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UNE NOUVELLE METHODE DE DOSAGE
DES PROTIDES DU LAIT

par Lascar BURUIANA.

(Laboratoire  de Ohimie Biologique, Facult¢ de Médecine Vétérinaire
, de Bucarest.}

HISTORIQUE. - L'action de l'acide nitrique sur les protides afait
I'objet de nombreuses recherches. Dés 1799, HATCHETT s'intéresse a
I'étude des composés nitro-protéiques  (cité par HABER:MANN et
EHRENFELD)

L'acide nitrique a d'ailleurs une action spécifique sur les pro-
tides. Si l'on fait bouillir ces substances additionnées de cet acide,
elles prennent une coloration jaune claire qui passe, par alcalinisa-
tion a la soude, au jaune foncé. Cette réaction, connue sous le nom
de xantho-protéique, fait partie des réactions, colorées des protides.

Selon le but envisagé, les études faites sur l'action de l'acide’
nitrique sur les protides peuvent se diviser en :

1o Etudes concernant la séparation des composés qui résultent
de cette action variable (xanthoprotéines, acides xanthoprotéiques,
nitro-albumoses, nitroprotéoses [1, 2] etc.). Ces composés varient
avec les conditions du travail, la concentration de l'acide, le temps
d'action, le mode de séparation et la nature des matiéres premieres.
Une importance spéciale pour notre étude revient a l'action de
l'acide nitrique concentré. Cette action peut se diviser en :a) hydro-
[ysant e ; b) de nitration; c¢) oxydante.
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Cette derniere action peut étre réduite au minimum, comme nous
avons pu leconst.ater au cours de ce travail. Elle est due, moins a
l'acide nitrique lui-méme qu'aux oxydes d'azote qui proviennent de
sa décomposition.

L'identification des composés résultant de la' nitration a fait
I'objet de nombreuses et minutieuses recherches entreprises par
C. 'I'n.. MORNERet ses collaborateurs. Ainsi, on a pu distinguer:
l'acide picrique, le p. nitrobenzéne, l'acide benzoique, l'acide téré-
phtalique, I'acide oxalique, etc., etc.

2° Etudes concernant I'explication chimique de la coloration
produite dans la réaction xanto-protéique.

INOUYE [3] attribua, le premier, la coloration orange a la nitra-
tion des acides oxyaromatiques qui résultent de I'hydrolyse des
protides. D'aprés lui, le grand responsable est la tyrosine. Plus tard,
RODHE, SALKOWSKYABDERHALDERt KEMP attribuéerent aussi au
tryptophane la production de cette coloration. C.Th. MORNERdans
un travail (« Welchen Anteil haben Tyrosin und Tryptophan an den
Farben Effekt bei den beiden Phasen der Xanthoproteisaurerealction »),
a établi que, en ce qui concerne la contribution de ces amino-acides
a l'intensité de la coloration dans les deux phases (acide et alcaline),
existait le rapport suivant: Tyrosine acide/Tryptophane acide =
1/3 et tryptophane ammoniacal/tyrosine ammoniacale = 9/45. On
. voit que le virage est plus accentué pour la tyrosine que pour le
tryptophane.

On comprend aisément que, en dehors de ces composés, il en
puisse exister une foule d'autres qui contribuent & la réaction
xantho-protéique.  L'identification  des nitro-dérivés résultants est
tres difficile, a cause de la diversité des composés qui peuvent appa-
raitre a la suite de la nitration, et aussi, parce que la nitration des
amino-acides n'a pas encore fait l'objet d'un travail systématique
et complet.

OBJETDECETRAV/AIL.- Dans le présent travail, nous avons cher-
ché a établir, a l'aide de cette réaction colorée, une méthode en vue
du dosage des substances protéiques du lait. Presque toutes les
méthodes actuelles de dosage se ramenent a la précipitation des
protides du lait par des agents physico-chimiques et a la détermi-
nation, .soit du poids du précipité obtenu, soit de l'azote contenu
dans ce précipité, a l'aide de la méthode de KJELDAHL.Notons des
variantes volumétriques de ces procédés parmi lesquelles' il faut
citer spécialement la méthode de DENIGES.Les réactions colorées des
substances protéiques ont été trés peu utilisées pour leur dosage [5].
Parmi elles, la réaction xantho-protéiquenous a paru convenir
le mieux parce qu'elle réunissait toutes les conditions de rapidité ‘et
de simplicité. 1l restait a établir que cette réaction pouvait servir
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pour le dosage colorimétrique, c'est-a-dire qu'il existe une propor-
tionnalité réelle entre l'intensité de la coloration et la quantité de
substances protéiques utilisée. Dans ce but, nous avons préparé une
solution titrée de caséine trés pure, dont la teneur en azote avait
été établie par la méthode de xkuseLbaHL. Par une série d'expériences,
nous avons déterminé

