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Faute de patures, le pays trés crayeux et trés sec étant entiérement
livré a la cult ure, les vaches. vivent en étable toute I'année, et sont
nourries de résidus d'industrie  :dréches, mélasses, et de fourrage
artificiel; du 'moins a I'époque ou nous avons analysé leur beurre
(Septembre  1930). Nous n'avons pas trouvé d'indices aussi. faibles
dans toute la littérature beurriere

Indice de' saponification moyen: 208; .

Indice d'acides volatils solubles moyen: 16. (A suivre.)

RECHERCHES SUR LA CASEINE.
1. LA CASEINE N'EST PAS UN CORPS HOMOGENE.
ETUDE DE SON FRACTIONNEMENT
PAR LE CHLO-URE D'AMMONIUM ()

par
EMILE CHERBULIEZ et MARGARETHHA.ILY SCH-~EIDER.
(Travail du. Laboratoire de Ohimie organique de I'Université, Geneve.)

1. INTRODUCTION.

La caséine d'une espece animale donnée est une substance qui
présente des propriétés remarquablement  constantes lorsque, dans
sa préparation a'partir du lait, on a soin d'éviter tout ce qui, selon
les vues actuelles, pourrait l'altérer. Cette constance des propriétés
de la-caséine, notamment de celle qui est retirée du-lait de vache, a
fait affirmer déja a HAMMARSTENR), des 1877; son homogénéité.

A opriori, la constance. des propriétés d'un corps tel que la
caséiJe (3) ne prouv.e pas grand'chose en ce qui concerne son homo-
généité, car cette constance ne s'observe que pour des échantillons
obtenus par un procédé toujours le méme dansses grands traits:
précipitation a un pH' donné, éventuellement répétition de cette
opération a partir dune solution dans de l'alcali dilué, obtenue en
ayant soin de ne jamais-dépasser le pH 7. Les éonditions de préci-
pitation étant ainsi constantes, il n'y a aucune raison d'espérer
.pouvoir réaliser une séparation de colloides s'entrailnant  récipro-.
quement lors de leur floculation dans des conditions toujours les
mémes: Cette notion de l'impossibilitté  de séparer les constituants
éventuels de la caséine par simple répétition de la précipitation a

été développée particulierement nettement par LINDERSTROM-
LANG (4). . ,

(1) Reproduit de Helvetica Ohimica Acta, 15, 597 (1932), avec l'autorisation de la
Rédaction.. ,

(2) Acta Reg, Soc. Scient. Upsal. NO X (1877), cité d'aprés LrNDERSTROM.LANG, C.r,
trav, Lab. Carlsberg 17, No 9(1929).

(3) Dans la suite de cette note, nous entendrons par «caséine» tout court toujours la
caséine du lait de vache.

(4) C.r, trav. Lab. Carlsbergl7, No9, 2 (192,9).
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Malgré la constance de ses propriétés, la caséine a été considérée
par un certain nombre dauteurs comme- un mélangecd"au  moins
deux corps différents; 1ilY a en effet toute une série d'observations
qui sont difficiles & concilier avec la notion dhomogénéité de ce
corps. Parmi ces faits, citons notamment les observations suivantes.

En 1880, déja, DANILEWSKY et RADENHAUSEN (1) ont observé
que la caséine est partiellement soluble, dans l'alcool & 50 % a

I'ébullition.  Cette observation, qui n'a guére été retenue, est a

rapprocher peut-étre d'une constatation faite presque 40 ans plus
tard par OSBORNE et WAKEIVIAN (2). Ces auteursont  pu retirer dela
caséine, par action de l'alcool chaud, une petite quantité (0,5 %)
d'un protide soluble dans l'alcool et exempt de phosphore.

En-1898, ALEXANDER (3) a constaté que la précipitation de la
caséine par le sulfate d'ammonium de la solution neutre dans de la
soude caustique diluée, se fait dans un intervalle de concentrations
relativement étendu, comparé au rapprochement de la limite des
concentrations nécessaire pour le début d'une précipitation et suffi-
sante pour une précipitation intégrale, pour d/autres protides.

KOBRAK (4), en 1900, a fait une observation intéressante qui
semble avoir passé a peu prées inapercue: il a constaté que la caséine
du lait de vache, aussi bien que celle du lait de femme, est par-
tiellement soluble dans les solutions diluées de quelques sels min-é-
raux, tels que le chlorure de sodium, le sulfate de magnésium et le
sulfate de sodium. .

Tout récemment, -LINDERSTROM-LANG a repris l'étude de la
-caséine au laboratoire de Carlsberg, avec toutela précision et la
méticulosité de cette école remarquable. Cet auteur a constaté
d'abord (5) que la solubilit¢ de hi. caséine dans l'acide chlorhy-
driqgue dilué en présence de chlorure de sodium, a température et
concentration  égales, était fonction de la quantité de caséine mise
en ceuvre - comme si la caséine était composée d'au moins deux
fractions de solubilités différentes. Il a constaté en outre (6) qu'on
pouvait obtenirdés fractions qui se distdnguent par leurs propriétés
chimiques (composition centésimale, proportions des amine-acides
dans les produits d'hydrolyse). et physico-chimiques (vitesse de
coagulation parla présure, pouvoir neutralisant vis-a-vis de bases) ;
il suffit de traiter la caséine par exemple par de l'alcool chlorhy-
drique tres dilué, a 700, et de précipiter les solutions obtenues, par

(1) Forschungen auf dem Gebiet der Viehhaltung 2, 1 (1880): cité d'aprées O. HAM.
MARSTEN, Z. physiol. Ch. 7,227 (1883).

