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Rappelons, en terminant, la technique de la réaction:

Le distillat de 10-cm" renfermant le diacétyle a doser est addi-
tionné de 0 cm" 5 de solution aqueuse de chlorhydrate dediamino-
benzidine a 2,5 % préparée au moment de I'emploi ou quelques
heures (au plus) auparavant. Agiter. ~jouter 0 cm" 5 d'acide
chlorhydrique concentré. Agiter. Attendre 2 minutes. Coloriniétrer
au photomeétre préalablement étalonné ou comparer a une gamme
de teintes préparées avec des solutions de bichromate de potas-
sium.

Le' titrage proprement dit d'une solution de diacétyle ne de-
mande donc que quelques minutes.

Pour tous détails concernant le dosage du diacétyle dans les
beurres, l'importance des prises d'essai, la conduite de la distilla-
tion, etc., nous renvoyons a notre travail antérieur (Le Lait, juillet-
ao(t 1937, t. XVII, pages 673 a 698).

INDEX COLORIMETRIQUE D'ACIDIFICATION
DES LIPIDES DU BEURRE

par

ETIENNE GOIFFON
Ingénieur LA.N.

On sait que ces corps subissent du fait des oxydations spon-
tanées ou des lipases que leur extraction a entrainées, ou qui ont
été développées par certains microbes, des transformations qui sont
groupées sous le nom de Rancissement. En réalité, ilfaut distinguer
parmi cesaltérations, celles qui consistent en la formation de certains
corps volatils (aldéhydes, etc., acides gras volatils), qui donnent un
golt et une odeur désagréables aux corps gras alimentaires d'une
part, et d'autre part, la mise en liberté des acides gras normalement
liés au glycérol.

C'est ce second groupe d'altération qu'on apprécie généralement
par le dosage d'acidité et qui seul fait I'objet de nos recherches.

Plusieurs méthodes ont été proposées dans ce but. La plus
classique consiste a solubiliser les acides gras formés dans ces
graisses et huiles, et a les doser grace a tine solution 'alcaline titrée
en présence de phénolphtaléine comme indicateur.

Cette méthode n'est pas tres compliquée. Elle demande cepen-
dant un minimum d'appareillage et de soin pour I'établissement des
liqueurs titrées qui en font plus une méthode de laboratoire qu'un
procédé d'appréciation utilisable par le petit industriel.

Une autre méthode toute différente a été proposée récemment
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par' KNAYSI: elle se ramene a une mesure colorimétrique des varia-
tions quantitatives de coloration de la base de l'indicateur soluble
dans les graisses.

* * *

Nous ayons pensé qu'il serait intéressant d'utiliser une réaction
quantitative  colorée qui, a fait I'objet d'une courte note de
R. coiFFoN (Soc. de Biologie Clinique, 1948).

Quand, on verse dans une solution de bleu de Nil (sulfate ou
chlorure) une solution concentrée de C03 Na? ce colorant vire au
rouge.

Si la solution de bleu de Nil contient une trace d'acide gras non
saturé tel que l'acide oléique, la coloration reste bleue malgré
lI'adjonction de CO03 Naz Si les quantités d'acide oléique sont
suffisamment faibles, il se produit dans ces conditions une gamme
de couleur allant du rouge au bleu en passant par toutes les teintes
du violet. La quantit¢ de couleur bleue appréciée au oolorimetre
a l'écran rouge est directement proportionnelle a l'acide oléique
présent.

Ce phénomeéne n'a été observé qu'avec les acides insaturés et,
chose curieuse, il ne semble pas proportionnel au nombre de doubles
liaisons de l'acide gras utilisé.

D'aprés des travaux en cours de Mme COUCHOUDYn méme
poids moléculaire d'acide oléique, linoléique et linolénique do~nent
des intensités colorées qui sont dans les' proporbions- respectives
de 3,2, |, c'est-a-dire, a l'inverse du nombre des doubles liaisons;
ce phénoméne n'a pas été encore expliqué.

Les acides gras saturés employés a ce sujet ne donnent pas
cette réaction (tels les acides laurique, palmitique, stéarique).
L'acide’ but.yrique notamment ne donne pa,s cette coloration.