10 La concentration optimum de l'acide nitrique. Nous avons
choisi, au début, l'acide concentré qui assure une parfaite solubilisa-
tion des substances protéiques et une nitration compléte et uniforme.
Nous ne craignons pas de répéter ici que l'action oxydante de l'acide
nitrique sur les protéines est due en premier lieu aux produits de
décomposition de cet acide, c'est-a-dire aux oxydes d'azote. Si l'on
fait bouillir, par exemple, les substances protéiques additionnées
d'acide nitriqgue dans un ballon kJeLpbanL, I'espace disponible qui
se trouve au-dessus du liquide favorise la formation des vapeurs
nitreuses.

Apres refroidissement et neutralisation a la soude, on n'obtient
pas une belle coloration orange comme d'habitude, mais une couleur
brun-rougeatre, caractéristigue pour les composés résultant d'une
oxydation déja avancée. Si l'on fait bouillir, au contraire, dans une
éprouvette fermée par un bouchon en caoutchouc muni d'un réfri-
gérant a air de 1 m. de longueur, la décomposition est presque nulle,
et l'action oxydante tres réduite, ce qui permet d'obtenir, dans tous
les cas, la méme couleur orange, trés belle.

2° Le temps d'ébullition. Les expériences faites en ce qui concerne
le temps d'ébullition ont donné des résultats identiques si l'on fait
bouillir pendant 1, 2, 3 ou 4 minutes. Le chauffage prolongé provo-
que une diminution de l'intensité de la coloration, due a I'oxydation
qui commence a se faire sentir. Nous avons choisi finalement, comme
temps d'ébullition, deux minutes.

3° La quantité d'acide. La quantité d'acide a peu d'importance.
En général, une quantité de 3 cmc. d'acide nitrique pour 30 mgr. de
caséine constitue un minimum. Nous avons employé, dans tous les
cas, des quantités d'acide variant entre 5 et 7 cmc. pour 30 mgr. de
caséine.

4° La réaction du milieu. L'intensité de la coloration étant plus
grande dans la deuxiéme phase de la réaction, il faut alcaliniser
aprés ébullition et refroidissement, avant de faire les comparaisons
colorimétriques.

La potasse caustique est a rejeter parce qu'elle provoque une
mousse abondante pendant la neutralisatdon, et dont le débordement
hors du ballon est a craindre.

L'ammoniaque n'est pas a recommander, parce que la couleur
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obtenue aprés neutralisation est faible, en comparaison avec celle
obtenue aprés neutralisation par les hydrates alcalins.

Dans tous les cas, nous avons employé la soude caustique concen-
,trée (&' 40 %).

TECHNIQUIBUDOSAGE-- Tenant compte des études' prélimi-
naires ainsi faites, nous avons établi la technique suivante:

On mesure, avec une pipette trés exacte, 1cmc. de la solution de
caséine, dans une éprouvette de verre dIENA de dimensions
200 x 23 mm. .

On ajoute 5 a 6 cmc. d'acide azotique concentré et l'on ferme
I'éprouvette avec un bouchon en caoutchouc muni d'un réfrigérant
ascendant a air de 1'metre de longueur. Ayant fixé le tout, incliné a-
un support, on fait bouillir pendant deux minutes, exactement." On
refroidit au robinet et l'on transvase le liquide résultant dans un.
matras jaugé, de 50 cmc.

On neutralise dans ce ballon méme, avec la soude a 40 %, tou-
jours en refroidissant. L'opération est terminée quand la couleur
du contenu du ballon passe du jaune pale a l'orange intense. Le
virage s'observe parfaitement. On filtre rapidement sur amiante.
Le liquide obtenu doit étre parfaitement limpide.