(2) J. biol. Chern.33,7,243 (1918).

(3) Z. physiol. Ch. 25, 411 (1898).

.(4) P1uger's Ar?h. ges, Physiol. so, 69 (190,0).
(5) C.r. trav. Lab. Carlsberg 16, NO 1 (1925).
(6) Z. physiol. Ch. 176, 76 (1928); C.r, trav. Lab. Carlsbergl7, No 9 (1929).
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addition, fractionnée de soude, pour obtenir toute une série. de
fractions légérement mais nettement différentes les unes des autres.-
LINDERSTROM-LANGroit pouvoir écarter I'hypothése d'un début
de désagrégation de la' caséine par le traitement & l'alcool chlor-
hydrique .en s~ basant sur des constatations expérimentales tres
nettes : non seulement Il'azote formol n'est pas augmenté par ce
traitement, mais encore -toutes les fractions obtenues, réunies,
donnent’ un produit qui possede toutes les propriétés physico .
chimiques et chimiques dela caséineprimitdve. Les travaux cités ten-
dent donc afaire admettre que ce qu'on appelle caséine est un mélange
d'au moins deux corps différents; mais la séparation de ces corps
encore plus ou-moins hypothétiques n'a pas encore pu étre réalisée:
LINDERSTROM-LANGstime que ses différentes fractions ne repré-
sentent toujours que des mélanges dans lesquels les proportions'
primitives des constituants sont s;ulement légerement changées.
Les déterminations toutes récentes de poids moléculaire laites
par SV;EDBERGet ses collaborateurs (1) par . ultra-centrifugation
confirment la théorie de- la non-homogénéité de la caséine. La
caséine «pure» est un mélange de molécules -de grandeurs trés
.variables (75.000 a 375.000), tandis,qu'une certaine fraction, obtenue
selon LINDERSTROM-LANG@ar fractionnement dans l'alcool.chlorhy-
drique, a présenté des molécules de grandeur constante (375.000),
Le probleme de la non-homogénéité de la caséine étant ainsi
posé, il faut envisager non seulement la question du nombre et de
la nature des consuituante :ilYy aencore celle de la constance ou de la
variation de leurs proportions respectives dans la «caséine » d'~ne
espece déterminée. La encore, nous avons des données qui ten-
draient a faire admettre non seulement que la . caséine »pure est un
mélange, mais encore que ce mélange, méme chez un individu
détermingé, n'est pas de composition constante. .
H. MEIER (2) a déterminé les limites inférieure et supérieure du
pH entre lesquelles la caséine est précipitée de la solution aqueuse de
son sel alcalin, ceci en fonction de la température. 1l constate que les
'limites de pH entre lesquelles se fait cette précipitation sontd'uut.anb
plus rapprochées que la température est plus basse, On peut déter-
miner une température-limite de floculation, minimum nécessaire,
méme au pH opt.imurnvpour obtenir la floculation. Or cette tempé-
rature-limite  varie non seulement pour les caséines des diverses
espeéces animales, mais encore, dans la méme espéce, d'un individu a
l'autre (notamment' chez la lemme). Ceci n'est pas un phénoméne
dd a des variations dans la composition du lait; ces différencés se
retrouvent encore avec les caséines isolées selon la technique

(1) svEDBERG, L. M. CARPENTER, B.c. cArRPENTER, Am. Chem, Soc. 52,241 (1930").
(2) H. MEIER, Bioch. Z. 178, 82 (1924).
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habituelle de ‘précipi‘tation lente en solution diluée, a un pH déter-
miné. Avec les solutions' des caséines «pures » les différences ne
sont toutefois bien marquées qu'en présence de petites quantités de
sels neutres, dont l'influence trés nette est intéressante a noter:

2. FRACTIONNEMENT DE LA CASEINE PAR LES SELS NEUTRES. _

Le point de départ de nos expériences.a été la constatation faite
par KOBRAK (1) qu'une partie de la caséine se dissout dans les solu-
tions salines neutres, et qu'apres quelques extractions répétées la
c~séine ne cede plus rien a la solution saline. Nous avons employé
pour toutes nos expériences la «caséine selon HAMMARSTEN , telle
qu'elle est fournie par la maison SCHERING-KAHLBAUM.

