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ÉTAT PHYSICO-CHIMIQUE
DE LA XANTHINE-DÉHYDRASE DANS LE LAIT

DE VACHE

• par
M. PüLüNüV8KI, L. BAUDU, E. NEUZIL

(Fin.)

II. Révélation par agitation

Le mode d'agitation (agitateur à pales ou secoueuse) et la nature
du matériel étudié (lait total ou émulsion de crème) font app a.rn.it.re
quelques variantes dans la révélation de l'enzyme.



a) A lasecoueuse (amplitude 30 cm. - 50 mouvenients par
. minute - température 25°).

L'activité croit régulièrement avec la durée d'agitation mais
sans atteindre les chiffres obtenus par le mode de révélation par
refroidissement.' ~ ',. .' '

~ -, r-
b) A l'agitateur. On note d'abord une chute brusque de l'activité

initiale suivie d'Ullf remontée très lente.' .
Dans ce cas, le terme fi'nal de la ré vélation est fonction de la

surface des pales de l'agitateur. La baisse d'activité du début est due
à la dénaturation par frottement de la caséine dont une partie
précipite au fond du récipient ,après avoir adsorbé une fraction de
l'enzyme ..

i Si l'on agite ce précipité avec de l'eau diétiliée.rcelle-ci présenpe
une certaine activité. Il s'agit bien là d'un/phénomène parasite,
car si l'on dispose l'agitateur de manière à faire mousser le lait, la
baisse initiale d'activité est, bien plus nette: il y a ici une double
adsorpt.ion : par les mousses et par la caséine précipitée.

\. .

2. CàS des émutstons de crème.
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1. Cas du lait tot al..

Les expériences donnent des résulta.ts sensiblement identiques
1 1 quel que soit le procédé d'agitation. .

, On note une baisse croissante r-de l'activité. L'agitation' loin
d'a~gmenter la stabilité de l'émulsion la détruit, de telle- sorte
qu'après quinze à vingt minuteè cette dernière s'est fractionnée
en trois phases:

a) Un très petit dépôt (formé de graisses et de protéines) -qui ,
émulsionné dans de l'eau physiologique, présente une . faible
activité. \

bf Une phase grasse constituée par de 'la crème for man t de gros
flocons massifs ·à 1&surface de la phase Iiquide et incapables de
redonner une émulsion. L'activité de 2,8 cm" d'une suspension à
10 % de ces graisses émulsionnées dans de l'eau physiologique est
de quarante minutes.

c) Une phase liquide louche. Vue au microscope, celle-ci présente
de nombreux' petits globule; gr~s de 2 ft 3 ~ formant une émulsion
qui persiste plusieurs jours. L'activité de ce liquide est faible : trente
minutes.'

En résumé, ce procédé ne conduit pas' à une révélation, car .si
l'on débarasse (par centrifugation à 12.000 tours), la phase liquide
des globules gras qu'elle émulsionne on obtient un liquide inactif.'
Au point de vue chimique, ce liquide n'est pa-s acide.

\ ,
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Fig. VIII.
Révélation par agitation.

Fait intéressant, nous - avons
conservé plusieurs semaines cette
phase crémeuse sans rancissement.
Phénomène que nous interprétons
par la disparition des lipàses' et,
aussi par la structure de la nou-
velle crème obtenue. En effet,
HUNZIKER et DOROTHY A.-,
BECKETT avaient déjà montré que
la' crème contenavt une forte pro-
,portion de gros globules produisait
un beurre plus doux.

Cette stabilité de la crème est à
rapprocher de celle que nous avions
notée après déshuilage.

III. Révélatio!,\ par vieillissement

CARRIEU,WIELANDet l\IACRAE,TWIGG, WORDENavaient déjà
remarqué l'accroissement sporrtané d'activité que présente un
lait abandonné plusieurs heures à la température du Iaboratoire..

Nos expériences ont eu pour objet l'étude de laits et d'émulsions
de crème.

Nous avons éliminé le, rôle de l'oxygène (WORDEN)et celui de la
pullulation 'microbienne dans lâ détermination du phénomène. Ce
deritier se produit aussi bien dans le vide sulfurique et en présence
d'antis~ptiques. \ '

Lorsque l'on utilise le thymol, l'activité croît régulièrement avec
le temps pour atteindre un maximum vers la quarante-deuxième
heure. A celui-ci correspond une activité voisine, bien qu'Inférieur-e,
aux chiffres de la révélation par refroidissement..

Si, avant l'expérience, on. ajoute au lait 2 % d'une préparation
de lipase de Ricin obtenue par le procédé de WILLSTATTER,la révé-
lation est bien plus rapide. .