Cette méthode, extrémement sensible, a été utilisée en biologie
pour apprécier la quantité d'acides gras libre du sérum, certains
acides gras des matieres fécales, etQ..

Nous avons pensé qu'il pouvait étre intéressant de transposer
cette méthode dans l'industrie a cause de sa simplicité, et malgré
les limites que nous venons de lui reconnaitre.

I. METHODE-GENERALE DE DOSAGE COLORIMETRIQUE
DES ACIDES GRAS AU BLEU DE NIL

Le complexe bleu de Nil-acide gras, forme une solution colloidale
stable; il ne vire pas au rouge en présence de carbonate de soude,
mais vire au rouge en présence de soude.
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]
'L'a formation du complexe bleu est entravée par de petites

quantités d'acétone et d'alcooL

La forme rouge du colorant est peu soluble dans l'eau et sa
solution se trouble rapidement.

Ces notions entrainent la nécessité d'éliminer l'alcool et lI'acétone
des solutions dans lesquelles se ferait la réaction. D'~~~re part,il
serait nécessaire, puisqu'il s'agit d'un dosage photométrique, d'en-
tcaverle troublé rapidement ‘croissant qui se produit avec la forme
rouge du bleu de N:iL

, C'est pourquoi nous employons unesolution gommeuse pour
maintenir sa transparence, suivant en cela la technique mise au
point par Mme COUCHOUM@ans sa these pour le dosage des acides
gra~ au moyen du bleu de NiL -

Deux corps nous ont .donné de 'bons résultats :la 'gomme ara-
bique et l'alginate de soude (1). La gomme arabique a 5% doit étre
traitée ,auparavant par une pincée <l'oxalat~ d'ammoniaque pour
précipiter le calcium qu'elle cont.ierit en abondance et qui, dans
le milieu final carbonaté, for~erait un trouble génant. L'alginate de
soude ne contient pas de calcium et peut étre employé directement.

La réaction type est la suivante:

-; Une solution d'oléate de soude est préparée avec 0 gr. 020%
d'acide oléique ~t alcalinisée suffisamment pour le dissou?-re, On en
prend 4 cm" correspondant a 0 mgr. 8 d'acide oléique qu'on place
dans une éprouvette exactement jaugée a 30 cm”, 3 cm" d'alginate

de soudeaO;5% et de l'eau jusqu'a 20 cm" ; on mélange soigneuse-
ment; on ajoute 4 cm" d'une solution aqueuse de bleu de Nil a
0 gr. 5%0 ; 5 cm" de CO3Naz pur cristallisé a 20 % et on compléte

a 30 cm" avec de l'eau distillée ; il se développe une coloration
violette; on dose le bleu qu'elle contient au photométe a I'écran
roug-~. .

Une courbe de référence peut étre construite avec des quantités
croissantes d'acide oléique de 0,2 a 1 milligramme qui permettra
de mesurer l'acide oléique des quantités de savon contenues dans
une solution inconnue.

Voici le/graphique  que nous avons obtenu avec l'appareil de
Vernes écran rouge (on pourrait aussi bien utiliser tout autre
photométre  pour [I'établissement de la courbe et les dosages).

On soustrait du chiffre obtenu a l'appareilla D. Optique d'un
témoin fait dans les mémes conditions, mais sans oléate.

(1) Alg-Gum, - Etablissements' Maton, 16, rue' de Naples, Paris.
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Courbe du bleu de Nil avec lés acides gras

SoL acide oléique alcalinisé + 5 cm3 sol. gomme oxala tée a 10%
0,020% , ¥ 4cm3 sol. de bleu de Nil R.A.L. 0,050 %
+ Eau distillée q. s. pour 25cm3
+ 5cm3 ,sol. CO3N 2 & 20 % pur ccistallisé

Densités optig~e~ (Vernes) Ecran oc

0,4 . 17
0,6 S 30
0,8 _ . 45
1 _— .57
1,2 62

1. Technique sur le beurre

La technique  générale consiste a extraire .les acides gras du
beurre et a pratiquer sur leur solution alcaline' aqueuse .(a I;état
de savon) la réaction au bleu de Nil dans des conditions telles qu'il
.y ait un excés de bleu de Nil par rapport a la quantité de 'savon, et a
doser colorirnétriguement  la quantité de bleu de Nil qui, grace a sa
combinaison avec le savon, n'a -pas viré au rouge sous l'aotion du

carbonate de soude. '