Résultats. Pour vérifier s'il y a proportdonnalité  entre la colora-
tion obtenue et la quantité de caséine prise, nous avons' répété
l'opération avec des quantités différentes. Les résultats obtenus
sont consignés dans le tableau suivant:

TABLEAUL.
Cme , sol. de caséine a 3 % 0,25 0,50 1 1,50 2 3
Cme. NO3H (densité: 1,39).. 3 '3 5 7,5 10 15
Porté en mat!a8 jaugé de :cc. 25 50 50 50 100 150
Intensit¢  en mm. au colori-
metre Dubosq  ......... 7,5 7,5 15 10 15 15

On voit, d'apres ce tableau, que les résultats sont tréssatisfni-
sants, la proportionnalité étant strictement réalisée. Pour les déter-
minations colorimétriques, nous avons recouru a un étalon fixe et
facile a. préparer. Apres de nombreuses recherches, nous avons
adopté le 'mélange utilisé déja par C. Th. MORNERCet étalon, qui
contient: 31,0 cmc. d'une solution decinormale de bichromate de
potassé + 4 cc. 5d'une solution centinorrnale de permanganate de
potasse - le tout additionné d'eau distillée jusqu'au volume de
50 cmc., donne la méme teinte que celle présentée par 30 mgr de
caséine traités comme il a été mentionné plus haut. Cette solution
étalon n'est pas parfaitement stable parce que le permanganate de

potasse précipite du bioxyde de manganese sur les parois du ballon.
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Pour éviter cet inconvénient, nous recommandons de préparer
I'étalon au moment du dosage.

Avec cette solution type, nous avons comparé les couleurs obte-
nues avec des quantités variables de caséine. Les résultats sont
représentés dans la fig. 1 suivante

m m.ducolorimétre

Dubosq
30 étalon: 31cmc: C,~ 0 K2"/10 +
4.5 eme MnQO IfK /100
. =100mgr. caseine ‘Yo
1S
r_1
1
T R $01. CJs.. 100%
20
-
1 1
sol.cJ$. 75~
1S
1 1
sol. C01~-SO %
10
S
15 30 45 1h. th 3h.

Temps

En étudiant)es courbes de la figure I, on constate que:

1° La couleur n'est pas stable;

2° La couleur s'atténue avec le temps, le maximum d'intensité
ayant lieu immédiatement apres la neutralise\ition;

3° La vitesse de décoloration est proportionnelle a la concentra-
tion en substance protéique;

Les conclusions qu'on peut tirer de ces observations, pour assurer
un dosage exact, sont les suivantes:

1° Les mesures colorimétriques doivent étre faites immédiate-
ment apres neutralisation avec la soude. Ilne faut pas attendre plus
de quinze minutes.

2° La concentration finale (aprés neutralisation dans le matras
jaugé) en matiére protéique ne doit pas dépasser 70 mgr pour
100 cc. .

DOSAGE DES PROTIDES DU LAIT. - Ces résultats satisfaisants
nous ont décidé a appliquer cette méthode au dosage des protéines
totales du lait et de la caséine. Nous avons pensé que la méthode
serait particulierement intéressante si l'on pouvait I'appliquer
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directement au lait tel qu'il est. Mais, d'abord, il était nécessaire
d'étudier Il'influence des autres constituants du lait.

10 Dans.le lait on trouve des protéines autres que la caséine qui
pourraient donner une réaction xanbho-protéigq ue différente comme,
intensité de celle donnée par la caséine. En expérimentant avec ces.
substances séparément, nous avons constaté une trés petite diffé-
rence en ce qui concerne l'intensité de la réaction xantho-protéique.
L'erreur faite en considérant toutes les protéines comme caséine est,
donc trés petite, surtout dans le cas ou la quantité des protéines
autres que la caséine est petite par rapport a cette derniere.

On peut dwailleurs établir I'étalon en dosant les protéines du lait
par la méthode KJELDAHL.

2° Les graisses' et les liquides,en général, n'interviennent pas du
tout dans cette réaction.

3° Le lactose peut, lors de la neutralisation, donner une colora-
tion jaune brunatre qui peut modifier celle produite par la réaction
xantho-protéique si I'on n'a pas soin de bien refroidir le liquide
pendant la neutralisation avec de la soude. La température ne doit
pas dépasser 30° 9, sinon les résultats sont faussés. Les autres cons-
tituants du lait n'interviennent pas dans la réaction xantho-protéi-
que.

En nous basant sur ces études préliminaires, nous avons établi
la technique suivante pour le dosage des protéines du lait:

On introduit dans une éprouvette de verre d'IENA de dimensions
200 x 23 mm., | cmc. de lait, exactement mesuré, et 6 a 7 cmc.
d'acide nitriqgue concentré de densité 1,39-1.40, puis l'on procede
comme dans le cas des solutions de caséine.

