augmente
par cela. méme la concentration en ions H du lait acidifié, et si belui-ci_av~nt la
dilution. est prées du point isoélectrique, I~ 'd~lution Ilui- permet de [I'atteindre.
Tant que cette épreuve ne provoque aucune séparalion de la caséine, on.continue
I'apport d'acide 'que l'on arréte dés qu'on a un résultat positif.

Pour éviter la formation de I'écume qui est toujours a craindre bien que
I'agitateur ne soit pas placé au centre d~ flacon, on ajoute qu~lques gouttes d‘alcool’
o~tyliqueet on s'efforce en méme ,temps de réduire les vibrations. Quand on en
es\ arrivé,a~ po,int 1signalé par I'épreuve dela dilution, c'est-a-dire juste avant
l'acidité qui va déclancher la précipitation de la caséine, nous avons vu qu'on
diminuait la vitesse de .I'agitateur a environ 500 révolutions par minute. Onlaisse
tourner pendant 3 heures et au bout de ce temps, en méme temps qu'on reprend
I'agitation rapide, on fait arriver de nouveau l'acide. Dans ces condibions, le~
particules de caséine sont obtenues dans le plus petit état possible de division.
L'addition d'acide est continuée jusqu'ft ce que I'épreuve de la centrifugation
sur quelques centimétres cubes de lait acidifié donne une solution limpide, presque
. ~ransparente, tranchant sur le' culot de caséine.

Il faut environ, 'disent L. L. vAN sLYKE et' BAKER, 90 cms ?'acide lactique
normal ou d'un mélange d'une par-tie d acide chlorhydrique’ normal et de deux
parties d'acide acétique’ normal pour chaque litre de lait. Si l'on utilise I'acide
chlorhydriqgue normal seul, il n'en faut que 75 cm".

Quand la précipitation est compléete, le mélange est encore agité -pendant 2.a
4 heures, mais lentement.

La caséine précipitée est lavée avec des portions successives d'eau, dans un~
essore~se (1) jusqu'a ce que l'eau'de lavage soit un peu trouble, nuageuse ja ce
moment la caséine ne se sépare plus complétement del'eau, par suite de l'absence
délectrolytes. Cette caséine' contient toujours du phosphans de calcium et de
~agnésium a l'état colloidal, et ces sels ne peuvent étre complétement enlevés
que par un traitement spécial.

Quand on es'tarrivé au trouble de l'eau de lavage, la caseine est essorée et.
battue de nouveau en suspension ayec de l'eau, puis on y ajoute de la soude N(IO
iusqu'a ceque la solution résultante ait une réaction neutre d~pH = 7. Les phosphates
de calcium et de magnésium restent en suspension, et peuvent, é~re pour la plupart
enlevés par la centrifugation. Cependant, il en' reste assez en suspension pour
donner a la solution centrifugée une 'légére, opalescence. Cette solution est ?,lors
diluée de fagon.quelle ne renferme que 1a 1,5 % de 'caséine, puis elle est soumise
au'mém-~etraitement que le lait originel; sau~qu'il a été trouvé préférable d'employer
~acide acétique normal sans acide chlorhydrique pour arriver a la réaction de
pH ='4-7.

,La liqueur obtenus a la fin des opérations, aprés centrifugation de la caséine, .

est claire cOmme de lI'eau. La caséine est fmalement suspendue .dans de l'eau a la-

quelleon ajoute' de l'acide acétique dilué de pH = 4-,7. '
Dans cette liqueur, les dernié;es traces de phosphate sont enlevées par
électrolyse” la suspensio]] ~le caséine étant placée aurnilieu dune cellule & trois

(1) On u~ilise de. préférence une centrifuge de grande capacité pour séparer la éas~ine
qu'il deviendra .facile de laver dans les tubes mémes de cette machine.

)
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compartiments séparés les uns des autres par des feuilles de collodion. On ajo;ute
du toluéne pour prévenir toute action bactérienne.

, Quand ce traite~ent est terminé, la caséine est centrifugee et essorée, puis
traitée successivement d'abord, avec de l'alcool a 70~-800 chaud, neutre, ensuite
avec de l'alcool absolu ou au moins a 95°, puis de I'éther absolu, et finalement
avec de l'éther de pétrole d'un point d'ébullition élevé, ou a,vec du benzéne et du
toluene. Le traitement a l'alcool~ qui agit comme déshydratant et qui prépare
le traitement par I'éther est indispensable. La caséine nesau~ait étre desséchée
avant le traitement a l'alcool, de méme qu'apres, sans traitement a I'éther; car on
obt.iendrajf alors une poudre rugueuse et non totalement &.épourvue de graisse.

VAN SLYKEet BAKER,dans leurs premiers essais, .se contentaient
de recourir a I'éther pour le traitement final daps la préparation de la
caséine, mais ils trouverent qu'en dépit des précautions prises, I'abaisse-
ment de-tem pérature causé pa,rl'évaporation.rapide de I' éther aboutissait
il. une condensation de I'hnumidité de l'air sur les particulesde la surface,
dont l'effet était de convertir ces fines particules en une~crolte qui ne
pouvait pas .&tre pulvérisée finement par le broyage. Si l'emploi de
I'éther est suivi promptement d'un traitement avec un liquide volatil
d'un point d'ébullition plus élevé, - c'est le cas ponr les liquides indiqués;

~ci-dessus, éther de pétrole, benzeéne et toluéne, ~ [I'évaporation est
ralentie, il n'y a plus de condensation d'humidité, et les particules de
caséine qu'on obtient sont d'une extréme finesse.