A. Prélevement.

Nous utilisons de trés faibles quantités de beurre. Nous le
faisons fondre a une température douce pour le deshydrater et le
transvaser dans un autre' récipient. a l'état pur. On peut, aprés
refroidissement,’ en peser 1 gramme "dans une capsule, mais la
difficulté serait de placer ce gramme sans perte au fond d'un tube
a ,essai. Si la chose était absolument nécessaire, il serait indispen-
sable de dissoudre par l'éther ce beurre, de verser sa solution éthé-:
rée dans le tu!>e a essai qui nous servira de laboratoire et ensuite
d'évaporer cet éther:

On ~eut égalemeut peser directement le gramme de beurre
dans un bécher de 30 cms,suffisamment léger pour qu'une pesée
,s0it possible. '

Pour les dosages de routine, on peut porter le beurre a sa tem-
pérature de fusion, on préléeve 1 cm" dans une pipette réchauffée
ala flamme. Cette mesure est loin d'étre exacte, une quantité non
négligeable de beurre adhére aux parois, mais c'est une erreur
systématique qui permet des mesures -comparatives.

L'expérience a montré que 1 cm" de beurre fondu correspond' a
environ 0 gr. 86 de beurre. \
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B.Extraction alcoolique des' acides gras.

10 cm" d'uné solution alcoolique aux environs de 850 (alcool
étliyliqgue a 960 = 90 cm" + 10 cm3d'ROI NilO) sont versés sur la
prise d'essai de beurre placée soit dans un 'tube a essai large, ou
dans un petit bécher ; le tout est porté a une température de 30 a
4;50 et agité prudemment pour obtenir une division du beurre en
fines gouttelettes, sans aller jusqu'a I'émulsion proprement dite.
On laisse reposer un temps- suffisant pour que les gouttelettes
tombent au fond du tube.

De la partie, supérieure on préleve 5 cm" que l'on' fait évaporer
dans une capsule. On reprend le résidu dans la capsule encore chaude
par quelques gouttes de carbonate de soude et quelques centimetres
cubes d'eau en frottant le fond avec un agitateur muni d'un caout-
chouc. Cette solution contient tous les acides gras a I'état de savon.
On la verse dans une éprouvette de ?0 cm™ et c'est sur cette solu-
tion que se fera la réaction. Cette manceuvre repétée sur le méme
beurre par des expérimentateurs différents a fourni les mémes
valeurs finales.

Cc. Dosage color-tmétr-ique.

La solution savonneuse, quel que soit le mode employé d'ex-
traction, est versé dans une éprouvette de 30 cm™ ; on ajoute 3 cmé
d'alginate de soude 'a 0,5%, de l'eau jusqu'a 20 cm" ; on mélange
soigneusement, on ajoute ensuite 4 cm™de la solution a 0,050% de
bleu de Nil, 5 cm" de carbonate de soude pur cristallisé a 20% et de
l'eau jusqu'a, 30 cmé. On mélange et, au bout de 10 minutes, on fait

, une mesure colorirnétr ique, comme nous l'avons vu plus haut. Cette

mesure colorimétrique  ne peut se faire que si la teinte obtenue est
violacée, ce qui prouve la présence d'un excés de colorant non
,combiné, aux acides gras, et, par: conséquent, que la quantité de
éolorant a été plus que suffisante pour atteindre tous les acides
gras présents dans la solution.

Si la coloration est bleue intense, cela laisse supposer qu'il y a
trop d'acides gras pour la quantité de colorant. On ajoute alors
25 cm" d'une solution contenant la méme quantité d'alginate et de
bleu de Nil, et on compléte par 5 cm"™ de carbonate de soude. On
dilue ainsi jusqu'a ce que la solution devienne violette, et soit ainsi
mesura ble colori métri quemen t.

On multipliera le résultat obtenu sur le graphique par le nombre
de fois qu'aura été diluée la solution primitive. , '

Le liquide contenant les savons n'est pas toujours limpide
quelles que soient les précaut.ions prises; il se produit le plus souvent
une émulsion qui provoque un léger trouble dans le liquide, ce
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trouble est mesuré par le photometre et ne permettrait pas une
mesure exacte de l'intensité colorée.

