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CONTRIBUTION A L'ETUDE DE L'ACTION
DE- LA CHALEUR SUR LES CASEINES (Fin)

par

Mme M. -8WIR8KI, R. ALLOUF et H. CHEFTEL

Laboratoire  de Recherches des Etablissements J.-J. Carria ud
et Forges de Basse-Indre

Il. - Influence du chauffage sur I'hydrolyse enzymatique'
A: - Hydrolyse trypsique

1. Mise en liberté d'azote aminé.

Les dosages ont été effectués aprés 3, 24, 48, 72 et 100 heures
d'hydrolyse. La figure 4 résume nos résultats: en l'absence de chauf-
fage préalable, l'at-caséine est hydrolysée bien plus rapidement que
la caséine totale; le chauffage ralentit considérablement [I'hydrolyse
tant de l'une que de l'autre; la ~-caséine, au contraire, est relative-
ment inerte vis-a-vis de la trypsine, ainsi que CHRISTENSENSG] et
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TABLEAU 11

TENEUR EN COMPOSES PHOSPHORES NON DIALYSABLES DE SOLUTIONS
DE CASEINES NON CHAUFFEES ET PREALABLEMENT CHAUFFEES

Avant Apres Composés
chauffage chauffage phosphorés
Pp. 100 P p. 100 libérés p. 100
de protéine de protéine " de P total
Caséine totale sol. 20,48 p. 100 .. 0,89 (1) 6,50 44,0
Caséine totale sol. a 1,95 p. 100 .. 0,87 0,59 32,2
<x-Caséine sol. a 0,52 p. 100 ...... 0,97 (2) 0,48 50,3
<x-Casé€ine sol. a2,08p.100  ...... 0,96 0,53 44,6
~-Caséine sol. a 0,59 p. 100 ...... 0,63 (2) 0,58 7,9

(1) Divers auteurs [28 bis] indiquent pour la teneur en phosphore de la caséine
totale des valeurs comprises entre 0,71 et.0,87 p. 100 de protéine.
(2) Gordon et coll. [15 bis] ont trouvé, pour la teneur en phosphore des caséines <x
, et [j, respectivement 0,98 et 0,61 p. 100.

20 n
1

50 100
Temps en heures
Figure 4. - Hydrolyse trypsiquedes caséines non chauffées et préalablement
chauffées.

Caséine totale 0,49 p. 100 non chauffée
4+ ++ ++ + ++ caséine totale 0,49 p. 100 chauffée

X -- --. --.--. --. <x-Caséine 0,47 p. 100 non chauffée
A. - -. -. -. - <x-Caséine 0,47 p. 100 chauffée
(B Caséine 0,45 p. 100 non chauffée

O--5---- = ~-Caséine 0,45 p. 100 chauffée
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LEMBKH25] l'avaient constaté aprés 2 heures seulement de pro-
téolyse et ceci uniquement par des mesures de viscosité et par frac-
tionnement électrophorétique ; le chauffage ne modifie pas l'allure
des courbes d'hydrolyse trypsique de la ~.caséine.

L'allure de ces courbes nous a conduits a étudier I'hydrolyse
trypsique de mélange d'O(-et de ~.casé€ine ; nous avons constaté que
la présence de ~.caséine ralentit plus ou moins I'hydrolyse de I'oc

50 100
7i:mp’s en heures

Figure 5. - Hydrolyse trypsique de mélanges dee-caséin e et ~.caséine
non chauffés et préalablement chauffés.

1 e-Caséino a 1,8 p. 100 non chauffée

" X e-Oaséin e a 1,8 p. 100 chauffée

2 O ce-Caséin e a 1,8 p. 100 + ~.caséine a 0,45 p. 100, non
chauffées

2, i - e-Oaséine a 1,8 p. 100 + ~.caséine & 045 p. 100
chauffées

3 «++++++++ @caséine a 1,8 p. 100 + ~.caséine a 0,9 p. 100, non
chauffées

3 O - -. ®-Caséine a 1,8 p. 100 + ~cas¢ine a 09 p. 100
chauffées

4 X ~'Caséine a 0,9 p. 100 non chauffée

4" i e ~.Caséine a 0,9 p. 100 chauffée
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caseme suivant les proportions respectives de ces deux fractions
(fig. 5) et diminue l'action du chauffage sur cette hydrolyse. Cette
influence de la f3-caséine sur le comportement de I'ct-caséine nous
parait devoir étre rapprochée de l'observation de McMECKIN [28]
selon laquelle la présence de f3-casé€ine diminue la mobilité électro-
phorétiqgue de I'ct-caséine. Cet auteur en conclut que ces deux pro-
téines réagissent l'une avec l'autre.