La technique de VANSLYKEet BAKERque nous venons d'exposer
conduit i, I'obtention) d'une. caséine acide trés, pure; mais il est indis-
pensable d'en suivre les prescriptions avec le plus grand soin, car, faute
de le faire, nous obtiendrions des caséines toujours chargées en matiércs
minérales. C'est ce a quoi aboutit I'industrie dont les techniques sont
trop souvent défectueuses et les produits, de charges minérales trés
différentes.

Comment expliquer, en effet, qu'entre la caséine-acide, d'acidilcation.

, provoquée, et la caséine-lactique, d'acidification .spontanée, .il y ait une
grande différence dans la minéralisation. Rien n'est plus simple, et nous _
n‘avons qu'a nous reporter a la' technique de VANSLYKEet BAKER
dans les détails de laquelle nous sommes entré un peu plus haut.

A quoi se raméne au tond la préparation de la caséine lactique?
A l'attaque, dans la masse entiere du lait, de toutes les molécules du
caséinate par l'acide lactique fabriqué a leur voisinage immédiat sous
I'action des ferments lactiques répandus uniformément da~ le liquide. .
Le processus est lent. il marche de la méme vitesse en tous les points ~
la décalcification va donc s'exercer progressivement et fatalement et
aucune molécule calcique ne sera soustraite a l'action de'l'acide lactique
qui s'élabore. Avant que le coagulum apparaisse, "les phosphates
calciques, et ajoutons magnésiens, insolubles, sont solubilisés, comme
phosphates monométalliques. De son cOté,. la caséine se décalcifie
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-graduellement en donnant descaséinates  acides de -rnoins en moins
riches en calcium jusqu'a en arriver a la'caséine presque pure au voisinage
du point isoélectrique que le chauffage) lors de la cuisson du grain
permettra d'atteindre. . "

Nous ‘avons dit plus haut que VANSLYKEet BAKER~' etalent efforcés
de copier le processus d'acidification spontanée. Dans I'impossibilité
de l'imiter totalement, ils ont eu recours a une addition d'acide extré-
-mement lente sous une agitation viol~nte. Celle-ci a pou3-but de présenter
toutes les molécules d.,.ucomplexe caséinate de calcium + phosphate
de calcium a l'acide lactique qui est introduit peu apeu dans la masse;
En d'autres termes, Jagitation détermine entre l'acide et le complexe,
ce contact étroit, intime qui est réalisé dans la fermentation lactique,
mais a .I'état. de repos.

VANSLYKEet BAKERont, remarqué que p:mr dissoudre complétement
le phosphate calcique, il faut au moins 3 heures ; c'est ce sel qui se solu-
bilise d'abord, la caséine ne lichant son calcium que graduellement
et avec une plus forte acidité. Avant qu'on apercoive les premiers
flocons de caséine, juste avant le moment ou ceux-ci vont se former
treavisiblemont, les phosphates calciques et magnésiens sont compléte-
ment dissous.

Nous savons que les auteurs américains laissent la Ilqueur quelques
heures en cet état sous une agitation réduite avant de procéder aun
nouvel apport d'acide qui déterminera la décomposition totale du
caséinate de calcium; pou'r' que 'celle—ci soit complete, il faut de
2 & 4 heures.

- VAN'SLYKEet BAKER'notent egalement Ce fait |mportant c'estque
lorsque les phosphates insolubles calciques et magnésiens ne sont pas
conipleiement 'dissous avant la .précipitation. de la caséine, il n'apparait
pas possible de les enlever complétement apres la précipitation, tellement
-ils sont fixés sur la trame protéique. C'est pourquoi ils prennent soin,
rappelons-le; puisque c'est la un temps c¢ssentiel de leur préparation,
de cesser l'arrivée de I'acide lorsque la liqueur est sur le point de floconner.
Ce faisant, ils' tiennent a s'assurer de la compléte solubilisation des
phosphates calciques et magnésiens, avant d'aller plus loin, et ce n'est
qu'au bout de quelques heures, alors que cefté solubilisation est terminée,
gu'ils attaquent le caséinate pour le décalcifier ~son tour. Ici encore,
pour ce second temps, il est indiqué de laisser les flocons dans la liqueur
acide dont le pH est.au po!nt isoélectrique.vll  n'y aa craindre, font-ils
.remarquer, aucune hydrolyse, dés l'instant que la température est
basse (15°) et qu'il n'y a pas .d'exces d'acide.

La rapidité de la précipitation de I~ caséineet la minéralisation
de .celle-cl, -Si I'on vient, apreés le premier temps de I'opération,
alors qu'on s'est débarrassé' des phosphates calciques -et' magnésiens,
a précipiter rapidement la caséine, c'est-a-dire si lI'on ne procéde pas
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Jdentement comme il a été indiqué plus haut, la caséine obtenue est tres
minéralisée, mais son contenu en phosphore est faible. Cela indique
bien qu'on a enlevé les phosphates minéraux, mais qu'on a retenu du
.calcium sous forme de caséinate de calcium..

Le facteur rapidité apparait donc comme devant jouer le role
principal, - toutes autres conditions étantTes mémes, - dans la
minéralisation de la caséine-acide.