A la lumière de ces observations, la révélation par vieillissement
apparaît comme le fruit d'un processus d'hydrolyse -des graisses du
lait, surtout par action lipasique. L'hydrolyse bactérienne 'peut aussi
renforcer cette. action dans un lait non aseptisé, mais l'étude en
devient difficile du fait de .l'apparition concomitante de réductase.

Cette hydrolyse lipasique se traduit par la libération d'acides
gras da~s la phase liquide et Ia-dirninution de sa tension superficielle.

L'impossibilité de trouver un inhibiteur spécifique des lipases
du lait ,qui' ne diminue' pas' ou ne supprime pas' en même temps
l'activité de la xanthine déhydrase, a constitué un obstacle à l'étude

, '
\
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inverse du phénomène. Le seul inhibiteur spécifique, le formol,
est en mêm~tempsun, substrat pour' le ferm~nt' de SCHARDINGER,
mais un substrat qui dénature cet enzyme si le contact est trop
prolongé.

C'est pendant les processus d'hydrolyse que se produit la rupture
t

des cénapses.
Cette action lipasique est

encore confirmée par I'allure
des courbes de révélation tra-
cées au cours du vieillissement
dérnulsion de crème bien lavée.
Pendant plusieurs' heures, on
ne note pas, de -changement
sensible. Puis soudain la révé-
lation s'accélère. En effet, .les
multiples lavages nous ont

1
débarrassés d'une partie impor-
tante de la lipase. Il en est
cependant resté, adsorbé aux
globules. C'est vraisemblable-

< ment à la d'iminution du taux
-, de celle-ci qu'il faut attriJ;mer

ce retard à la révélation.
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Fig. IX.
Vieillissement de laits et d'émulsions,

de crème.

IV. Révélation par agents, chi miques

.Avec ceux-ci, nous abordons un mode de révélation plus
complexe et quelque peu mystérieux. Nous en ferons une .classi-
fication artificielle: chacun d'entre eu'x peut, selon que l'on consi-
dère I'uneou l'aut~e de ~es propriétés, être ra'tt.aché à' un groupe ou

,à un autre. . ,
Cette classificatioI1 est c~pcndant nécessaire pour l'étude:

Alcalis;
Solvants des graisses ; r

Corps tensio-actifs, savons alcalins', savons inver~és, sels biliaires.
;- .-'

A. Alcalis

L'action r~vélatrice passe pal' plusieurs stades :

1. Début de révélation, par un processus de saponification.
L'alcal i entre da.utarit plus facilement au contact des graisses que
l'élévation du pH du lait diminue la tendancenaturelle des globules
à la coal~scence.

Cette action saponifiante s'exerce surtout sur les petits globules. _
1
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, ,

Nous' savons que les globules de 2 (1. et au-dessous résistent aux
vitesses oourarrtes de 'centrifugation. Si nous préparons un,lacto-,
sérum en' centrifugeant du lait à 6.000 to'urspendant quinze
minutes, nous voyons au microscope tous ces petits glo,bules gras
former. une émulsion stable. L'addition de 15.% de soude M/20 à
un tel lactosérum fait disparaître ,tous ces globules en quelques
minutes. n'y a format.ion de savons, " " .
, 2. Cessavons émine~ment tènsio-~ciifs viennent luxer la dias-
,tase ,cénapsée' à la'surfa?t: des globules intacts et prendre sa place'
(M:ACHEBCEUF, TAYEAU),

La solubilisabion des graisses sous 'forme de savons est mise en. r
évidence paTIl'expérience suivante ': l ,1 "

Lorsque, après centrifugation d'une émulsion alcalinë de -crèrne,
on neutralise par de l'acide sulfurique la phase aqueuse décantée,
on ~oit les acides gras se libérer et se condenser en gouttelettes à la
surface du liquide. . ,- \

Un autre fait demeure certain, lequel établit le trait d'union
entre la révélation par le froid et celle opérée par les alcalis,c'est
que la saponification porte principalement sur la fraction oléique.

Loréquè l'on, débarrasse par oiling off une c'rème de cette
fraction et qu'on la lave pour chàsser les dernières traces d'enzyme
révélé, l'àddition d'une eau alcaline ne ,9.étermine pas une nouvelle
libération de diastase ou d'acides gras. On.rie peut plus les mettre

f en évidence dans le liquide aprèsneutralisat.ion à moins de prolonger
, ' le contact - crème résiduelle-alcali - plusieurs heures, ce qui per-

imet la saponification du gro:upe des gra4;ses «solides ».

Expérience réciproque, une crème. traitée par les' &.lcalis,puis"
décantée et lavée, ne fournit plus d'oiling off après refroidissement.