Il faut donc soustraire du chiffre lu sur l'appareil un témoin
dans lequel tous les éléments optiques autres' que "le bleu seront
mesurés.

On arrive a ce résultat : en ajoutant a 5 cm" du liquide une
goutte de.lessive de soude a 36° B, qui fait virer la coloration en
rouge.

2. Résultats obtenus.

Nous avons fait des dosages comparés entre l'acidité de titration
a hi potasse alcoolique et notre indice de bleu dans différents
beurres, les uns frais, les autres plus ou moins rances.

Certains ~d~sagesont été répétés deux ou troi~ foi~sur le méme
.échantillon et ont fourni alors des chiffres comparables les uns aux
autres et de méme ordre de grandeur. Avec la méme technique eta,
Ja: méme époque, avec les mémes solutions, des beurr-es différents
nous ont donné des proportions tres différentes entre l'acidité de
titration et l'indice de bleu, tous nos résultats étaient exprimés en
acide oléique.

Par exemple l'indice de bleu nous indiquant 2 grammes d'acide
oléiquepar kilogramme, Il'acidité de titration indique 24 gr. 80.

Il est permis d'en conclure que l'acide oléique ne représente
gu'une tres faible partie des acides libérés par oxydation ou ran-
cissement. L'absence de rapport constant entre ces deux données
montre que certains beurres développent une acidité (butyrique
par exemple) beaucoup plus forte ou beaucoup plus faible que
certains autres beurres, a égalité de libération d'acide oléique.

Le comportement du rancissement du beurre n'est pas du tout
le méme que celui de I'hydrolyse des huiles, dans ce dernier cas il
s'agit surtout d'une actjon lipasique qui nous a donné une corres-
pondance beaucoup plus réguliere entre l'acidité de titration et
I'indice de bleu de Nil, traduisant les acides insaturés libérés.

Il eut été intéressant d'établir une relation entre l'indice d'iode
des acides gras libres du beurre et la réaction au bleu de Nil, sensible,
elle aussi, aux liaisons éthyléniques. Mais les trés petites quantités
d'acides gras libres que comporte le beurre, ne permettent pas
d'effectuer avec sécurité la détermination de l'indice d'iode.

*
* *

Nous avons établi cette méthode parce qu'il est nécessaire de
partir d'une technique rigoureuse avant d'en faire des applications
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DOSAGE DES ACIDES GRAS INSATURES LIBRES
(exprimés en acide oléique) r

Titrimétrie Colorimétrie
G-ammes pour 1.000 {(Grammes pour 1.000)

Beurres:

Beurre A 15,125 0,50
B.:.: . 26,87 0,88
C . 31,70 1
1 39,30 3,40
1, .- 38,60 3,90
1 . 3,30
» aprés un jour . 38 3,35
Id ' . 38,30 3,1~
2 . 6,55 0,69
2 . 6,55 0,68,
3 . 13 0,79
3 13,2 0,76
4 38,2 3,36
5 . 30,17 1,35
5 . 30,20 1,35
6 . 34,80 2
6 ' . 1,91
7 79,28 4
7 . 81,3 4,2
Huile de colza (brute) . 12,23 3,30
.Hu ile d'arachide (brute) 13,43 4,26
approchées; il est douteux,' en effet, qu'elle supplante la méthode

de titrimétrie habituelle qui ne 'demande pas d'appareils photo.
métriques, bien que nous indiquions une méthode titrimétrique pour
le bleu de Nil, susceptible d'une certajne précision.

En réalité, comme nous l'avons vu, la mesure titrimétrique et
notre dosage colorimétrique peuvent ne pas coincider, la réaction
au bleu de Nil, ne traduisant que la présence d'acides libres non
saturés, les acides saturés leur échappant complétement. -

A un point de vue plus scientifique, ce procédé permet de suivre
le dédoublement sur de trés petites quantités d'un corps gras, ce
qui peut rendre service pour les recherches expérimentales.

Si nous avons cherché a 'obtenir des mesures rigoureuses de
I'indice du bleu de Nil, c'était surtout -pour glisser avec sécurité
vers des méthodes de plus en plus pratiques qui puissent rendre
service aux industriels.