La préparation de VANSLYKEet BAKERpeut étre faite en 10 heures
alors que, par la méthode de O. HAMMARSTENI faut plus de temps ~
et elle a l'avantage de recourir -au lait écrémé sans dilution,. on diminue
donc ainsi la quantité de mafiére, a, travailler.

Dans l'industrie, la préparation de la caséine-lactique demande bien,
sensiblement le méme temps .et méme plus, puisquela fermentation
lactique exige plusieurs heures, mais la. préparation des caséines-acides
par acidification provoquée est faite beaucoup plus rapidement. Il
s'en faut que les'précautions indiquées par VANSLYKEet BAKERsoient
observées. Souvent on chauffe trop, l'apport d'acide est brutal. et sa
répartition fort inégale, on agite trés irrégulierement, on provoque des
précipitations massives qui englobent, dans la sorte d'éponge obtenue,
beaucoup de sérum et la plus grande partie des sels |nsolubles lesquels
ne disparaitront point au lavage.

Qu'on ne s'étonne pas apreés cela que la caséine-acide d'acidification
provoquée soit trés minéralisée. En s'adressant au méme lait et aux
mémes proportions d'acide, nous obtiendrons, en faisant seulement varier
trois conditions:  température de, précipitation, rapidit¢ de I'agitation et
vitesse de l'arrivée de l'acide, des caséines-acides de charges minérales
tout d tait dissemblables. '

Nous reviendrons d'ailleurs a la fin de ce chapitre sur des considéra-
tions du méme ordre.

La caséine seche obtenue par VANSLYKEet BAKERforme une poudre'
tres fine sans qu'il soit besoin de la moudre, et habituellement 90 %
passe a travers un tamis de 100 mailles au pouce. Cette caséine se dissout
facilement dans les alcalis et dans la chaux. Enfin, il est facile d'obtenir
toute la caséine du lait sans grandes pertes alors que dansles al~tres
procédés, celles-ci peuvent é&tre considérables.

Nous ne saurions trop marquer l'intérét de la technique de VAN
SLYKEet BAKERqui met bien en relief les précautions qu'il faut prendre
dans la préparation de cette protéine. A notre laboratoire, ou nous
avons eu a travailler sur des quantités relativement importantes de
caséine, nous avons utilisé la méthode par dilution de HAMMARSTEN
enla faisant porter sur 10litres de lait a la fois, mais nous avons toujours
pris soin de suivre les opérations au potentiométre pour étre assuré
d'effectuel”n~,s précipitationsexactementaupointisoélectrique T'l == 46
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et nos'redissolutions dans les alcalis, afin de nejarnais dépasser le pH =7.
En effet, quand la caséine est humide, fortement gonflée, elle se dissout -,
trés facilement dans les alcalis. Aussi, tout excés de ceux-ci, soude ou
ammoniaque, peut étre évité: Dans le chapitre qu'il a rédigé dans le
livie de SUTERMESITERR.A. GURTNERait bien 'remarquer que le
pH de la solution alcaline de caséine ne doit jamais excéder 8,5 (couleur
rose franc a la phtaléine du phénol) et qu'il est préférable de ne pas
dépasser le pH = 7,5. Nous estimons, d'aprés ce que nous venons de
dire, ,qu'on peut méme ‘rester en deca du pH '=7."'

Mais, au préalable, nous parlerons d'expériences -que.nous avons
faites dans le but: a) de préciser la quantité d'acide qu'il fallait employer
pour arriver au point isoélectrique 'du lait dilué, et b) de déterminer le
réle de la température.

LES QUANTIT~S D'ACIDE N~CESSAIRES POUR PRECIPITER LA CA'
SEINE AU POINT ISOELECTRIQUE. - Selon, en effet, que I'on opere ala
température ordinaire oua une température plus élevée, par exemple 50°,"'
il faut des quantités d'acide différentes, puisque t'ionisation augmente
avec la température. Dans les sortes de mesures dont nous parlons,
on doit évidemment prendre en ~onsidération le pH du lait originel
et ne jamais opérer sur des laits en voie, dacidificatdon. Il faut donc
s'‘adresser a des laits de mélange frais d'un pH moyen de 6,6-6,7.

Nous avons toujours opéré avec H'CINj2. Nous estimons que I'emploi
de l'acide chlorhydrique a' cette dilution peut trés bien convenir pour
la préaipita.tion de la caséine, dés linstant ou l'on suit au potentio-
metre la marche de la réaction des liqueurs.

Précipitation de la caséfne '‘par HCI N/2
a) pHinitial du lait: 6,60.

Par addition assez lente avec la micro burette de HOI N/2, sous l'agitation électri
gue, deux essais nous montrent qu'on arrive .un pH =47 avec 2,4 cm" dacide
pour 20 cm3 de lait.

b) pH du lait originel: 6,74.

Précipitation ala température ordinaire. (18°) :20 cm" de lait + 2,4 cm" ROI Nj2.

pH du filtrat, = 4,80.

Si la précipitation a lieu a 50°, nous avons un pH = 4,83, le méme sensiblement
que le précédent, avec seulement 1,8 cm" de HOI Nj2.

