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146. Recherches sur la cas6ine VIIl). 
Identit6 des y-cas6ines retir6es de la cas6ine et de la paracas6ine 

par EmiIeCherbuliez et Bertrand Wolf. 
(11 VI 53) 

On sait depuis longtemps que la caseine est un melange de plu- 
sieurs protides. MeZZander2) a montre par Blectrophorbse l’existence 
de 3 constituants, a,  ,5 et y ,  auxquels s’ajoute encore la 6-cas6ine3). Le 
fractionnement de la caseine (voir p. ex. Cherbuliex &Buudet4)) permet 
effectivement d’en retirer ces 4 protides distincts. D’autre part, la 
casdine, dont le sel de calcium est soluble, est transformee par le lab- 
ferment (prdsure) a un pH d’env. 6,5, en un produit dit paracaseine, 
caracterise par l’insolubilite de son sel calcique. 

Recherchant la nature de la transformation operee par l’enzyme, 
Baudet, avec l’un d’entre nous (loc. cit. I), a pu montrer que la cashine CI 

subissait, sous l’influence du labferment, une transformation en une 
(( paracashine u D, caractdrisee, comme la paracaseine entibre, par 17in- 
solubilite de son sel calcique. La cashine ,5 par contre pouvait &re 
retiree sans modification d’une caseine emprksuree. 

Dans le present mkmoire, nous montrons que le constituant y 
demeure lui aussi intact aprbs action de la pr6sure. En effet, la y-cas6ine 
extraite de la caseine native, et la y-casdine extraite de caseine ayant 
subi l’attaque labique (paracaseine) se sont trouvees identiques. 

Nos y-cas6ines ont BtB prhpar6es par precipitation en milieu aquo- 
alcoolique selon Hipp et c0115). On obtient ainsi d’abord un produit 
contenant encore 36 % d’cr- et de ,5-cashine. Pour la purification finale, 
Hipp precipite les M- et ,5-casBines B froid B pH 4,7, puis retire la 
y-cas6ine de la solution par precipitation B son point isoelectrique au 
pH 5,s 30°. La precipitation B 30° nous ayant fourni un precipite 
d’aspect gklatineux qui se remet difficilement en solution, nous avons 
remplacd cette precipitation B chaud par une precipitation achtonique 
B 0 0 .  Pour &parer la y-caseine d’une impurete (plus lente B 1’6lectro- 
phorbse) nous avons effectue une precipitation fractionnee avec l’ac6- 
tone au pH 5,4, O o  Bgalement. La y-caseine prdcipite, purifiee, dans 
la fraction 0-33% acetonique (solutions B la concentration en pro- 
tkines de 2 % env.). La fraction 33 -66 % acetonique est considhrable- 

l) E. Cherbuliez & P. Baudet, Helv. 33, 1673 (1950), cite plus loin comme loc. cit. I. 
2, 0. Mellander, Biochem. Z. 300, 240 (1939). 
3, E. Cherbuliez & J .  Jeannerat, Helv. 22, 959 (1939). 
4, E. Cherbuliez & P .  Baud&, Helv. 33, 398 (1950), cite plus loin comme loo. cit. 11. 
5 )  N .  J .  Hipp, M .  L. Groves, J .  H. Custer & T .  L. Mc Meekin, Am. SOC. 72, 4928 

(1950). 
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ment enrichie en la substance accompagnant la y-caseine (probable- 
ment la 8-casBine; cf. CherbuZiex & Baude t ,  loc. cit. 11). 

Nous n’avons pu reproduire de fapon reguli&re les resultatsobtenus 
par Hipp. Certains extraits Bthanoliques, obtenus par nous en plus 
petite quantite que ne le laisse prhvoir la description de Hipp, etaient 
par contre enrichis davantage en y-caseine. Le cas contraire d’un 
extrait pauvre en constituant y ,  et plus important en poids que la 
moyenne indiquee par cet auteur, a Bgalement B t B  observe. 

Le m6me fractionnement, selon Hipp, a BtB applique 8, la para- 
caseine, obtenue par empresurage d’une solution de caseine (sel so- 
dique) selon Cherbuliex & Baudet ,  l o ~ .  cit. I. 

Avec la solution de paracaseine, on observe lors de l’adjonction 
de 1’6thanol au pH 7,0, la precipitation nette d’un constituant protei- 
nique, alors qu’au contraire, dans le cas de la caseine, l’addition de 
l’alcool a pour effet de fluidifier la solution, normalement tr&s vis- 
queuse, et de diminuer son opalescence. 

Pour nous assurer que le traitement de la caseine et de la paraca- 
shine 8, 1’8thanol 8, 25O n’avait pas entrain4 une denaturation de nos 
y-caseines, nous avons compare celles-ci 8, une y-casdine de caseine 
extraite sans intervention d’kthanol par un procede ne recourant qu’a 
des variations de pH en milieu aqueux et aquo-acetonique 8, basse 
temperature (selon CherbuZiex & Baudet ,  loc. cit. I). 