_ Nous présenterons donc maintenant-des  méthodes qui meéne-
ront a des approximations de plus en plus larges, qui permettentau
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contre-maitre de se:'rendre compte de I'évolution vers Il'acidité
d'un’ beurre. "o

Préemiere méthode. \/ .
; Emploi d'un étalon coloré, fixe ~et titrimétrie, jusqu'a égalité
avec cet étalon coloré. N

Deuxiéme méthode.

De large orientation.
Réaction sansextraciion pr-~alable.

I
1 )
1. METHODE SIMPLE D'APPRECIATION PRATIQUE

Le principe de ce procédé consiste ~Tajouter a la solution con-
tenant des, acides gras" du carbonate de soude et des affusions
successives d'un bleu de Nil, titré, Jusqu'a I'apparition de:laforme
rose alcaline que prend le' color~nt quand il n'est pas combiné aux
. acidds ‘'gras. .

Cette appar ition se Isignale par une teinte violette que I'on
compare a un étalon coloré artifiéi~l de composition chimique
défini. 'Le pduvoirde combinaison de la solution de bleu de Nil a été,
préalablement étalon?é.gréce a unesolutdon  titrée d'oléatede soude.

I
- *

* ‘*
b
Technique générale I~
10 Etalon coloré.

Dans une é'prouv~tte de' 30 cmé, on verse successi;ement 5cms-
de la solution 'suivante : !

804 Cu ...0gr.lQ
HCL a ~0%'= 2 cm" ,
~PO dis = Q. 8. pour 100<;m3

5 cimiz d'une soiution de,gC!mmearabique a 5%
15 cmé d'eau

-
1 crnéd'une solution.a5% de FeCN6KA4. .

1
§ \ \

B ' | | - . 1
On mélange-apres chaque affusion ;,il se produit une coloration
rouge, de férrocyanure dé cuivre. ) . £l . . ~
On ajout~ ensuite 1" ou 2cm3 de la solution de bleu de Nil a
0,5 %0: On ~ompléete a 30 cm" ; on obtient un mélimge' transparent
violet
o | n . H]
2°' Solution  d'acide oléique, 0 gr. 2 O+ ! ' ce™lome pré.
, . vpreparee
cédemment;



474 E. GOIFFON. - INDEX COLORIMETRIQUE

30 Solution de bleu de Nil (sulfate ou chlorure a 0,6%0) ;
40 Alcool éthylique & 850, contenasic HOL NIIO = 10 cm3%0;

50 Solution d'alginate de soude a 0,5% ..

Titration du bleu de Nil

On place dans une éprouvette de 30 cm"”, 4 cm" de solution
d'oléate a 0,2%0 d'acide oléique; on ajoute 15 cm" d'eau et 5 cm"
d'alginate a 0,5 %'

Mélanger soigneusement.

A l'aide d'une burette on laisse tomber, en mélangeant a chaque
fois la solution titrée de bleu de Nil, jusqu'a ce que la coloration,
d'abord bleue, devienne Vviolette, tendant a une teinte semblable
au mélange cuivrique étalon. On attend quelques minutes que la
coloration, qui tend a bleuir, se stabilise en la maintenant par des
affusions légeres de bleu de Nil, dont I'excés donnera une coloration
rouge dans la solution carbonatée.

On note -le volume employé. 'Ce volume représente, dans les
conditions de I'expérience, 0 mgr. 8 d'acide oléique.-

Titration d'un corps gras

Pour cela, on pratique I'extraction alcoolique de beurre comme
nous l'avons indiqué' dans la premiére partie de ce travail. On
évapore l'alcool, on reprend par le carbonate de soude et on lave
la capsule par de l'eau carbonatée qu'on améne a un volume de
, 10 cm", .

On en préleve 5 cm" qu'on' verse dans' une éprouvette de 30 cm" ;
on ajoute a.lgina.te, carbonate de soude et. eau comme précédern-
, ment, et on'titre avec la solution de bleu de Nil jusqu'a obtention
d'un violet analogue a celui de I'étalon au cuivre.
On fera aisément le calcul d'apres la formule suivante:

Omar. 8:.x V
V'
V : Volume employé pour I'égalité de teinte.

V' : Volume employé' pour amener: l'oléate de soude au virage
voulu .

