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116. Reeherches SUP la caseine III1). 
SUP le fraetionnement de la caseine et de la paracaseine 

au ehlorure d’ammonium 
par Emile Cherbuliez et Jean Jeannerat. 

(1. VI. 39.) 

Le p rob lhe  du fractionnement de la caseine a fait de trAs 
grands progrbs. On a maintenant toute une skrie de nikthodes per- 
mettant de montrer la non homogeneit4 de la caseine, sans faire 
intervenir des opBrations qui risqueraient d’entrainer une dBgrada- 
tion. Dans cet ordre d’idbes, les travaux de Groh2) semblent parti- 
culibrement intkressants. Cet auteur a obtenu des fractions nette- 
ment diff4renciees par certains critbres analytiques (teneur en tyro- 
sine et en tryptophane, pouvoir rotatoire), par nne dissolution de 
la cast!ine dans une solution aqiieuse coneentree d’urBe, suivie d’une 
prkcipitation fractionnee par l’alcool. Ce proc6dB a donne 2L Groh 
deux fractions, qu’il a retrouvees d’ailleurs aussi par fractionnement 
d’nne solution de casPine dans le phenol (dissolution dans le phenol 
B 70 O, fractionnement par additions successives d’alcool), ou encore 
par prkcjpitation fractionnke du casPjnate d’ammonium en solution 
alcoolique de 70% par de l’acide chlorhydrique diluP. 

Ce dernier proc4dP. s’apparente ii notre avis le plus 2L celui que 
l’un de nous a ktudit! avec divers collab~retcurs~); il consiste essen- 
tiellement en la precipitation fractionnee par addition d’un acide, 
d’une solution aqueuse de cashinate en prksence de certains sels 
neutres, notamment de 5 %  de chlorure d’ammonium. Dans les 
deux cas, la sBpsration, qui n’est pas realisable dam de l’eau comme 
dissolvant, le devient lorsqu’on modifie le dissolvant eau, soit en 
le remplapnt par de l’alcool B 70%, soit en le remplaqant par line 
solution aqueuse de certains sels minbraux. 

A. PRACTIOPU’NEMENT DE LA CASfiINE. 
~ ’ U Y  l’homoge‘ne’itite‘ des fractions. 

Le procBdB au chlorure d’ammonium now avait donne 4 frac- 
tions, dksignbes provisoirement par ccI, aI1, y et 6. Mais les diverses 
fractions obtenues n’avaient pas encore Pt4 soumises A une purifi- 
cation systdmatique par repetition de notre processus de fractionue- 
ment. Leur homogheith n’Ptajt done aucunement 6talnlje. C’est 
cette lacune que nous avons comblhe, avec le rbsultat que le nonibre 

l) 11: E. Cherbuliea et, Pr. b leyer ,  Helv. 16, 600 (1933). 
2, Z. physiol. Ch. 226, 32 (1934). 
3, Cherbzdiez et 11.1. L. Schnezder, Helv. 15, 597 (1932); Cherbuliez et Xeyer, loc. cit. 
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des fractions obtenues a l'aitle dc notre procPdG se rPduit de qimtre 
B. trois, la fraction sc scindant en uI et en y. 
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Le schdma ci-contrc. rdsume la niarche des opdrations. I1 montre 
clue les quatre fractions olotennes directement k partir de la caseine 
sont toutes relativement peu homogenes (purification I). la deu- 
sikme purification, olII disparait complktement, pour faire place B G C ~  

et a 7. Quant a 6, cctte fraction est d'emblde presqne homoghe puis- 
qu'elle se dissout B peu prks intkgralement dans le chlorure d'am- 
moniurn et in6me dans l'eau si on a soin de prendre un prcduit 
fraichement precipit6. 
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La technique suivie a B t B  essentiellement celle dPcrite dans le 

prbc4dent mbmoirel). 15 p. de cas6ine sont suspendus dans 1140 em3 
de chlorure d’ammonium a 6 o/o et 90 em3 de chlorure d’ammoninm 
B 30°/o (sel exempt d’ion SO,”). La dissulution s’opbre par addition 
progressive de 140 em3 de soude caustique 0’1-n.; pH final 6’5. On 
ajoute., toujours en agitant, la quantitk 4quivalente d’aeide chlor- 
hydrjque decinormal (pH 4’8)’ puis encore 5 em3 pour arriver au 
pH 4’6 et precipiter xI.  On centrifuge, lave les culots b, l’eau distillee 
et les conserve dans I’acPtone si on ne peut continuer imm6diatoment 
le fractionnement. Le liqiiide de centrifugation donne par addition 
de 1/5Bme de son volume d’ac6tone la fraction M~~ trait4e coinme la 
prdc4dente. La liqueur portBe au pH 3’8 par addition d’acide chlor- 
hydrique ddcinormal fournit y. Pour ohtenir (3, on ajoute 4 volumes 
d’acdtone k la liqueur-mhre de y .  On peut modifier ici avec avantage 
le prockdk: le pH optimum de prdcipitation de 8 par l’acPtone se 
troure &re a 5’8; B ce pH, deux volumes d’acdtone suffisent, et 
la floculation de eette dernihe fraction, toujours lente, se fait le 
mieux si on ajoute d’abord 1 volume d’acktone, puis, apr&s repos 
d’une nuit, le second. 