Nous avons déterminé tout d'abord approximativement com-
ment se comportait la caséine a I'égard de solutions de sulfate de
magnésium de concentrations variables, en agitant des prises de
1 gr. de caséine avec 50 cm" de la solution a étudier. Une apprécia-
tion suffisamment précise de la quantité de protide qui a passé en
solution peut étre basée sur la 'précipitation d'une quantité donnée
(5 emé) de la- solution filtrée, limpide,. par de lI'acide phosphotungs:-
tique en solution chlorhydrique (qui ne précipite pas par le sulfate
de magnésium).

Voici le résumé de nos observations

1gr. caséine, 50 cms.S0!\fg+ 7 H20, 30 % et plus conc. .p~s de précipité

» 20 % trouble
” » 10 % précipité abondant
5% précipité trés abond.
3% précipité trés abond.
» » 1% précipité faible
» 0 % (eau distillée) pas de précipité

Par une comparaison systématique de quelques sels, nous arri-
vons au classement suivant par or'dre de-grandeur décroissant de la .
guantité de substance extraite:

OINH4

S04Mg
Sel de mer

CINa

S04(NH4)2  (tres peu de précipité)

Comme l'acide phosphotungstique précipite les sels ammonia-
caux, nous l'avons remplacé, dans ces essais comparatifs, par une
solution "d'acide tannique & 5 % dans de l'acide chlorhydrique &
1,25 %' .

Le chlorure darnmoni um se prétant le mieux a l'étude de cette

(1) Loc. cit,
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propriété si frappante de la caséine, c'est exclusivement avec ce sel
.que nous avons travaillé dans la suite.'

Pour déterminer a quelle concentration le chlorure d'ammonium
présente un pouvoir dissolvant maximum, nous avons dosé le protide
dissous dans des extraits préparés avec des solutdons de sel de con- |,
centrations variables; a cet effet" des prises de 10 cmé des extraits
(1 gr. de caséine séchée alair (11 % d'humidité), 50 cm" de solution
saline, agités pendant 3 heures) ont été précipitées par 10 gouttes de
la solution indiquée d'acide tannique (ce qui représente un faible
exces du réactif tannique) ;les précipités ont étéfiltrés, lavés jusqu'a
disparition du CI' avec de l'eau distillée et séchés a poids constant a
50-60°. Comme le montre la figure L, l'extraction est maximum’
pour une concentration de 5 %' A cette concentration, le poids 'du
précipité tannique représente 22 % du poids de la caséine. Comme
ces précipités tanniques, contiennent environ 8,3 > N, cela corres-
pond a 13 % dé l'azote total de la caséine mise en ceuvre.

Nous .avons examiné aussi jusqu'a quel point la quantité de
.produit extrait dépendait de la proportion entre la caséine et le ,
volume de la solution saline. Le total du poids du précipité tannique

Fig. 1.

, 10 o

2 4 6 ~8 10« CINH,

passe de 22 % dans l'extrait préparé avec 50 parties de solution &
28 % (100 p. de solution), 30 % (200 p. de solution), 34 % (300 p. de
solution) et 32 % (500 p. de solution). On voit que dés 100 p. de
solution, l'augmentation de la quantité extraite est trés petite; a'
partir de,200 p. de solution, l'azote extrait représente environ 17 %
de l'azote de la caséine primitive. Pour la préparation de la fraction
soluble, nous nous sommes contentés de faire deux extraction's avec .
100 parties de solution; pour éliminer aussi complétement que
possible la partie soluble du résidu insoluble, nous avons fait en tout
7 extractions; a partir de la septieme extraction, la quantit¢ de
substance dissoute était trés faible et correspondait a peu pres a la
solubilité dans l'eau, indiquée pour la caséine (0,1 %).
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.La précipitation par le tanin est tres commode comme indication
qualibabive de la présence d'un protide dans-une solution ou pour son
dosage rapide, mais elle ne se préte naturellement pas a la'séparation
de ce corps de sa solution. La fraction soluble de la caséine se com-
porte comme une globuline. Elle peut étre précipitée par dialyse, par
addition de sels (chlorure de sodium, sulfate d'ammonium), ou
encore par un acide (acide chlorhydrique dilué). La solution sa.line:
n'‘est pas précipitée par l'alcool, qui précipite le sel, mais elle est
précipitée par addition de 4 volumes d'acétone (lI'acétone ne pro-
voque une oristallisatdon du sel dans une solution de chlorure
d'ammonium a5 %, qu'a partir de l'addition d'au moins 8 volumes).
Pour obtenir rapidement un produit pur et exempt autant que pos-
sible de cendres, c'est au dernier procédé que nous nous sommes
adressés.