Nous augmentons légerement la quantité d'acide et voici les résultats obtenus:

A l'a température  ordinaire, avec 2,5 em" de HOI, Nj2, pH = 458;

‘A 50°, avec 1,9 cm" de ROI Nj2"pH = 4,62. '

Influence' de la rapidité. - De ces deux essais, il résulte que pour
précipiter rapidement la caséine du lait' au point isoélectrique, a la
température ordinaire, il faut pou~ des laits de pH '= 6,6-6,7, c'est-a.
dire de réaction tout a fait normale, une quantité de HCIN(2 répondant
ft 120-125 cm" pour un litre de lait, soit 60-62 cm" 5 de HCI N/1.

Dans leur .mode de préparation, VAN SLYKEet BAKER estiment
\
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a environ 75 cm" la quantité de HCI Nil .nécessaire pour précipiter la
caséine d'un litre de lait non dilué. La différence est donc assez grande,
mais nous devons nous J'expliquer par ce fait que nous déterminons
le pH du sérum acide aprés une précipitation de 'la caséine rapide-
ment obtenue, alors que les auteurs américains opérentavec une extréme
lenteur de facon a rendre aussi complet que possible le jeu de l'acide
sur les sels sensibles a son action, notamment les phosphates de calcium
et le caséinate de calcium.

Nos expériences ont permis également de nous rendre compte de
I'inflltence considérable de la tem.pérature, .puisqu'il faut environ un
qguart en moins de HCI quand on opére a 50° au lieu de la température
ordinaire.

Nous n'oublierons pas de relever la petite différence que nous avons
obtenue dans le pH du sérum avec les deux laits qui nous ont servi
et dont nous avons parlé. plus_haut. L'un était un peu plus alcalin,
de pH = 6,74; aussi, avec la méme quantité de HCI Nf2 que celle que
nous avions utilisée pour le lait un peu plus acide de pH =6,60, le sérum
avait un pH plus grand que celui du dernier, 4,80 au lieu de 4,70.-

.Cela corrobore I'observation que nous avons présentée tout a I'heure
de la nécessité de prendre en-considération le pH du lait originel et de ne
jam.ais opérer sur des laits en voie d'acidification, car les quantités d'acide
que -l'on aurait a utiliser pour arriver au point isoéiectriqgue pourraient
étre notablement différentes.-

Il est bien évident que lorsque la caséine précipitée a subi un premier
lavage, et qu'on la redissout ultérieurement dans de la soude ou de
I'ammoniaque afin de la précipiter a nouveau, il faut beaucoup moins
d'acide pour obtenir la seconde précipitation, toujours au point isoélec-
trique, en admettant, bien entendu, que lors de la redissolution de la
caséine, la liqueur alcaline ait été amenée a un pH voisin de -celui du
lait originel.

650 cm" de lait de pH = 6,60 ont été précipités par 78 cm™ de HCI N/2. _

On laisse reposer toute la nuit et le lendemain la caséine est parfaitement
rassemblée. On la jette sur un linge et on se contente de la passer a la presse.
an obtient ainsi un gateau peu humide que l'on dissout ~ans de la soude avec
beaucoup de précautions pour avoir un pH ne dépassant pas 6,60; la liqgueur homo-
géne obtenue a, en effet, un pH= 6,43. Nous n'‘avons pas poussé plus loin l'addition
de soude, puis nous avons ajouté HCI N/2; le pH du filtrat est 4,74. Pour y parvenir,
il nous a fallu, pour 20 cm" de la liqueur, 0,6 cm" de Hel N/2, c'est-a-dire exactement
le quart de la quantité que l'on doit employer pour arriver sensiblement au méme
résultat lorsqu'on part du lait.

Il est facile de comprendre pourquoi ilen est ainsi. Le lait n'est pas
une solution pure de caséinate. A c6té du caséinate calcique, il est des
sels qui entrent en réaction .avec J'acide chlorhydrique ajouté, notam-
ment les' phosphates calciques et magnésiens qui sont transformés 'en _

LE LAIT. 1929 51



810 CH. PORCHER. - LA METHODE SYNTHETIQUE

phosphate mono-calcique et mono-magnésien, les citrates de Ca et
de Mg: il est également des matieres. protéiques comme .l,'albumine qui
servent de tampon.

La quantité d'acide quil faut mettre en ceuvre pour précipiter la '

caséine ne sert donc pas uniqguementa cette précipitation’, mais a dautres
réactions' plus complexes encore.

Aussi, -quand la caséine a été débarrassée du sérum acide, qu'elle a
été lavée, puis redissoute dansl'ainmoniaque, la soude, la potasse ou la
chaux, l'acide présent n'au~a plQs qu'a précipiter la caséine de son sel,
I'effet tampon ~u caséinate étant négligeahle.

Dans le procédé de van sLYKE et BAKER, NONsS avons vu comment
ces auteurs surveillaient I'approche du point isoélect.ri que, c'est-a-dire
le moment ‘ou, 'par une légere modification de celui-ci dans, le sens de
I'acidité, la' caséine allait floculer nettement. \

L'expérience suivante montre la marche 'descendante du pH, c'est-

a~dire la marche vers l'acidité quand on dilue du. lait additionné au préa-
lable de Hel pour amener le mélange prés du point isoélectrique.