Pour la purification, chaque fraction est dissoute dans de la 
soude en pr6sence de chlorure d’amnionium et traitPe comme si on 
avait affaire 2i de la casdine. 

Avec une casPine prdparde par nous-m6mes k partir de lait 
4crdm4, nous avons obtenu les rendemcnts suivants : 

Caskine mI 32,8%; caskine y 48,7%; caseine 0 3 3 % ;  pertes 150,;. 
Nons ramenons ainsi B deux les fractions constituant princi- 

pallenient la cas&ile, s6pnrBes par notre procPd4 ; une comparaison 
directe. clue nous n’avons pas encore pu effectucr, s’impose naturelle- 
ment avec les 2 fractions de Groh.  

Faructionnement en prksence d’ion Ca.. . 
Notre prbparation de caseine contenait encore un peu de cad- 

cium (0’24 yo). Pour vdrifier si la prdsence de cet ion pouvait influer 
sur le rPsultat obtenu, nous avons effectu6 une opPration en rem- 
plaqant la soiide caustique par de l’eau de ehaux, avec un rPsultat 
inchangP j l’ohtention de nos fractions est done indbpendante de ce 
facteur. 

,? gr. de cas4ine suspendus dans 330 em3 de chlorure d’ammonium 
k so/: A- 45 em3 de chlorure d’ammonium Zt 207; sont dissous par 
addition de 100 em3 d’eau de chaux (titre : 0,835 mgr. CaO/em3). 
Le pH est 6,3. L’addition de la quantitB dquivalente d’acide (47 em3 
d’acide chlorhydrique 0,l -n.) prkcipite xI qu’on centrifuge. Rprbs 
skparation du prkcipit6, l’addition d’un cinquikme du volume d’acb- 

KO 976. Genkve 1937. 

- 
l) loc. cit.; pour plus de details. v. J .  Jeamerat,  Recherches sur la caskine, these 
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tone pr6cipite gI1. Le liquide separb, amen4 au pH 3,s par 15 enis R’a- 
cide chlorhydrique 0,1-n., laisse floculer 17. 6 est ohtenae dans les 
conditions dkjh d6termin4es. 

Action de la prksure. 
Cherbzdiea et M e y w  avaient constat6 que, de leurs 4 fractions, 

6 n’Ptait pas modifike par la prksure, ccI et y ktaient coaguldes incom- 
plktement, et que zII  Btait pr6cipit6e le plus complktement. Nous 
avons pu confirmer ces r6sultats en ce sens que l’action de la pr6- 
sure est pratiquement nulle sur 6, et maximum sur le mblange de 
ar et  de y ,  tandisque chacun de ces deux drrniers constituants ne 
subit sbparbment qu’une coagulation incomplbte. 

Pour ces essais, nous avons remplack l’extrait commercial de 
prPsnre employ6 prBcPdemment par une poudre de prbsure fournie 
gracieusement par la maison Pabre, d’Aubervilliers. Cette pr6pa- 
ration est pratiquement exempte de pouvoir prot4olytique au pH 
d’action de la pr6sure et dans nos conditions de travail (ce yui 
n’btait pas le cas de l’extrait): 2 gr. dc blanc d’ceuf cuit dur, tamis4, 
suspendus dans 20 cm3 d’eau sont additionnds de 0,6 mgr. de prk- 
sure et maintenus 30 minutes B 35O. La teneur en azote de la solu- 
tion filtrbe ne d4passe pas celle d’un essai a blanc avec la pr4sure 
seule. 