Signalons encore la résistance très grande de l'enzyme à l'action
des caustiques alcalins. ,Au taux où nous les avons employés, l'en-
zymen:est détruit qu'après un contact de quarànte à soixantes
minutes. \ , ,

\

Tous ces composés agissent comme les corps tensio-actifs grâce
à la structure. de leur molécule. Les groupements non polaires
se solubilisent dans la graisse tandis que les extrémités -
OH ou '>C = 0 - se tournent vers la phase aqueuse. Il s'ensuit
une rupture des cénapses "enzyme-graisse. '

Nous avons èxpérimenté de multiples solvant~ : chloroforme,
toluène, xylène, dioxane, éther, acétone, éthanol, sulfu~e \ de
carbone, etc. .

Les examens microscopiques d'émulsions de crème addit.iormées
de 2 à 10 % de ces solvants font app~araîtr~ après un temps variable

l ' •. 1 j. 1

~ 1
B. Solvants .des graisses

\, '
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" .
un gonflement des globules gras, parfois suivi. d'exsudati?n d'une'
partie de leur contenu, ,

L'action de ces' solvants n'êst pas purement te~8io-active : leur
pénétration. au sein' du globule détermine l'apparition. d'une
nouvelle phase' : I'équilibre 'du' contenu .globulaire ne pourra plus
être représenté par un diagramme binaire. On a maintenant affaire
à) un', système ternaire' pour lequel Ü:lS phénomènes de. démixtion,
grâce aux solubilités différentes des graisses, se produisent aux
températures habituelles. Nous avons vérifié cette hypothèse par
.I'expérienoe suivante: : '.. ' .

10 cm", de lait brut sont additionnés de 2 cm" d'un solvant
quelconque. On centrifuge après vingt minutes de contact et note
un oiling off de moyenne 'importance: Là phase liquide, soigneu-
sement" débarrassée de la crème est refroidie. Après. quarante-cinq
minutes de hain-marie, le solva'nt est évaporé et l'on voit apparaître,
à la surface, des gouttes de graisse primitivement en solution dans
le binai~e e~u-solvant. . ,

C. Corps tensio-actifs

Il faut ici distinguer de la'révélation vraie ou sol~bilisatIon de
la diastase dans une phase aqueuse une fausse révélation. Cette
dernière consiste en une augmentat.ion de la finesse de I'éniulsion
lactée ou crémeuse"par les corps tensio-actifs, sous l'influence
d'une agita.ti on, même très faible. \

Expérimentalement nous avons établi les points suivants .:
tous ces composés augmen'tent l'oiling off qui peut atteindre un,
volume supérieur; à celui de la crème résiduelle. '

Débarrassons une émulsion de crème de la fraction oléique par
refroidissement, lavons-la et remettons-la en émulsion dans une

/' " ,
<solution à 10% de sels biliaires, par exemple. Abandonnons àla
température ambiante et centrifugeons. à nouveau : il se produit
un nouveau déshuilage en même temps que' la 'phase liquide .est
devenlie active. l '_~

Ai~si il apparaît, que les composés de ce groupe ont une action
révéla.triee plus accusée que/celle du froid et atteignent des cénapses

, qui lùi .?-v!1Ïentéchappé. C'est' ainsi qu'un lait déjà révélé par le
froid voit son activité encore augmentée après addition de tau-

, rocholate de sodium. ' x >
\, .

Ils favorisent par le fait mêrne.la dérnixt.ion des deux blocs gras.
Nous ,avons dosé' les graisses extratibles de la crème par diffé->

rents corps tensio-actifs. Voici 'les chiffres trouvés pour différents/
détergents : '1

1
.11) Emulsion aqueuse de 10 g. de crème dans l'eau di~tillée portee-

\ ,
/

J -
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, 1
3 heures à-3D puis centrifugée =- graisses extraites par 60 crn"
d'éther (contact.8 heures) = 3,07 g. ,

b) La même crè1ne non refroidie émnlsionnée' dans des solutions à
10 % de différents corps tensio-actifs (contact :30 minutes, puis
centrifugation) :

Gr a.m mc-,

Sels biliaires . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3,58
'I'aurochola.t.o de soude ,4,05

. Sapamine................... .. 3,95
Oléate de soude .1....... 3,25
SuIforicinate de soude - ' . . . . . . . 3,32
'I'hyrno xya'cét.ate de soude ,. . . . . . . . . . . . . . . . . . . ;1,22

Sur cette propniété des corps tensio-actifs de rompre les cénapses,
,nous avons .fondé un procédé rapide d'extraction, de l'enzyme.
Deux faits ont attiré notre attention: \

, '

L'existence pour la plupart d'entre 'eux d'une dosc optimum COf'-

respondant à la saturation des globules.
La dénaturation de J'enzyme .par tous ces composés après un

temps de contact plus ou moins long.
-,
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A titre d'exemple,
nous donnons la cour-
be d'activité enzyma-
tique d'un lait en
fonction du temps de

1contact avec la sapa-
mine. (Lait, 8 cm" ;
sapa.mine à 10 %, 4
cm'') (fig. IX) .