Deux observations nous ont permis d’amhliorer les conditions 
d’obtention de la y-caseine: 1. Sa separation est facilitee par une decal- 
cification poussee du caseinate de sodium. Dans ce cas la y-caseine est 
retiree du melange avant la /?-casBine, contrairement au fractionne- 
ment de CherbuZiex & Baudet. On se retrouve dans les conditions de 
fractionnement observees par ces auteurs sur la paracasdine, ou la 
separation des diff6rents protides est relativement aisee. - 2. On 
remarque un abaissement apparent du point de precipitation iso- 
Bleetrique des constituants de la cashine en presence de sels neutres 
(ClNa p. ex.); ce phenomhe, peu sensible pour les fractions M et /?, 
est par contre tr&s marquB avec la y-caseine. C’est certainement ce 
qui a fait attribuer par CherbuZiex & Baude t  (loc. cit I) 8, la y-caseine 
un point isoBlectrique au pH 5,2. 

Aprks purification, nous avons obtenu par ces trois mdthodes des 
y-casdines en tous points semblables, ayant les caracteristiques indi- 
quees par Hipp et coll. : teneur en phosphore = 0,11%; absorption B 
280 mp = 0,50 (1 g de substance par litre). Nos produits possedaient 
la m6me purete Blectrophoretique que la y-caseine de Hipp. 

Un melange en quantitks Bgales de y-caseine, retire de la caseine, 
et de y-caseine extraite de la paracashine, a montrB un seul composant 
B 1’6lectrophorese. 

Ces constatations montrent bien l’identite de la y-caseine retiree 
de la caseine et de celle qu’on retire de la paracaseine. I1 n’est toutefois 
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pas exclu qu’une partie de la, y-caskine sit k t6  modifi6e par le labfer- 
ment, puisque les procbdks de sbparation et d’extraction de la y-ca- 
seine sont loin d’&tre quantitatifs, et l’apparition dans la paracasdine 
d’une fraction representant un produit dBriv6 de la y-caskine aurait pu 
Bchapper. 

Partie  expiirimentale. 
a) Caskine et puracaskine. La casBine a 6t6 preparee h. partir de lait 4cr6m6 frais 

selon Hipp  et coll. Pour l’obtention de la paracaskine, la casbine extraite de 10 1 de lait 
est emprBsurBe comme sel sodique 30 min. a 370 et  au p H  6,2 (volume de la solution 
2800 em3), par 10 em3 de presure Hnnsen. L’enzyme est ensuite d6sactivB par chauffage 
de 5 min. Q SOo, et la solution, refroidie aussi rapidenient que possible dans un bain d’eau 
glacee e t  utilisBe directemont pour le fractionnement. 

partir de la caseine 
a Btb conduit selon Hipp  et coll. Quant a la paracaseine, nous avons utilise oxactement 
le mbme procBd6; ici on note que lors de l’adjonction de 1’6thanol B p H  7, il y a prbcipi- 
tation d’un constituant de la paracadine, que nous n’avons pas examine. 

Dans le cas de la casBine nous avons obtenu parfois des resultats aberrants dont 
nous ne nous expliquons pas la cause (voir tableau donnant quelques essais aberrants). 
Les rendements semblent diminuer lorsque l’on opere B une temperature plus basse que 
25O et  la tempbratiire optimale parait comprise entre 25 et  30O. h’ous n’avons pas fait 
line 6tude systbmatique de ces points. Les valeurs du tableau ont Bt6 observBes pour le 
fractionnement de la casBine retiree de 10 1 de lait. Pour le calcul des rendements, nous 
avons admis que cette quantitb de casBine 6tait de 280 g. 

Tableau. 
Premier fractionnement de la caseine iL 1’6thanol. 

RBsultats aberrants. 

b) Xkparation de la y-ense‘ine. L’isolemcnt de ce constituant 

~- ~ 

Enrichissement de y 
dans le produit 

obtenu 

15 X 
14 X 
20 x 

l x  

Rendement 
(%)  