3. FRACTIONNEMENT DE LA CASEINE PAR LE CHLORURE D'AMMONIUM:
CASEINE X ET CASEINE -~

On sait combien il est difficile d'atteindre un état d'équilibre
vrai a partir d'un corps solide, amorphe et non homogene, qui, au
contact du dissolvant choisi,ne passe que partiellement en solution
colloidale. Pour séparer la caséine en deux fractions, I'une soluble
.dans le chlorure d'ammonium, l'autre insoluble, ilsemble tout -indi-
qué de procéder comme suit.: partir d'une solution de caséine dans
de la soude 'ou de l'ammoniaque diluées contenant du chlorure
d'ammonium, transformer par addition de la quantité nécessaire
d'acide chlorhydrique dilué (@ 5 % de CINH% la base employée en
chlorure, et réaliser ainsi une séparation intégrale de la fraction
soluble dans le chlorure d'ammonium dilué, qui restera en solution,
de l'autre fraction, qui devrait précipiter. Or, lorsqu'on procede
ainsi, on constate qu'aprés addition de la quantité nécessaire d'acide
chlorhydrique a une solution de caséinatc neutre en présence de
chlorure d'ammonium, il n'y a aucune précipitation; ce n'est
qu'aprés avoir ajouté un excés d'acide chlorhydrique que la caséine
dissoute précipite plus ou moins complétement, selon la quantité
d'acide ajoutée. On ne peut donc pas atteindre un état d'équilibre
entre les deux fractions ‘'présumées de la caséine, I'une soluble,
l'autre insoluble dans le chlorure d'ammonium dilué neutre, en
. partant dune solution de caséinate. Ce fait n'est nullement en con-
bradictdon -avec cet autre fait que la caséine solide ne passe que
partiellement en solution au contact de chlorure d'ammonium dilué.
Il peut s'agir de deux fractions dont les vitesses de peptisation
sont trés différentes; ou bien la fraction «soluble » peut 'servir de
colloide protecteur a la fraction «insoluble» qui se trouve déja
en solution, sans .pouvoir en.proyoquer la peptisation lorsque cette
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derniére fraction est floculée. Comme nous le montrerons plus loin,
la réalité de lI'existence d'au moins deux fractions différentes dans la
caséine est mise en évidence, non'seulement par leur comportement
a lI'égard d'une solution de chlorure d'ammonium, mais encore par
de nombreuses , différences dans leurs propriétés chimiques. 'Sans
vouloir discuter dés maintenant [l'interprétation des phénomeénes de
solubilit¢ dont nous venons de parler,’ nous les signalons pour
motiver notre maniére de procéder dans le fractionnement par le
chlorure d'ammonium. ,

‘Les résultats des études préliminaires nous ont dicté la niéthode
suivante pour la séparation de la caséine en deux fractions, I'une
insoluble dans le chlorure d'ammonium, que nous désignerons provi-
soirement par caséine « l'autre soluble, la caséine ~. !

On extrait 5 gr. de caséine suspendus dans 100 parties (500 cm")
d'une solution du sel a 51% en secouant dans un flacon rodé, ala
machine, pendant 3 heures. La, solution est centrifugée un quart
d'heure a 4.000 tours, la solution faiblement opalescente est décantée
du dépét dans un flacon de 2 1. bouché a I'émeri (vol. :450 cp13) et
additionnée de 4 volumes (1.800 cm") d'acétone. De la solution qui se
trouble se dépose assez lentement un précipité volumineux et inco-
lore, de caséine ~. Aprés quelques heures de repos, on filtre le préci-
pité-ala trompe sur du coton serré (débarrassé de son apprét par un'
traitement a la soude bouillante trés diluée et par un lavagesoigneux

d l'eau). Comme la centrifugation ne fournit

, pas une solution tout a fait limpide, nous
[] avons redissous la caséine ~dans du chlorure
d'ammonium,pour la reprécipiter. On intro-

duit a cet effet le coton avec le précipité dans

,un flacon rodé avec 400 cm" de solution, on

secoue pendant une heure, on centrifuge la

solution opalescente dans laquelle le précipité

s'est entierement dissous, on décante' du

faible dépét formé et on filtre le liquide

obtenu. Cette solution presque limpide (390

cmé) est précipitée de nouveau par 4 volu-

mes d'acétone. Le précipité est filtré sur

coton, lavé a l'acétone _(80%), en ayant soin

de garder le précipité toujours couvert de

liquide; on introduit le précipité plié dans le

,coton dans un appareil Soxhlet, modifié 'de

maniére a réaliser une extraction a la tem-

Fig. 2. pérature  ordinaire (v. fig. 2). On extrait le
précipité d'abord a l'acétone (1 h.), puis a I'é¢ther (1 h.), on l'in-
troduit rapidement dans un dessiccateur a vide et on le conserve
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sur du chlorure de calcium. On obtient ainsi la caséine ~ sous forme
d'une poudre blanche, trés volumineuse et trés hygroscopique.

Nous insistons sur le'traitement~~ précipité tel qu'il est décrit;
ilest absolument indispensable que la fraction soluble, trés hygrosco-
pique, soit débarrassée aussi complétement que possible de l'eau, et
ceci par extraction avec l'acétone et I'éther, avant d'étre, séchée
dans le vide, si on veut obtenir un produit pulvérulent. La dessic-
cation en présence d'eau conduit invariablement a un produit com-
plétement racorni, qui ne se laisse pas détacher du filtre et qui n'est,
.guere pulvérisable. L

Pour obtenir un produit pur, il faut avoir soin d'employer des
réactifs trées purs (chlorure d'ammonium et acétone).