Pour l’emprksurage, nous avons adopt6 line technique de Porcherl) : 
un lait artificiel est prPpar6 avec du casPinate et du chlorure (et non 
du phosphate) de calcium. Une solution de cas6ine B 3%, obtenue 
par addition d’au moins 510 mgr. de CaO par litre, est additionnPe 
de 1 / l O O  mol.gr. de chlorure de calcium par litre, soit de 6,7 cm3 
C1,Ca 0,05-m. par gr. de cas4ine. Avec nos substances, ces solutions 
se prdparent en dissolvant les diverses fractions, en suspension dans 
de l’eaa, par addition progressive d’eau de chaux en agitant cons- 
tanirnent ; la solution laiteuse obtenue contenant gknhlement plus 
de 5 20 mgr. CaO par litre, est additionnPe ti’acide chlorhydriqiie 
decinormal jusqu’h obtention du pH 6 de l’emprksurage, ensuite on 
ajoute encore le chlorure de calcium nPcessaire pour obtenir la quan- 
tit@ voulue de chlorure de calcium. La quantiti. d’cau de chaux 
nbcessaire varie; elle cst plus Plev6e pour ccI que pour y (C‘h. et 31. 
l’avaient d@ja observb). I1 faut avoir soin d’a,jouter soit l’acide 
chlorhydrique, soit le chlorure de calcium trbs lentement pour Bviter 
des floculations parfois irrkversibles. Les solutions sont portkes a 
35O, additionndes de 1 mgr. de pr6sure par gr. de substance et filtrbes 
a p r h  15 minutes du coagulum formc. Pour @tablir le degrk dc coagu- 
lation, on comparc Z’azote du filtrat B la teneur en azote dkterminbe 
clans nne partie aliquote de la solution avant l’emprksurage. 

l) J. Poreher, Lc lait au point de vue colloidal, Lyon 1930. 
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Eau de chaux A~~~~~ 

avant (0,835 mgr. 
CaO/l) 
par pr. l’empresurage 

47 cm3 laiteux 

Substance 

XI 

Les chiffres de ce tableau montrent que l’action prhcipitante 
de la prPsure sur 6 est pratiquement nulle. x1 et y sont prPcipitPs 
en majeure partie sous forme de sels calciques. 

Comme on ignore la nature des transformations qu’opere la 
prPsure siir la casbine, on ne pourrait formuler que des hypothkses 
pour interprPter nos observations. La prPsure est un ferment dont 
le substratum est un protidc natif. I1 est intPressant de noter que 
ce ferment ne semhle agir que sur cies molGcules complexes de nature 
protkique proprement dite, comme les fractions ‘ A ~  et y de la casdine, 
tandis qu’un constituant comme la S, qui prPsente les caractbres 
gPnPraux d’une alhumose, n’est pas atteint. On trouve 1$ une cer- 
taine analogie avec 1es protPases du type de la pepsine qui n’agissent 
pas non plus sur les albumoses. Reaucoup d’auteurs ont voulu 
voir dans l’action de la prdsure un clivagc de la molhcule protbiqne. 
Ce clivage devrait porter naturellement aussi sur les fractions indi- 
viduelles G C ~  et y lorsyu’elles sont modifiGes par la prbsure. Or, la 
precipitation des 4/.5Bmes environ de ces deux fractions n’est pas en 
elle-m@rne un argument en Yaveur d e  cette hypothkse puisque le 
m6lange de c ( ~  et de y est prPcipitP beaucoup plus complbtement. 
D’autre part, 6, m6me mblangbe aux autres fractions, n’est pas prP- 
cipitbe (dernikre ligne du tableau). Nous reviendrons sur ce point 
dans la note suivant cet article. 

B. FRACTIONNEMENT DF, LA PARACASl?INE. 
On appelle paracasbine un produit de transformation de la 

casPine forme sous l’influence fermentative de la pr6sure. On ignore 
encore totalement le nikcanisme de cette transformation ; jusqu’h 
present, on sait seulement que la, paracaskine se distingue de la 
caseine par I’insolubilit~ de son sel de calcium. Du moment que la ca- 
sbine n’est pas un produit homogbne, mais form6 de divers constituants 
precipitables ensemble par la presure, on peut prkvoir que cette 

Aspect DegrB de 
aprBs coagulation 

1’emprCsumpe en % 

presque solide 80,l 

1) Ensemble des fractions ctI, aII e t  y, sans delta, obtenues par un premier fraction- 
nenient au chlorure #ammonium. 

Y , 32cm3 
6 50 (31713 

45 cm3 40 “1 + 60 y 

63,l 

laiteux soiide 90,6 
o p a L x n t  1 opalLent  9,B 

caseine moins 81) 97,8 
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paracasBine cloit prPsenter une inhomogknkitb semblable B celle de 
la casPine elle-nGme. L’expkrience a confirm4 ces prhisions. 