On fait bouillir pendanf 2 minutes exactement, on .refroidit, et
I'on transvase le liquide dans un matras jaugé de 50 ou de 100 cme.
(la concentration en matiére protéique ne doit pas dépasser 70 mgr%).
On neutralise dans le ballon méme avec une solution de soude
concentrée a 40 %, en ajoutant un léger exces. On complete [us-
qu'au trait, et, aprés agitation, on filtre sur amiante. La vitesse de
filtration doit étre de 40 a 50 erne; en 5 minutes.

Le liquide, qui doit étre limpide, est porté rapidement dans la
cuve du colorimétre et comparé & la solution étalon (18,6 cc. de
solution décinorrnale de bichromate de potasse + 2,7 cc. de solu-
tion centinormale de permenganate de potasse) -le tout complété,
avec 'de l'eau distiilée, a 100 cc. La coloration de cette solution éta-
lon est la méme que celle présentée par 60 mgr de caséine traitée
comme il est dit plus haut dans un ballon jaugé de 100 cc.

A l'aide de cette méthode, nous avons fait. une série de détermi-
nations. Les résultats sorrr indiqués dans le tableau Il suivant:
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TABLEAUU.
cme.Te.it | o2s| os0 1 2 |
Cmc, acide nitrique conc. ........ I 3 3 6 12 I 24
Capacité du ballon jaugé, en cc..... I 25 50 100 100 250
Gr. caséine au litre .............. 33,2 33,50 33,50 33,1 33,2
1

Nous avons appliqué cette méthode au dosage des protéines du
lait et des caséines. Les résultats ont été contrdlés simultanément
par ceux donnés par les méthodes DENIGES.et KJELDAHL. Dans
le tableau 111, nous donnons les résultats de quelques détermina-
tions:

TABLEAUIIL.

IVIéth. Kjeldahl Mé~h. Denigés :Méth. i NOakHouc,

1 Lait de vache 28,0 gr. % 28,50 gr. %
2 30,75 31
3 32 32

o« 4 40 41
5 Lait de bufflesse .. 38 39
6 40,50 41
7 42 42
8 45 46
9 35 41
10 34 41
11 Caséine Harnrnars-

ten . 88 88,50

12  Caséine industriell~ . 80,50 7985

1

Les résultats obtenus avec la nouvelle méthode sont aussi précis
que ceux obtenus avec les autres méthodes. Nous attirons I'atten-
tion sur les cas 9 et 10 du tableau précédent. On observe, dans ces
cas, une différence frappante. En cherchant les causes de cette diffé-
rence, nous avons pu constater les choses suivantes: le lait analysé
avait été préalablement gelé (les déterminations étant faites pendant
I'hiver). Ce changement accidentel pourrait étre la cause de pertur-
bations dans la structure physique' des colloides protéiques, entrai-
nant un comportement différent lors de la précipitation ultérieure
par le réactif iodo-mercurique (c'est ce réactif que l'on utilise dans
la méthode de DENIGES).

DOSAGEDE LA CASEINESEULE.- On peut doser la caséine du
lait en procédant comme suit:
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On dilue 1 cmc. de lait dans 4 cmc. d'eau distillée et I'on ajoute
jusqu'a précipitation -totale (pH 4,6) de l'acide acétique a 2 %
(5 a 6 'gouttes).

On filtre, sur un filtre plissé de 6 cmc. de diametre, et I'on rince,
avec quelques cmc. d'eau chaude, les particules du précipité restées
sur les parois de I'éprouvette dans laquelle a eu lieu la précipitation.
Apres écoulement complet du filtrat, on introduit le filtre avec le
précipité dans I'éprouvette de dosage. On ajoute 5 a 6 cmc. d'acide
azotique concentré et l'on continue I'opération comme il est dit
plus haut.

La différence obtenue entre les protéines totales et la caséine
seule nous révéle les protéines autres que la caséine.

CONCLUSIONS.

Dans ce qui précede, nous avons décrit une nouvelle méthode
colorimétriq ue pour le dosage des protides du lait. La méthode est
basée sur la réaction xantho-protéique. Elle a le grand avantage de
la simplicité, de la rapidité et de I'exactitude. Pour obtenir toujours
des résultats satisfaisants, il faut respecter les conditions suivantes:

1° La concentration en substances protéiques prises dans l'ana-
lyse ne doit pas dépasser 70 mgr pour 100 cc.

2° La neutralisation et l'alcalinisation a la soude doivent se'
faire en ayant soin de bien .refroidir. Autrement, et spécialement
dans le cas du lait total, la présence du lactose peut fausser les
résultats.

3° Les mesures colorimétriques doivent étre faites le plus rapi-
dement possible, tout au plus 15 minutes aprés la neutralisation, la
couleur s'atténuant avec le temps.
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