20 cin3 de lait sont additionnés de 2,4 cm" de HCIl N/2" puis successivement

de i, 2, 3, 4, et 5\Tolumes d'eau. pH

Lait pur acidifié 4,66

.id + 1 volume d'eau. 4,62
+ 2 4,61
+ 3 4,60
+ 4 4,60
+ 3 4,58

L'eau ajoutée avait un pH 6,94, pH tout a fait rem~rquable pour dé I'eau
dist.illée et qui nous fait mdme penser que cette eau était peut-étre trés légérement
chargée de sels alcalins provenant des vases, l'eau bi-distillée aY~:r:tun pH infé-
rieur.

Notre technique de préparation de la easeme. Voyons
maintenant les conditions dans lesquelles' nous préparons la caséine.

, Dans une cuve de 100 litres, nous mettons 10 litres de lait-écrémé frais. Nous
y ajoutons 40 litres d'eau distillée, puis, en mince filet et en agitant vigoureusement
avec unfouet.u  lamelles métalligues comme celui qui sert a:battre la creme, on
apporte  HCI N/2. Il est facile de suivre al'ceil nu la marche de la, précipitation, et
I'nabitude que nous en avons maintenant dans notre laboratoire fait quele virage,
- si nous-pouvons rious permettreéette expression, étant donné qu'elle s'applique
au passage d'une caséine encore gonflée, en imminence de précipitation, ala forma-
tion nette de flocons, - se fait pour une ma-~se aussi grande de Liquide avec une
trés petite marge d'acide. -

Les premiers flocons diffiuents nagent encore dans un liquide laiteux; nous
.sommes pres du point isoélectrique, entre 4,8 et 5. En ajoutant quelques cm3 de
HC! N/2, le liquide s'éclaircit, --lI'apparence laiteuse disparait., des flocons trés nets
se forment qui nagent au milieu d'un sérum jaune verdatre limpide.

Il|1
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Si on jette quelques cm" sur un filtre en papier, le sérum tout a fait clair passe
trés bien, alors que lorsqu~ le liquide était laiteux, il passait/difficilement, et encore
trouble.

La quantit¢ d'acide employée correspond pour la dilution du lait au chiffre que
nous avons donné un pou plus haut. Les flocons se rassemblent rapidement au
fond de la cuve pour former une masse assez cOjUpacte et le liquide est siphonné,
Puis, la masse de caséine impure est jetée sur, une passoire munie d'une toileet
lavée avec une grande quantité d'eau distiliée. La premiere eau est un peu troubl:,
mais rapidement, elle passe claire."

Si le lavage était continué pendant trop longtemps, la caséine se gonflerait- et
l'eau redeviendrait tronble. 1l faut savoir a‘arréter li ce moment, La éaséine est
jetée dans une grande capsule, puis broyée avec application dans plusieurs'litre~
d'eau distillée qu'on ajoute graduellement ,et redissoute par de L'ammoniaque
fortement dilué et, en agitant vigoureueement.

L'apport d'ammoniaque doit étre extréme:nent surveillé; dans aucune circons-
tance, il ne faut dépasser pH = 7, avons-nous vu. Toutes ces opérations. sont
<l'ailleurs suivies avec le potentiométre a l'électrode a.quinhydrone qui permet de
faire des déterminations rapides.

La caséine correspondant aux 10 litres de lait écrémé, les pertes immanquables
étant laissées de coté, est amenée ainsi a occuper un volume de 10 litres environ
en solunion ammoniacale neutre ou légérement acide de pH <7. On en 'Précipite
la prot.éine par HOI Nj2. Nous savons qu'il faut une quantité de cet acide quatre
fois moindre que lorsqu'il s'agit de la précipitation initiale. II' est méme préférable
de diluer la quantité de ROI N!2 nécessaire avec quatre fois son, volume d'eau.'~
L'apport de cet acide est fait lentement en battant énergiquement 10 caséinate
avec le fouet métallique. Les fiocons que I'on obtient dans-cos conditions sont beau-
coup plus menus que lon: de la premiere précipitation; le point isoélectrique  'Ost

aurveil lécdans les mémes conditions que .lorsqu'll s'agissait du lait ;on 'n'a qua
se reporter a ce que nous avons dit un peu plus haut.
La caséine rass~mblée est jetée sur une passoire 'munie 'd'un li.::-ge'lavée avec

une grande quantité d'eau distillée, jusqu'a ce que l'eau de lavage ne donne avec
le réactif de NEssLER qu'une coloration jaune extrémement pale.

Cette caséine est redissoute une seconde fois dans l'eau .ammoniacalc, repréci-
pitée encore par l'acide chlorhydrique, et I'on recommence une troisiéme fois les
opérations

)

La caséine a donc été I'objet. de quatre précipitations en comprenant celle qui'
a porté sur le lait.

Le lavage lors de la derniére précipitation doit étre tout a fait soigné de fag¢?n
qu'avec le réactif de Ne-sLErR, on n'obtienne plus de coloration.