Lors de nos premiers essais, la teneur en soufre des deux frac-
tions était si élevée (par ex. 1,38 % pour . et 2,35 % pour ~), quelle
correspondait a une quantité totale de soufre bien supérieure au
soufre primitif (caséine: S = 0,64 %). Cette anomalie est évidem-
ment due au fait que les fractions, notamment la fraction ~, fixent
les traces d'ion sulfurique que peuvent contenir les solutions. A ce
point de vue, ilfaut vérifier la pureté non seulement du sel, mais aussi
de l'acétone ;un produit commercial 'd'acétone puriss. donnait par
exemple un trouble. visible lorsqu'on ajoutait a 10 cm" un volume
égal d'eau distillée et quelques gouttes de solution de chlorure de
baryum. Pour purifier l'acétone, il faut distiller ce dissolvant en
évitant les bouchons en caoutchouc (le contact des vapeurs avec le
caoutchouc introduit des traces de soufre qui finissent évidemment
par s'oxyder en ion sulfurique). Le chlorure d'ammonium peut étre
'purifié par recristallisationen présence de chlorure de baryum,
suivie dunesublimation.  Ainsi préparés, les réactifs se sont montrés
exempts de SO .. (par le chlorure de baryum), Ca" (par l'oxalate),
PO w (par le molybdate d'ammonium). .

Pour préparer la caséine c«, on suspend le résidu insoluble de la
premiére extraction dans une nouvelle p-ortion de 100 p. (500 cmé)
de solution, on agite 1/2 heure, on centrifuge, etc. En prélevant apres
chaque centrifugation 2 cm" du liquide, et eD:les additionnant de
8 cm" d'acétone, on obtient une gamme de précipités de volume
rapidement décroissant; nous avons indiqué déja plus haut que, dés
la septieme extraction, la quantité de produit qui paese en solution
est constante et excessivement faible. La caséine traitée 7 fois'par la
solution saline est suspendue dans 500 cm" d'eau distillée en pré-
sence d'un peu de toluéne; on laisse reposer quelques heures a la'
glaciere, on filtre et lave al'eau distillée jusqu'a disparition de I'ion
chlore. Le résidu humide est traité ensuite au Soxhlet modifié,
d'abord al'acétone, puis a I'éther, et séché dans le vide.

Le rendement en,caséine ~a été"en moyenne de 11 % ;la caséine

—
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iz n'est obtenue qu'avec des pertes assez considérables dues a l'en-
trainement mécanique d'une certaine quantité de produit dans les
nombreuses opérations de décantation et de bransvasage ; nous
n'en avons obtenu que 50 % dela caséine primitive. Comme d'autre

part la proportion d'azote de la caséine qui passe en solution s'éléve
juqua 17 % de l'azote total (v. plus haut, p. 268), on arrive 2 la;
conclusion que le rapport de ~a . doit étre compris entre 1':8et 1: 5.

4. ETUDE DES FR~CTIONS o« ET~.

J.Ja premiere question qui se pose, est de savoir si on est en droit
de considérer les deux fractions . et ~comme des produits dont le
mélange constitue la substance qu'on appelle. caséine, ou si ces frac-
tions sont tout simplement des produits résultant d'un- début de
désagrégation hydrolytique du protide primitif.

A priori, une hydrolyse de la caséine dans nos conditions de
travail parait trés peu probable. La caséine est extrémement sen-
sible a"l'action de l'eau dés que le pH dépasse 7, mais en mili~u tres
faiblement acide, elle est considérée a bon droit comme parfaitement
stable. Or, le pH de nos solutions dans le chlorure d'ammonium est
d'environ 4,6 ; c'est donc une trés faible acidité. En outre, toutes les
opérations se font a la température ordinaire. '

La composition centésimale (1) des deux fractions s'écarte trés
peu de celle de la caséine primitive, a l'exception du phosphore ‘et du
soufrevqui présentent une variation relative trés nette. Cesvariations
sont ‘cependant telles que le calcul de la composition de la caséine,
basé sur les analyses .des deux fractions, et sur une-proportion de
7 « @ 1~,conduit aux chiffres trouvés effectivement pour la 'caséine.

)
- c H N S P
-
Caséine .. R 52,45 7,21 15,59 0,64 0,84
Caséine @ - ....cceeviinns 52,52 7,12 15,25 0,61 0,72
Cas€iNe ~ .uveer wiveer eeeses 52,60 6~88 15,34 0,75. 2,32
1

_ L'absence de fortes variations dans la composition centésimale
ne'saurait peser d'un. grand poids comme argument contre I'hypo-
these d'une hydrolyse, lorsqu'il s'agit de substances d'un poids
moléculaire tres élevé. Mais dans le cas particulier de la caséine, on
sait que la dégradation en milieu neutre ou alcalin débute par la mise
en liberté d'acide phosphorique. C'est a'ce point de vue qu'il est
intéressant de noter que, si le traitement au chlorure d'ammonium
conduit a la séparation d'une fraction soluble plus riche en phos-