Preprat ion de pamxseine. 
La prdparation de paracaskine exempte de calcium ne semble 

pas avoir B t P  BtudiPe spkcialement. Deux voies s’offrent. Par empr4- 
surage d’une solution de c a s h a t e  de calcium, on pcut prPcipiter 
la paraenseine sous forme de son sel calcique, et la &parer ainsi a 
coup siir de la cas4ine. Mais l’dimination du calcium de ce prbci- 
pit6 nBcessite des operations rPpkt6es de redissolution et de reprPci- 
pitation. On peut encore faire agir 1% prBsure sur une solution de 
casBine en absence d’ions alcalino-terreus, de manikre k conserver 
la paracas6ine en solution; en amenant celle-ci au pH 4’6 aprks 
l’action de la presure, on provoque la precipitation d’une para- 
caseine aussi exempte de calcium que 1’8tait la casBine primitive, 
mais au risque de la voir souillhe de caskine kventuellement non 
transformke. Nous avons utilisP les deux voies, en obtenant des 
produits qui se comportaient d’une manikre identique au fractionne- 
ment subskquent. 

a )  50 gr. de caseine sont suspendus damns 650 em3 d’eau et dis- 
sous dans 650 em3 d’eau de chaux (titre: 1,41 nigr. CaO/cm3), puis 
ramends au pH 6 de coagulation par la pr8sure par addition de 60 cm3 
d’acide chlorhydrique dPcinorma1. La solution est additionnee en- 
suite de 275 em3 de chlorine de calcium 0,05-m. Toutes ces operations 
se font par addition trks graduelle avec une agitation continue. Le 
lait parfaitement homogkne est portk k 35O, additionnb de 23 mgr. 
de presure et centrifugk aprks coagulation complkte (20  minutes). 
Le culot est broye sous de l’eau distillee et lav4 k trois reprises par 
centrifugation avec de l’eau. La niasse visqueuse obtenue est su- 
pendue dans 1 litre d’acide chlorhydrique centinormal et agitee pen- 
dant quelques heures. Une bonne partie du calcium passe en solu- 
tion (pH final environ 4), et le produit devienl pulu4rulent comme 
la caskine ordinaire. Aprks deux rbpktitions de cette opBration, il 
ne passe presque plus d’ions de calcium en solution. La paracaseine 
est alors suffisamment dbbarrasske de calcium pour se dissoudre 
dam de l’ammoniayue B des pH infkrieurs B 7 (le paracaseinate primi- 
tif  demande pour sa dissolution un pH d’environ 9, auqucl le protide 
commence d4jh A &re dhgrad4). On la suspend dans 1 litre d’eau 
et  la dissout par addition progressive de 320 em3 d’ammoniaque 0,l-n. 
La dissolution est presque integrale. La solution du pH 6’4 est db- 
cantbe des particules insolubles k ce pH (sels calciques) et versPe 
dans 18 cm3 d’acide chlorhydrique 2-n. On note un pH de 4 qu’on 
ramkne lentement h 4,6 par addition de 50 em3 de soude caustiquc 
0,l-n. pour achever la precipitation. Le produit obtenu ainsi con- 
tient encore 0’7 yo Ca environ. On le suspend de nouveau dans de l’eau 
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et le dissout au moyen de 270 cm3 d’ammoniaque 0,l-n.; cette solu- 
tion est versPe dans 420 em3 d’acide chlorhydrique 0,l-n., de manibre 
S faire passer la paracaskine en solution acide. La solution clairc 
obtenue aprbs agitation est ramenbe au pH 4 6  par addition trbs 
lente, avec trbs forte agitation, de 150 em3 de soude caustique 0,l-n. : 
teneur en calcium du produit prPcipitP 0,2604, soit B peu prbs la 
teneur de la casbine utilisPe (0,24%). TJne rPpPtition de cette opP- 
ration abaisse la teneur en calcium B 0,19%. 

b )  15 gr. de caskine sont suspendus dans 500 cm3 d’eau et dissous 
par addition lente de 90 em3 de soude caustique 0,l-n. (pH final 7 ) .  
On revient au pH 6 par 16 em3 d’acide chlorhydrique 0,l-n. La solution 
est portke a 35O, additionnde de 10 mgr. de presure et acidulde aprbs 
30 minutes de repos a cette tempPrature, par addition de 80 em3 
tl’acide chlorhydrique 0,l-n. Un prBcipitB compact se forme. On cen- 
trifuge et lave a l’eau distillde. Ce produit (0,27 % Ca) ne se dissout 
plus du tout dans l’eau de chaux (absence de casbine). On le dissout 
dans 600 em3 d’eau avee 110 em3 d’ammoniaque 0’1-n. (pH final 6,s). 
La solution est versBe dans 168 em3 d’acide chlorhydrique 0,l-n. 
(pa final 3 , 2 ) ;  tout reste en solution; on revient alors au pH 4,6 
par addition de 63 em3 de soude caustique 0,l-n.: O,lS% Ca. 