La caséine est rassemblée, filtrée sous le vide de maniere a recueillir un ga,tea~
épais, ferme, aussi p~u hur;nide qu~ possible. Ce dernier est broyé avec soin dans de
l'alcool a 90°, alcool qui va se trouver dilué par lI'eau du gateau de caséine, puis on
porte, par petites portions, au Soxhlet, en ayant ~oin de mettre la caséine dans un
nouet de toile fine. On lave a l'alcool a plusieurs reprises. une dizaine de ringages
peuvent étre ainsi réalisés. <

L'alcool deshydrate la caséine en méme temps qu'il la lave. Il se fait un éther,
du caséinate d'éthyle, qui est déjaun peu soluble dans l'alcool, si bien que, de ce coté,
il y a des pertes, mais olres ne sont pas considérables. Cette réaction entre la caséine
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et l'alcool ne semble pas dénaturer la protéine, le caséinate d'éthyle étant tres peu
stable et se dissociant facilement. s

La caséine-traitée par l'alcool est filtrée sous lé vide, puis le gateau obtenu com-
primé, bien tassé, est broyé ensuite dans de I'éther anhydre. On refai~ un nouet
avec un linge fin pour porter au Soxhlet; et on fait marcher ,pendant plusieurs
heures. La caséine est peut-étre ainsi lavée une vingtaine defois par-I'éther. On
,arréte a ce moment et on recueille la caséine que 1'09- tasse sous un videléger pour
la débarrasser de la plus grande parnie de I'éther qui la mouiiie ;ensuite; on la porte
dans un exsiccateur dans lequel on fait un vide modéré. On obtient ainsi une poudre
extrémement  fine, trés friable qui pendant longtemps encore sent l'alcool, les
nombreuxlavages  a I'éther n'ayanf pas débarrassé la caséine de l'alcool qui l'avait
imprégnée, pa~ce 'qU'il y était resté fixé sous la forme d'éther, éthylique. '

Nous n'avons jamais observé que la dessiccation de la caséine, avec
les précautions que nous pre-nons, ait déterminé a la surfage de la pate
encore humide de I'éther du Soxhlet. comme une crolte difficile a
, pulvériser. Nous n'avons pas eu besoin de recourir a un traitement par.
I'étherde pétrole au point d'ébullition élevé (600 par exemple), le benzéne
ou le toluéne, comme le recommandent VANSLYKEt BAKERmMais nous
reconnaissons bien' volontiers que I'emploi de cesdissolvants neutres ne,

-peut donner que d'excellents résultats.

L'emploi de l'acétone. - Dans nos dernieres préparations, nous
avons substitué, a I'éther, Il'acétone quibout a 56°,et la caséine dégraissée,
par l'acétone s'est fort bien débarrassée de ce produit sous l'action du
Vide et nous 'a donné une poudre tout aussi belle que celle que nous
obtenions précédemment avec I'éther. Sans doute, pourrait-on méme
n'‘employer que de l'acétone qui jouerait le méme rbéle que l'alcool,
dune part, et I'éther, d'autre part. Avec l'acétone, il n'ya pas de forma-
tion de caséinate d'éthyle & envisager.

Un des avantages de I'éther, c'est qu.'il s'agit la d'un dissolvant trés
antiseptique. La caseine que nous obtenons est stérile et, par conséquent,
pourrait étre employée, en observant' toutes les préeautionsque les
recherches microbiologiques imposent, pour faire des solutions qui
'n‘auraient pas besoin d'étre stérilisées ou additionnées d'un liquide
antifermentescible, commele toluéne ou l'essence de moutarde'. L'éther
ordinaire, bien qu'anhydre," est toujours chargé 'plus ou moins d'line
certaine quantité de peroxyde d'éthyle. Sans doute, est-ce' a celui-ci
gu'est due l'action antiseptique si marquée de I'éther que l'on utilise
dans certaines recherchee d;chimie biologique.

La caséine préparée, comme nous venons de le voir, renferme des
guantités faibles de cendres, un peu plus. cependant que celles qui sont
données par le procédé .de VANSLYKEet BAKER. Leur taux oscille
entre 0,20 et 0,40 %' C'est une caséinesuffisamm,e,nt p'ure pour les
recherches qui seront exposées dans la suite de ce travail. La technique
de notre laboratoire nous permet d'obtenir du premier jet, avec beaucoup



DANS' L'ETUDE DU LAIT 813
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de peine et de temps, il faut le reconnaitre, une quantité importante
de caséine. Nous commencons de trés bonne-heure le matin pour arriver
le soir a laver la caséine dans l'alcool.

Si nous préparions la caséine avec des quantités faibles de lait.,.yn
litre ou~deux au maximum," ce qui nous permettrait d'assurer .plus
f~cilement'une violente agitation lors del'apport acide, et si nous faisions
une ou deux précipitations de plus, nous pourrions arriver a obtenir
des caséines presque démunies' de cendres. Nous en avons obtenu
a plusieurs reprises ne renfermant que des traces.

Ne pas ~partir de caséine commerciale pour préparer de la
caséine pure. - Certains auteurs, commet nous-méme au début, sont
partis de la caséine commerciale pour préparer de la caséine pure:
c'est la un procédé que nous ne saurions préconiser, parce que dans les
recherches aussi délicates que celles qu'exige l'obtention d'une caséine.
pure, il est indispensable de la préparer soi-méme. La caséine commer.
ciale ne sa':lrait nous donner a ce point de vue toutes les.garanties, (jar
nous ignorons de quelle facon elle a été préparée.

Les remarques que nous avons présentées plus haut, au sujet-de la
technique de vAN SLYKEet BAKERnous ont, permis de relever la grande
difficulté, sinon I'impossibilité, de \débarrasser totalement une caséine
acide mal préparée de ses cendres. Si donc, lI'on s'adresse a une caséine
commerciale souvent trop minéralisée, les successives opérations de
redissolution et de reprécipitation enléveront sans doute une partie
des cendres, mais ne nous permettront pas d'arriver a l'obtention d'une
caséine d'un taux minéral. extrémement réduit ..