(1) On trouvera réunies a la fin de cette note les données analytiques se rapportant ace
paragraphe.
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phore que la caséine, ilne s'accompagne d'aucune libération d'acide
phosphorique; ceci ressort non' seulement des chiffres trouvés pour
lephosphore dans les deux fractions, mais surtout du fait que dans
les eaux-meres aoétoniquea, aprés élimination de l'acétone au bain-
mt),rie,'on ne trouve pas de phosphates précipitables par le molyb-
,date d'ammonium. /

Ce qui parle nettement en faveur de l'intégrité de'nos fractions,
ce sont les chiffres obtenus lors du dosage, soit de l'azote formol,
soit du' poids équivalent a la neutralisation a la phénolphtaléine.
En cas d'hydrolyse, l'azote formol devrait augmenter, le poids équi-
valent a la neutra.lisa.tipn a la phénolphtaléine devrait diminuer.
Nos chiffres pour la easéine ne sont pas exactement superposables a
ceux qu'on trouve indiqués; ce qui est essentiel, c'est que les chiffres
obtenus dans des conditions déterminées et' identiques/ pour la
caséine et les deux fractions, sont trés rapprochés les uns des autres.
Ajoutons que lepolvoir rotatoire des deux fractions ne se distingue
guére de celui de la caséine.

1

1 gr. neutr. a Azote formol
la. phénolphtaléine en o de I'azote  [cdp ensol. 1 %
om3 NaOH O,I-n total dans NaOH 0.0L.»
n
Caséine .. .ivvrrrnnnnnnnn 10,75 21 -H1°
Caséine i 10,33 2,0 -111.
Caséine ~ .1 R 10,15 1,7 - 1110

Nous considérons par conséquent comme établi que nos caséines
« et ~ne constituent pas des produits de désagrégation hydrolytique
de la caséine primitive, mais qu'elles sont contenues dans la caséine
primitive, qui n'est pas 'un corps homogéne mais un mélange.

Si les indications qui précédent font ressortir surtout les pro-
priétés qgll:eles deux fractions partagent avec la caséine primitive,
elles ont-d'autre part toute une série de-propriétés  qui les différen-
cient l'une de l'autre, €N rapprochant naturellement la plus abon-
dante, x de la caséine entiére, tandis que la caséine ~ possede des
caractéres trés divergents.

Da~s leurs so'lubilités d'abord: la fraction . se comporte a peu
pres comme la caséine, tandi's que la fraction' ~ se rapproche a ce
point de vue des globulines. Comme les protides’ de ce dernier
groupe, la caséine ~ est insoluble dans I'eau distillée, mais soluble
.dans les solutions salines diluées; elle peut en étre précipitée soit
'par dialyse, soit par salage (avec les chlorures de sodium et d'ammo-
nium et avec les sulfates de magnésium et d'ammonium); elle est
précipitée en outre de sa solution saline par acidulation au pH 3,6
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environ. La soluton de ~ dans le chlorure d'ammonium a 5 % se
trouble a I'ébullition; ce trouble dispar-ait par refroidissement.

, Les deux fractions se distinguent encore nettement dans leur
comportement  vis-a-vis de la pyridine a 70 %. P se dissout dans
200 p. de pyridine aqueuse rapidement et intégralement a la tempé-
rature ordinaire; ~ ne cede 'presque rien a la pyridine 'aqueuse,
.méme apres plusieurs heures de contact. De nouveau, la caséine

dine a 70 %, elle se diasounparbiellemerrt. . ,

Ce qui rapprocha par contre les deux fractions, ,c'est qu'elles
sont toutes les deux des propriétés nettement acides, et .pg:>ssedent
.pour la neutralisation a la phénol phtaléine prat.iquement le méme
poids équivalent (celui de la caséine entiere I Grace a ce caractére
acide, la caséine ~ se dissout aussi facilement que,« ou la caséine
entiere dans l'eau des que le pH est supérieur a 7.

Les limites de concentration du salage au sulfate d'ammonium
peuvent également servir a caractériser nos deux fractions. En solu-
tion neutre, dans de la soude centinormale, la caséine ~est précipitée
a partir de 22 %d~ saturation ;~ne précipite qu'a partir de 32% de.
saturation.  Ces. chiffres sont intéressants a rapprocher de ceux
gu'ALEXANDER (1) avait déja trouvés pour lacaséine : le caséinate
de sodium en solution neutre commence' a précipiter nettement a
partir de 22 % de saturation, mais une partie appréciable ne précipite
qu'a 30 %. Nous retrouvons approxima.tivernent ces deux limites,
chacune pour une de nos fract.ions. '

La réaction au sulfure de plomb (caractéristique des dérivés de
la cystine) est trés faible pour la caséine. On sait depuis les travaux
,de MORNER(2) que la caséine 'ne contient qu'une part trés faible de'
son soufre sous forme 'de dérivés de la cystine. ~ os deux fractions se
distinguent I'une de l'autre en ce sens qu-e~ donne la réaction a peu
prés comme la caséine, tandis que ~ ne la donne que beaucoup plus
laiblement., malgré sa teneur plus élevée en soufre. Il sera intéres-
sant de vérifier si ~ fournit la méthionine (ce nouvel amino-acide
soufré découvert dans la caséine (3)) en prope>rtionp~us élevé'e que la
caséine.' .