Les deux Bchantillons de paracaseine paraissent identiques. 
Leurs teneurs en phosphore et en soufre sont normales (0,81% P et 

Fractionnement . 
Le fractionnement, effeetue sur des prises de 5 gr. de chacun 

des deux kchantillons de paracaskine selon a) et selon b ) ,  eat conduit 
selon notre prockdk ddcrit. La premikrc operation donne pour cha- 
cun des deux corps les fractions homologues a celles de la easBine, 
soit para xI, para aII, para y et 6. Par le prkfixe para, nous designons 
les fractions homologues qu i  se distinguent par leur insolubilitb dans 
l’eau de chaux des fractions correspondantes de la caskine. La der- 
nikre fraction ne se distingue pas de la fraction correspondante de 
la casdine, aussi la dksignons-nous tout simplement par b.  Pour la 
suite des opbrations, les fractions correspondantes sont rPunies. Comme 
pour la cashine, para xII disparait pour se winder en para tlI et para y .  

Les rendements en diverses fractions sont B peu prbs les memes 
pour un Pchantillon determine de caseine et la paracashine correspon- 

0,92 S). 

Substance 

Cas6ine IV . . . 

~ 

dante, sauf 

MI (paraq)  % 1 y (para y )  % ~ (7% 
1 

(’omme cela avait dP,jlt At4 constatk pour la cas&ne, ces chiffres 
varient avec les &chantillons, sauf pour 6 qui ne constitue jamais 
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qu’une part trds faible de la paracaskine; une autre paracaskhe 
nous a donne par exemple: 45,6% para 38,8% para y ;  O,S% 6. 

Tout comme la caskine, la paracasdine est done un mdange. 
On y trouve comme homologues des fractions ccI et y ,  et B peu pr&s 
dans les memes proportions que celles-ci, les fractions para ccI et 
para y ;  ces dernidres sont CaractPrisBes par les m&mes pH de prkci- 
pitation en solution aqueuse en presence de 5 %  de chlorure d’am- 
monium, que les fractions correspondantes ccI et y de la cas6ine 
dont elles se distinguent par leur insolubilitk dans l’eau de chaux. 
Mais B e8tk de cette insolubiliti! des sels calciques tie para aI e t  
para y ,  la paracasdine diffbre encore de la caskine par le fait qu’elle 
ne renferme presque pas de 6, fraction yui constitue le 4% de la 
caskine. A la lumibre de ces faits, on est naturellement amen6 B 
1’idPe yue la transformation de la casdine en paracaskine implique 
une modification des seules fractions a1 et y ,  la fraction 6 subsistant 
t’elle quelle en solution aqueuse. Dans la note qui suit, nous exa- 
minerons quelques consequences qui dPcoulent de ces observations. 

Laboratoire de Chimie organique et pharma- 
ceutique de l’Universit6 de GenBve. 

117. Recherehes SUP la easbine IV1). 
La protkose de Hammarsten n’est pas un produit de degradation 

de la casbine 
par Emile Cherbuliez et Jean Jeannerat. 

(1. VI. 39.) 

On sait depuis for t  longtemps que la coagulation du lait par 
1s prksure, telle qu’elle est pratiquke depuis des temps prkhistoriques 
pour la fabrication du fromage, repose sur la transformation fermen- 
tative de la caskine du lait en un produit appelk paracas6ine. La 
pameaskine se distingne de la cas6ine par l’insolubilite de son sel 
calcique. C’est cette insolubiliti! qui explique la coagulation du lait 
sous l’influence de la prksure puisque, dans le lait, la cadine est 
pr4cisPment B 1’6tat de c a s h a t e  de calcium. 

La nature de cette transformation fermentative est encore ma1 
Pclair4e. Hammamtcn2) a montrk que la solution aqueuse skpar4o du 
prdcipitk de paracasi!inate de calcium, c’est-B-dire le petit-lait, con- 
tenait en faihle proportion unc mstikre protkique diffPrente dc tous 
les protides qu’on avait pu  retirer du lait. Beaucoup d’auteur8 
ont alors admis avec lui que, sous l’action de la pdsure, la mol6cule 
de la caseine subissait une scission hydrolytique conduisant a deux 

l) 111: Cherhulsei et Jeannerat, article precedant, p. 952. 
2 ,  Jfaly’s Jahrcsbcrichte, 4, 135 (1874). 