En résumé, la' préparation de la caséine au laboratoire exige une
acidification provoquée. On n'obtiendrait pas de résultats' satisfaisants
si' on laissait le lait s'acidifier spontanément sous le développement
fermentaire lactique. Que la laitarie ait recours a ce procédé, cela se
comprend pour des raisons économiques, et dailleurs, la qualité¢ de la.

caséine obtenue et qu'on appelle lactique, donne .toute satisfaction a _

I'industrie. Mais, une autre raison va nous montrer les inconvénients
dans lesquels on pourrait tomber si I'on voulait préparer de la caséine
pure en faisant appel a la fermentation lactique spontanée; c'est que
celle-ci n'e~tpas toujours sous la' dépendance de germes semblables
.2 eux-mémes. La flore 'du lait qui s'acidifie est composite, irréguliere,
et certains ferments protéolytiques peuvent intervenir pour fausser
la fermentation lactique. Dans ce cas, le coagulum qui est obtenu
ressemble en partie a celui de la caséine-présure, et le produit final
participe don~ a la fois ,de la caséine lactique et dela caséine-
présure.
Nous reviendrons plus loin sur ce-point intéressant.
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PREPARATION 'DE~LA CASEINE DANS LINDUSTRIE.

Ainsi que nous l'avons dit un p3U plus haut, nous n'avons pas ici
l'intention: d'exposer en détail la fabrication industrielle de la 'caséine,
cette question devant étre réservée pour un travail qui paraitra plus

, tard; mais nQusestimons cependant .nécessaire dentrer-dans quelques ,
considérations-qui serviront d'iJit~oduction au dit travail. '

Nous avons rait remarquer que si la caséine-acide pure est une espece
chimique facile a préparer et. qui reste identique . elle-méme,'iln'en est
pas ainsi de la caséine industrielle. La préparation du corps pur exige,
nous l'avons vu, des précautions spéciales qui se ramenent a celles-ci :

'a) La précipitation doit étre lente pour amener la solubilisation
graduelle du phosphate de calcium et de la chaux du caséinate ;

b) Il faut opérer a basse température ;

, €) 'La 'réaction ne doit pas dépasser um.certain degré d'acidité’ carac-
'‘Urisé par usi pH = 4,6. \

Ces 'conditions sont rarement, pour ne pas dire jamais, celles de I'indus-
trie. On nous objectera sans doute qu'il est difficile de s'y, conformer. '
Nous l'acceptons avec cette réserve toutefois qu'il est souvent loisible
de faire mieux, et c'est, parce que le pouvant, l'industriel ne le fait pas,
que notre critique garde sa valeur. Yo-

Selon que la caséine est préparée par acidl:ficationspontanée, ~
par auto-acidification, dirions-nous encore" et si nous avions recours a
I'expression anglaise, par self-acidificatton, -, ou que la caséine est
obtenue par acidification provoquée, nous avons vu ~pourquoi sa charge
minérale, qui théoriquemerrt-devra.it étre nulle, peut étre assez consi-
dérable ; mais d'autres raisons sonta faire valoir.

,Lorsqu'on laisse & lait écrémé s'acidifier graduellement, la caseine,’
- nous l'avons vu - précipite tres lentement, par.suite dd développe-
ment également lent de la fermentation lactique; elle forme une masse
compacte qu'on peut comparer a une sorte d'éponge dans les mailles
de laquelle le sérum du lait, avec sa charge saline initiale, mais modifiée",
- la chaux du caséinate étant passée a l'état de lactate, et le phos-
"phate ,calcique' étant solubilisé, - se trouve logé; cette éponge se
contracte un' peu et laisse exsuder du sérum liquide. Il ya e'u précipita-
tion de la caséine en un bloc fragile qu'il est facile de"rompre, de briser
en petits fragments qui se rassembleront au fond de la cuve. Le sérum
jaunatre surrtageant est plus ou moins trouble; on le filtre comme il est'
fait dans l'industrie’, a travers un linge .épais, de' fagon d retenir' les
petits morceaux dé caséine qui,' sans cela, seraient entrainés par le
courant de sérum' et diminueraient d'autant le re~dement.

Il est évident que si la masse des flocons de caséine qui ont une
grande tendance a se souder a nouveau, surtout si l'on a'employé trop
d'acide' n'est pas rompue comme ilfaut, que si, de plus, la caséine est
mal cuite et n'est 'pas lavée, ?n concoit que les flocons, en se rétractant,
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gardent a leur intérieur du sérum résiduel avec ses matiéres salines.
lls gardent également du lactose et enfin de I'a~ide lactique provenant
de la fermentation et qui a été l'agent précipitant. Certaines caséines
lactiques jetées sur le marché sont ainsi fortement acides, ce qui nuit
a leur valeur marchande. ~

Si l'acidification est 'provoquée par apport d'un acide autre que

I'acide lactique, - acide chlorhydrique, acide sulfurique, acide acétique,
acideformique, - mais Jindustrie, avons-nous vu, ne fait.guere ap'pel
qu'aux deux premiers, plus rarement au troisieme, :- il n'y a plus cette

fois dé précipitation en masse. Le dépdt de la caséine au sein du'sérum
du lait, au lieu de se produire fort lentement, ~pparait trés 'rapidement
sous la-forme de flocons. Encore une fois, opposons la précipitation
acide spontanée qui est lente, ménagée, et demande plusieurs heures,
a la précipitation acide provoquée qui est brusque. La rapidité de celte-ci
la rendJncompléte, en méme temps qu'elle favorise I'em-prieonmement du
sérum dans les jlocons.