La coagulabilit¢ par 'la présure est nettement différente chez les
deux fractions. En solution a 3 %, o est coagulé comme la caséine,
avecformation d'un coagulum assez ferme pour qu'on puisse retour-
nerl'éprouvcttc  sans provoquer la dislocation du caillot. ~par contre,
a la méme concentration, coagule mal et donne lentement un coagu-
IU,mtrés mou, qui ne supprime aucunement I~ fluidité de la solution.

(1) Loc: oit,
(2) Z. physiol. Ch. 34, 295 (1901-02).
(3) J. H. MUELLER, J. biol. Chem. 56, 157 (1923).

primitive se comporte comme-un mélange-: traitée avec de la py;r;i-:".
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5, RESUME.

Nous croyons avoir montré que la caseine n'est pas un corps'
homogéne, mais un mélange d'au moins deux substances différentes,
séparables par un traitement au moyen d'une solution diluée de chlo-
rure d'ammonium.

La fraction .. insoluble dans la solution saline, possede a peu
prés les propriétés de la caséine dont elle 'constitue la majeure partie
(8/9 a 4/5). La caséine ~,soluble dans le chlorure d'ammpnium dilué,
se distingue trés nettement de la fraction insoluble, non seulement
par sa solubilité¢, mais encore notamment par sa teneur en phos-
phore et en soufre, et par son comportement ‘lors du salage et de
I'emprésurage. '

Il va de soi que le probleme de la non-homogénéité de la caséine
est loin d'étre résolu par ces expériences. Nous insistons en parti-
culier sur le fait que nos résultats ne nous permettent pas de nous
prononcer sur I'hnomogénéité éventuelle des deux fractions obtenues,
~omogénéité qui nous parait peu probable.

G. Q~NNEES ANALYTIQUES.
a) Oomposition centésimale (1). 1

Pour gagner de la place, nous n'indiquerons le détail des chiffres que pour les.
données les plus importantes, c'est-a-dire pour l'azote, le soufre et le phosphore.
Les substances ont été séchées a poids constant dans le vide sur de l'anhydride
phosphorique a 50-60°. '

Oaséine: 0,2550 gr. <:ntneutr. 28,40 cm" d'acide Q,I-n.

15,730 et 12,473 mgr. ont dormé 0,710et 0,605 mgr. S04Ba.
13,917 et 16,379 mgr. ont donné 8,070 et 9,540 mgr. [PO4.12I\'I03]

(NH4)3.
Trouvé N 15,59; S0,62 -0,66 ;P 0,84 -0,84 %'
Oaséine 1 5,352 mgr. ont donné 0,729 cm" N2 (21°, 725 %).

21,880 et 18,955 mgr. ont donné 0;887 et 0,905 mgr. S04Ba .

.8,186 mgr., colorimétrie d'aprés EmBDEN, test 0,05 mgr. P, lecture

- 15,5: 100. " '

Trouvé N 15,25; S0,56 - 0,65 ;J? 0,72 %:
Oasgine ~":2,018 mgr. ont donné 0,280 cm" N2 (210, 724 %).

10,720 mgr. ont donné 0,583 mgr. S04Ba.

3,710 mgr. (EMBDEN), test 0,05 mgr. P, lecture 42: 100.

''rouvé N 15,25; S0,75; P 2,32 %. .

b) Equivalent a la phénolphtaléine et azote formol.

On di-sont environ 0,1 gr. de substance dans 15 cm" d'eau distillée~ bouillie et
refroidie, et 5,00 cm3,NaOH O,l-n, eu"activant la di[~olution en écrasant les gru-

(1) Les micro-analyses ont été faité'spour la caséine par G. \VEILER, Berlin, et pour
les caséines i( et~, par M: FURTER, Zurich, que nous remercions de leur concours d'autant
plus précieux que I'hygroscopicité et la difficile oxyda.bilrté de ces corps en ont rendu
l'analyse délicate.
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meaux avec une baguette. Des que la solution est intégrale, on' titre I'exces
dalcali par de l'acide chlorhydrique décinormal (microburette), en présence de
phénolphte.léine, .

Le dosage de l'azote formol se fait selo"ula technique habituelle dans la solu-
tion neutre résultant du titrage précédent, en la ramenant a "une teinte rose pale
par de la soude diluée (comparaison a une solution type), en ajoutant du formol
neutre et en r~me"uant la solution décolorée par le formol, a la teinte rose type.

cm3 NaOH O,lI-n

Poids cm3 NaOH O,I-n

(neutr. a la
ar. phénolphtaléine) (azote formol)
Caséine ..... e eeees 0,1023. 1,10 0,24
Caséine Cl .......... 0,1064 1,10 0,23
Caséine ~ ...evvnnnnns 0,0886 0,90 0,17

c) Pouvoir rotatoire. -

On dissout environ 0,1 gr. de substance dans de la soude centinormale et on
porte , avec cette soude: a 10 cm". Lectures faites a 20°, 1 = 1dm.