Il semble que le
pou v o i{. 4énaturant
soit plus gralHf vis-à-
vis des Ia.i ts refroidis
que vis-à-vis des laits
bruts.'

r

Fig. X.
Activité et temps ,10 co~tact lait-sapamine.

\

Appendice

Nous avons dit ql.)-el'enzyme cénapsé à la surface d~~ globules
gras était actif, Or la révélation n'augmente pas la quantité totale '
d'enzyme d'un lait ou d'une émulsion de crème. Pourquoi dès lors
l'activité augmente-t-elle l' _

Ceci est dû à ce que dans un milieu non révélé, la réaction se
passe à la limite des couches de passage graisse-eal.)-,c'est-à-dir~ à la

-:
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surface du film 'protecteur de l'émulsion grasse. L'enzyme de
SCHARDINGER ne const.itue pas à lui seul reet.te pellicule protec-
trice. Celle-ci est évidemment hérissée d'un grand nombre de
groupements hydrophiles qui, si l'on considère le volume des
molécules protéiques, peuvent atteindre des dimensions consi-
dérables. Cette dispositionentraîIie un empêchement stérique et une
diminution de la vitesse de la réaction. '

D'autre part, il est vraisemblable que l'enzyme est disposé en
plusieurs assises moléculaires autour du globule gras, séparées les

1
unes des autres par des feuillets de la phase dispersante.

A ce revêtement protéique extérieur au, globule, appartiendrait
la fraction la plus labile de,l'enzyme' cénapsé.

En effet, par simple lavage à I'eau distillée à :38° d'une crème
brute bien centrifngée, on arrive à extraire une petite fraction de
l'enzyme. En remplaçant par de l'eau distillée le lactosérum d'u.:q
lait brut d'activité quatorze minutes, on obtient ainsi après
ceiltrifugation un Iiquide- d'activité quarante-six minutes.

Conclusion

1. L'enzyme est lié, à la créme par des cénapses dont..Ia labilité
est surtout fonction de la n~~ure des ·graisses.

Il est probable que la couche protéique de protection n'est pas
mono moléculaire : ce qui expliquerait l'existence dune fraction
enzymatique décollable par simple lavage à l'eau distillée. .

2. La révélation est la conséquence de la rupt~re de' ces
cénapses :

soit au 'cours de la scission par 'refroidissement des deux
fractions isodimorphes des graisses du lait;

. soit sous l'action de corps tensio-actifs qui luxent la diastase
de ses cénapses en venant prendre la place des protides:

3. Il existe une fraction d'enzyme dont les cénapses résistant
à tous les moyens de scission employés. A cette fraction appartient

. la diastase liée aux graisses du groupe Il solide »,
, 1

r "
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PHYSICO-CHIMIE DU LAIT,
\ "

par. '

W. KOP ACZEWSKI

IV.' DISJONCTION DU LAIT "

A. Introduction

Jusqu'à présent nous avons examine la gélification et la sta-
bilisation du lait. Nous allons aborder l'étude d'un phénomène
irréversible, conduisant à la destruction totale de l'équilibre
colloïdal de ce Iiquide vbiologique, que nous avons dénommé, en
1943, disjonction. , -

Les globules des' matières grasses du lait, dont le, diamètre
oscille entre 10 [L et 1 [L 6, communiquent au Ia.it sa couleur blanche ;
leur taux atteint environ 3,6 % ; elles se composent essentiellement
(3,6 %) de glycérides saturés d'acides gras (butyrique, palmitiqué et
oléique), de 0,5 à 1,0 % de matières insaponif'iables (cholestérol)
et d'e 1,0 % de lécithine. Ces ma.tières forment une émulsion au sein
d'un liquide intermicellaire, chaque gouttelette étant entourée d'une
couche protectrice. \'

Une agitation énergique permet de diviser ces gouttelettes, de
sorte que chacune d'elles peut former 1.200 particules nouvelles.
Cette émulsion, est très stable ': une cent.rifugation la plus -énergique
rr'aboutit pas à la séparation de ces particules et, eo ipso, à la déco.
lo~ation complète du lait. Un travail de W.;M. ORD, publié en 1879,
démontre qu'une ,agitation d'une dispersion d'albumine dans l'huile
provoque la formation d'une couche protectrice autour de chaque
micelle ce qui rend cette émulsion très stable, tout comme celle
du lait. C'est pourquoi le lait de femme, pauvre en protides, peut
être dégraissé par l'agitation avec de l'éther; ce n'est pas le cas du
.Iait 'de vache, .beaucoup plus riche en 'protides.

RAHN, en étudiant la composition du lait écrémé, d'une part,