_________ ~ ~~ 

Remarques 

- 

Indications de Hipp  
t < 250 
t > 250; Precipitation 

avec trop de C1H 
t < 25; Pr6cipitation 

avec pas assez de C1H - 

62,3 
46 
21,5 

22 

Teneur en y-cas6ine 
(yo)  du produit 

obtenu 

44 
42 
60 

21 

c )  P ~ r i f i c a ~ i f f n  jinule de Eu y-cnskine. 4 g d’extrait enrichi en y-cas6ine sont dissous 
en milieux aqueux avec le minimum de XaOH 0,l-n. (volume 300 em3, pH final 6-6,3), 
et  l’cc e t  la B-casbine sont prBcipit6es a froid par addition de ClH 0,l-n. jusqu’8 un pH 
de 4,7. Ce precipite ayant 6tB &mine par centrifugation, une pointe de spatule d’acetate 
de sodium est ajout6e ~3 la solution et  son p H  est ajust6 h. 5,8 par addition de NaOH 
0,l-n., l a  solution &ant toujours maintenue a 00. On coule alors en mince filet, dans la 
solution agitee leiitement de fagon mbcanique, de l’acetone jusqu’8 une teneur de 50%. 
Le pr6cipite separ6 par centrifugation contient la presque totalite de la y-caseine qui 
Btait prBsente dans la solution. Pour redissoudre le prBcipit6, on l’additionne dans le tube 
Q centrifuger d’un peu d‘eau et  chasse l’acBtone par un courant d’air; ensuite on ajoute 
de l’eau pour porter le volume 300 em3. La solution est port6e A froid au  p H  4,7. On 
Blimine par Centrifugation prolongee le trouble prhsent ce pH (a  e t  /?). La solution 
limpide est amenee B p H  5,4 par addition de NaOH 0,l-n., additionnee d’une pointe de 
spatule d’acetate de sodium et  precipitke par addition d’acBtone jusqu’8 une concen- 
tration finale de 33%. Le precipit6 obtenu par centrifugation fournit une y-caseine 
pratiquement pure (purett5 98%). Une nouvelle quantite, beaucoup plus faible, de y- 
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caseine peut %re obtenue en portant 8. 66% la teneur en acetone de la liqueur aquo- 
acktonique. Cette fraction est considerablement plus riche en constituant L migration 
Blectrophor6tique plus lente (8 ?), mais peut &re refractionnee a son tour. 

d )  Extraction de la fraction y de la cusdine sans emploi d’dthanol. A 10 1 de lait frais 
8crhmh, non pasteurid, nous avons ajoutt5 sous agitation, 548 em3 d’oxalate de potassium 
en solution L 10%. A p e s  un repos de 24 h. L 4O sous toluene (quelques em3), le lait est 
separe par centrifugation de l’oxalate de calcium pr6cipit6. L’on recueille un liquide clair, 
jaune verdstre comme le lactoserum (pH 6,4-6,5). Par acidification de la liqueur au 
pH 4 5 ,  L temperature ordinaire, au moyen de HClO,l.n., on obtient un precipite de caseine 
qui est &part5 par filtration sur toile fine. Afin de &parer le iactoskrum contaminant la 
caskine, on effectue 4 lavages du prbcipith en remettant chaque fois celui-ci en suspension 
homogene dans i’eau distillhe L temperature ordinaire, en l’y maintenant 20 min. par 
agitation mkcanique, e t  en filtrant a nouveau sur buchner. 

La cashine remise en solution est delipidee par filtration sur Filter-Cel L pH 6. 
La y-casbine a 6th obtenue suivant les indications de Cherbuliez & Bazcdet concernant 
le fractionnement de la paracas6ine. La seule modification que nous ayons apportee est 
I’adjonction d’un lavage par l’eau distillhe pendant 30 min. L 20, du precipith d’cr-caskine 
obtenu. L’eau de lavage du precipite est riche en y-cas6ine (soluble L pH 4,7 en l’absence 
L peu prbs compl&te de NaCl). 

e) Mdthodes analytiques. 1. Les dlectrophorkses ont Bt6 effectukes, soit avec un appareil 
L optique Philpot-Svensson, soit avec un appareil de micro-6lectrophor&se, sur des so- 
lutions dans un tampon vkronal-acetate de force ionique de 0,1, resp. au p H  7,5 ou 8,4, 
dialysees 48 h. rontre le tampon, ce dernier &ant renouvele toutes les 12 h., pour les 
grandes 6lectrophorBses; la dialyse a B t B  effectuee pendant 2 tt 12 h. dans des micro- 
dialyseurs prevus iL cet usage, dans le cas des micro-6lectrophor8ses. Dans les micro- 
Blectrophorhses, seul le gradient ascendant est visible. 

2. Le dosage de l’azote protdique a 6th realis6 soit par micro-Kjeldahl, soit par dosage 
colorimetrique de la reaction du biuret, selon Baudet & Giddeyl). 

3. Pour le dosage du  phosphore, la solution 1 dksagreger est introduite dans nn matras, 
additionnee de 2 em3 d’acide perchlorique Q SO%, et  maintenue Bbullition jusqu’a 
dbcoloration et  clarification. On ajoute alors env. 10 em3 d’eau distill6e e t  prolonge 
1’6bullition encore 1 h. On dose le phosphore present sur une partie aliquote de la solution 
port6e B 25 om3, par colorim6trie au bleu de molybdene, selon Cldment de Trazx). 

4. Absorption U V.  : Dkterminees au spectrophotomhe photoblectrique Beckman 
DU L quartz. Lea solutions a examiner sont diluees dans un tampon d’6lectrophorAse 

la concentration de 1 g par litre pour la B- .et la y-cas6ine et  de 0,5 g par litre dans le 
cas de I’cr-cas6ine. 
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SUMMARY. 
The purification of y-casein has been studied. The separation of 

y-casein from the other proteins of casein is rendered easier by pre- 
liminary decalcification (precipitation of Ca** as oxalate). 

y-casein extracted from either paracasein or natural casein proved 
to  be identical. It seems therefore probable that rennin does not exert 
any effect on the y-constituant when it attacks casein. 

Laboratoire de Chimie organique et pharmaceutique, 
UniversitB de Genhve. 

l) P .  Baudet & C. Giddey, Helv. 31, 1879 (1948). 
2) Clement de Traz, Thkse 1065, Geneve (1943). 