. 20°
caséine 0,1013 gr., z = - 1,130, [C]] D ~ - 111°
- 20°
caséine U 0,1034 gr., z = - 1,150, [C] D - 111°
caséine ~ 0,0993 ,gr., 0 = - 1,10°, [ulD = - 111°

d) Solubilitt dane la pyridine a 70 %.

-0,~1 gr: de produit + 2cm" de pyridine a 70 %.

Caseine : la substance se dissout en partie. Le filtrat est légérement louche;
1 cm" de filtrat évaporé au bain-~arie laisse un résidu appréciable qui donne une
forte réaction du biure t, .

Oaséine z : la substance n'a pas l'air d'étre modifiée, méme aprés plusieurs
heures de repos. Le filtrat est parfaittment limpide. Le résidu d'évaporation de
1cmé de filtrat est minime; repris dans une goutte de potasse O,Ol-n et additionné
d'une goutte d'une solution de sulfate de cuivre trés diluée, il donne une coloration
biurétique a peine visible. La senaibiht¢ de la réaction dubiuret est.d'environ 1:
1.300; la quantité de protide présent dans les Il gouttes de liquide qe la réaction
du biuret (moins de 0,1 cm") doit étre inférieure a 0,1 mgr., de sorte que la caséine Cl
'a di céder moins de 2 % a la pyridine.

Caseine ~ : dissolution rapide et intégrale; la solution estlégérement louche, a
peu prées comme le filtrat obtenu dans I'essai avec la caséine entiere. Le résidu
d'évaporation de 1 cm" de solution <!onne naturellement une forte réaction du
biuret.

e:\) Ooagulation par Iq présure.

Selon les indications récentes de pPorcHErR (1), on prépare une solution de

(1) Le lait au point de vue colloidal. Lyon, 1930.
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caséinate et de phosphate de calcium, se rapprochant dans son état micellaire, sa
concentration et son pH du lait (par litre: 30 gr. de caséine, 1,100 gr. d'oxyde'de
calcium, 0,7498 gr. d'acide phosphorique; pH ~. 7).

A cet effet, on empate 0,15 gr. de substance séche avec un peu d'eau, en la
broyant dans un mortier. A la pate homogéne, on ajoute goutte a goutte, en,
broyant toujours, 4~9¢cs d'eau g.echaux a 1,12 gr. CaOfl. Le caséinate de calcium,
d'abord blanchéatre, prend un aspect de colle opalescente. Dans ce caséinate, on
introduit par tres petites gouttes (microburet.te) espacées, en agitant énergi-
quement, l'acide phosphorique sous forme de 0,58.cms d'une solution 1/15-mol.
Deeette maniere, i~ne se produit aucun précipité visible, et on.obtient un liquide
laiteux d'apparence parfaitement homogeéne.

Pour l'essai a la présure , la solution est portée dans un bain-marie a 40° et
additionnée de | goutte d'extrait de présure commerciale, .

La caséine entiére fait prise immédiatement, le caillé est assez ferme pour qu'on'
puisse retourner I'éprouvette sans qu'il se détache. La caséine exse comporte

comme 'la caséine entiére. Avec la caséi~e ~ par contre, il ne se forme que lente-
ment un, coagulum trés mou; iln'est pas question de pouvoir retourner I|'éprou-
vette.

DOSAGE DES MATIERES GRASSES DU LAIT

ETUDE COMPARATIVE DE L'EXTRACTION PAR L'ETHER ALCOOLISE
DANS L'APPAREIL DE SOXHLET (METHODE OFFICIELLE) ET DE
L'EXTRACTION PAR L'ALCOOL DANS L'APPAREIL DE KUMAGA WA ET
DANS L'APPAREIL DE SOXHLET (1)
par'
~ E. LOBSTEIN cl M. FLATTER
Professeur Assistant

a la Faculté de Pharmacie de Strasbourg.

Si l'on considére les différentes méthodes qui ont été préconisées'
pour le dosage-des matiéres grasses dans le lait, on est frappé par leur
multitude et leur diversité,," et il semble logique de pens~erque le
grand nombre des techniques proposées prouve implicitement qu'au-
cune d'elles n'estrparfaite.  Sans prétendre les énumérer toutes,
-:- énumération qui risquerait fort d"ailleurs de demeurer incompleéte
malgré tout, car chaque laboratoire a pour ainsi dire son procédé
.propre ou une modification particuliere d'une méthode connue, -'-
nous en rappellerons du moins les principes généraux, ce rappel nous'
paraissant utile ,pour expliquer l'objet de notre étude.

Suivant une répartition classique, on peut distinguer deux grou-
pes de méthodes pour le dosage des''matieres grasses dans le lait:

1o les méthodes volumétriq ues,
20 les méthodes .pondérales.

Les méthodes volumétriques consistent a provoquer la sépara-
)

(1) Paru dans Je Volume jubilaire du Professeur Oh.ePorcher,