.Pour les acides gras contenus dans 0 gr. 50 de beurre,il faudra
multiplier le chiffre obtenu par 500, 'pour obtenir la quantité d'acides
dosés dans 1-kilogramme de beurre, exprimé en acide oléique.

Ce procédé n'offre que peu de' difficultés' de lecture, malgré la
présence du trouble formé par les globules de graisse neutre entrainés.
quand le beurre ne contient pas plus de | gr. 6 pour 1.000 d'acides’
libres.
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Si, malgré I'affusion de quantité de bleu dépassant le double ou
le triple du volume utilisé pour I'étalon, I'appréciation devient
extrémement difficile étant donné Il'intensité de la couluer, on
aura avantage, dans ce cas, a recommencer la mesure en utilisant,
par exemple, 1 cm" du liquide d'extraction restant, puisque nous
n'‘en aurons prélevé que 5 cm”,

Il faudra tenir compte dans les calculs du volume de cette
nouvelle prise d?essai.

*
* *

Technique plus simplifiée

Elle consiste, a faire la réaction directement sur le corps gras
sans extraction préalable.

On m'et 1cm" de beurre, ou moins encore, dans une -éprouvebte de
30, cm" eh ajoutant simplement 5 cm" de CO3Naz pur cristallisé a
20% et de l'eau jusqu'a 25 cm™. Une émulsion se forme qu'on favo-
rise par agitation. On ajoute du bleu de Nil jusqu'a ce que la colo-
ration violette apparaisse,

Avec ce procédé deux précautions sont a prendre:

loLe beurre fondu a une viscosité telle qu'il est impossible <ren
mesurer exactement 1 cm" a la pipette. -Aussi employons-nous' le
procédé suivant:

, On préleve 1cmsde beurre avec une pipette légérement chauffée;
on l'égoutte soigneusement aprés avoir. essuyé sa partie extérieure.
Ou préléve ensuite, d'une petite quantité d'éther placée dans un
.tube a essai, 1cm" avec la msme pipette; on le mélange au beurre
déja déposé dans- un tube a essai.

C'est de cette solution éth,érée-huileuse- qu'on préléve trés aisé-
ment 1cm" pour pratiquer la réaction.: .

e Le 1/2 cm3 d'éther introduit se dissoudra aisément dans les
30 cm" d'eau employés, et les gr-aisses'acides du 'pH de la solution
carbonatée formentdes savons qui passent dans l'eau.

20 N faut projeter rapidement le bleu' de Nil dans le mélange
avant que ce colorant ne soit absorbé par les globules gras, qu'il
colore en rouge orangé, mais au bout d'un certain: temps de contact.

Si le mélange absorbe trop de colorant avant de virer au violet,
ilfaut recommencer la mesure avec 1 cm" de la solution huileuse-
éthérée, qu'on aura mis de cOté dans un tube a essai étroit, et
bouché.
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1
Autre technique (réaction qualitative) o

O~ po~rrautiliser cette mé~hode avec profit pour sav~ir immé-
diatement-si un beurre contient, ou non, des acides gras en quantité
andrmale,en laissant t~'mber un:.fragment de beurre dans un t'ube |,

/ & essai, en agitant. ~vec quelques centimetres cubes de CO3Naz a'
20 %, de l'eau & peu prés jusqu'a 20'cm3et 2 cm3~nviron ‘de bleu de
Nil. Uri beurre normal donne une réaction rouge. '

La Plése~ce d'acides,gtas anormale donne une réaction bleue
intense. . -

’ \

Conclusions

Nous avons montré que le bleu de Nil qui vire au rouge en pré-
-sence de carbonate de soude, resté bleu en présence de .oer-ta.ins
.acideé gras non saturés. Il s~ forme une combinaison du colorant
et de l'acide, qlantitative en se plagcant dans certaines conditions; .
, Onpéut se servir de la réaction pOIf,fun dosage colorirnétcique de
ces acides. " '

Nous. avons indiqué les .simplifications successives de cette
méthode pouvant étre appliquées avec des difficultés de moins en
moins grandes, jusqu'a aboutir &,une réaction ‘colorée extrémement
simple, permettant de déceler,immédiatement I~ présence a~ormale
d'acides gras dans un corps gras alimentaire.’, ;
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