Elle la rend incompléte, puisque nous avons vu que Si VAN SLYKE
et BAKER ont eu besoin de 75 cm? de HOIL.Nil pour amener la précipita-
tion au point isoélectrique de I~ caséine dunlitre de lait" en procédant
lentement comme ils l'indiquent, 60-62,5 seulement, entre nos mains, ont
été nécessaires pour amener cette méme précipitation au point isoélec-
trique si I'on opére' rapidement. A la différence, Boit 12,5 cm” a 15 cm"
HCI, Nil, répond une certaine quantit¢ de substances minérales; phos-

.phates de calcium. et chaux du caséinate, qui n'ont pu' étre solubilisés.

La rapidité de la précipitation, disons-nous encore, favorise I'empri-
sonnement du sérum. dans les flocons. Ceux-ci, en effet, lorsque I'apport
d'acide est trop vigoureux, sont gros et ont une tendance, a se 'souder
pour donner des masses cornpactes ; cette tendance s'exagére si la pré-
eipitation se fait a une température un peu trop élevée. Ces masses
rétractées, élastiques, sont d'un lavage difficile, quelque soin que l'on
apporte a les briser. Si le lavage parait facile, ée n'est qu'enapparence,
parce que le grain formé est peu perméable; on n'en rince que la surface
et ainsi on ne parvient pas a le débarrasserdu sérum qu'il a emprisonné
en se formant. '

On s'explique donc, une fois de plus, les grandes variationsda.ns la
minéralisation des caséines acides. Si, a l'exemple de VAN SLYKE et de
BAKER, on prenait industriellem~nt les précautions suivantes sur lesquelles
nous estimons utile de revenir : si on precipitai a froid, jamais du
moins au-dessus de 40°, lentement, en agitant fort, ce .qui améne une
dispersion des flocons alors qu'ils se forment, si.on surveillait I'acidité
du milieu pour ne pas' dépasser le pH indiqué ci-dessus et qui répond
au point isoélectrique, la caséine que l'on obtiendrait alors et que les
Américains ont( appelée « grain-curd » caséine qui avait été demandée
par leur aviation pendant la. guerre, serait apte a certains usages auxquels
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répondent quelquefois assez malles caséines industriellesoffertes jusqu 'ici
-a la consommation. La caséine du procédé «(‘grain-curd ))est d'un layage
- facile pouvant é&tre effectué a I'ess~reuse et poussé profondément ;
elle se presse mieux et se seche mieux. Ainsi, en ayant recours a Ja
technique que' ~ous venons de résumer,tous les temps de lafabrication
sont mécaniques et.-u.utomat.iques, ce qui permet la réduction de la
main-d'ceuvre et tend a régulariser le produit fabriqué.

Avec le-méme lait; on peut obtenir toutes sortes de caséines acides;
pour-cela, on n'a qu'a faire varier les conditions de la précipitation.
Ainsi, nous comprenons’ maintenant Il'assertion de plusieurs auteurs
qui ont étudié la caséine, principalement au point de vue industriel;'

- et que nous rappelions plus haut :ily aautant de caséines que de modes de
préparaUohs, mais de ~a a ,vouloir assigner a telle ou telle d'entre elles
comme une formule qui explique sa structure chimique, il ya loin. Une'
mauvaise technique reste une mauvaise technique. C'est elle qu'il faut
améliorer et, du méme coup, le schéma du produit obtenu s'en trou-
ve lui-méme modifié. C'est dire qu'il' est sans valeur (174, 175).

:Ce'fravad! de la caséine,aprés précipitation, se rameéne essentielle-
ment aux temps .suivants

a) Laver;

b) Presser;

c) Sécher.

Mais que de variantes dans l'exécution de ces temps! Ce que nous
venons d'en dire permet de compren~re qu'a ces variantes répondent
des .variations dans Ja composition chimique de la caséine envisagée
uniguement du coté de sa minéralisation.

Tous ces points seront examinés en détail dans letra vail ultérieur
dont nous avons déa parlé. (a suivre) .

.RECHEREHES SUR LA PASTEURISATION BASSE DU LAIT.:
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LA TEMPERATURE:DE CHAUFFAGE r
par le Professenr ORLA-JENSEN,
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avec la collaboration de C'.LE DbUS,JOHAN~E JACOBSEN
et N, C. 0TTE. .
) (Suite) " .
Comme l'agglutinine a des téndances a suivre la globuline, il faut
dava.nce s'at.tendre a ce que toute l'agglutinine, ouen tout cas.une partie
importante,  s'eri aille dans le sérum, et c'est pourquoi il est intéressant

(174) m.FouassieEr. -'Les  caséines commerciales, leur extraction, leurs 'caractéres’
La caséine alimentaire, Bull. Soc. Hyg. Alirn. 19~8,16, 218. et Ann. des Ealsi], et des
Fraudes;-1928, 21, 34-0. '

"(175) Ch. PorcHe~ et mile J. BRIGANDO.-- Les différencesanalytiquesde’la. éaséine-
aeide et de la caséine-présure. Ann. dés Falsi], etdes Fraudes; mars Hi::!9,22.