- Solution non chaurlée
c - - - -Solution chaullée

Longuevr  dfYedrophorégramme

Figure 6. - Electrophorégrammes de solutions de caséine totale, non chauf-
fée et préalablement chauffée aprés protéolyse trypsique de 3 heures,
enregistrés par spectrophotométrie.

acide aspartique C = acides aminés neutres

A

B acide glutamique D = acides aminés basiques

2. Mise en liberté de composés azotés dialysables.

Etudiée uniquement sur la caséine totale a titre de vérification
des expériences précédentes, elle les confirme de facon satisfaisante.

L'azote initialement présent dans la solution, et qui est en tota-
litt non dialysable, passe plus rapidement sous la forme dialysable
gue sous la forme aminée; ceci est la conséquence de la libération
rapide de peptides dialysables, et doit étre rapproché des expériences
dont nous rendons compte plus loin a propos de la libération des
composés phosphorés dialysables.

3. Recherche des acides aminés mis en liberté.

La chromatographie sur papier confirme I'effet inhibiteur du
chauffage sur I'hydrolyse trypsique de la caséine totale, et montre
que le ralentissement observé dans la libération de l'azote aminé
traduit, pour une part tout au moins, un retard dans la libération
des divers acides aminés, et plus particulierement de certains d'entre

eux.
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4. Fractionnement des acides aminés par électrophorese.

Le fractionnement en 4 groupes (ac. aspartique, ac. glutamique,
ac. aminés neutres, ac. aminés basiques) selon BOULANGERet
BrsERTE[5], aprés 3, 24 et 100 heures d'hydrolyse trypsique,
révele d'aprés les courbes densitométriques des électrophoré-
grammes des différences qualitatives et quantitatives entre caséine
non chauffée et caséine chauffée (fig. 6, 7 et 8). Avec la caséine
chauffée on observe un retard dans I'apparition de l'acide aspartique
ainsi qu'une proportion notablement plus grande de peptides qui
augmente au fur et a mesure que la protéolyse progresse.

C - Solution non chauffée
Solution chaume

Longueur  dii/ecfrophorégramme

de solutions de caséine totale, non chauf-

Figure 7. - Electrophorégrammes
de 24 heures

fée et préalablement chauffée, aprés protéolyse trypsique

enregistrés par spectrophotométrie.
C = acides aminés neutres

A = acide aspartique
D = acides aminés basiques

B = acide glutamique

- So/otion non chaufiée
- - - - Solution cnauff'ei:

Longueur d'électrophorégramme

de solutions de caséine totale, non chauf-

Figure 8. - Electrophorégrammes
de 100 heures,

fée et préalablement chauffée, apres protéolyse trypsique
enregistrés  par spectrophotométrie.

Longueur d'électrophorégramme
C = acides aminés neutres

.A = acide aspartique
B D = acides aminés basiques

acide glutamique
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5. Dosage des acides aminés libres ou engagés dans des peptides.

En raison des difficultés de séparation, dues a la présence de
peptides, nous n'avons dosé que cing des acides aminés libérés: acide
aspartique, acide glutamique, histidine, lysine, arginine.

D'autre part, les acides aminés constituant la fraction non pré ci-
pit able par l'acide perchlorique ont été dosés aprés hydrolyse acide.
Les dosages ont été effectués aprées 3, 24 et 100heures d'hydrolyse
trypsique.

70
60
50
1,0

30
20

10

[EEEN

1
"5

Figure 9. - Influence du chauffage sur 1ftteneur en acides aminés dl'état
libre aprés hydrolyse trypsique d'une solution de caséine a 2 p. 100.

Durée de protéolyse Acides "aminés
| 3 heures 1. Ac. aspartique
1 24 heures 2. Ac. glutamique
11 100 heures 3. Histidine
4. Lysine
5. Arginine

Solution

Trait plein:  non chauffée
Pointillé : chauffée

Les figures 9 et 10 et le Tableau Il résument nos résultats: on
remarque -d'une fagon générale que le chauffage préalable de la
caséine retarde la libération des acides aminés, tout particuliere-
ment des acides aminés basiques; seule la valine, "la proline et la
méthionine sont libérées a peu pres "ala rr'témevitesse, que la caséine
ait été chauffée ou non.
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6. Mise en liberté de composés phosphorés dialysables.

Nous avons étudié la libération des composés phosphorés sur la
caséine totale et sur l'oc-etla (3-caséine.

30

11
1
1

1
(]
i

1
[}

123 . 5 fi 28 9 100 u 13 u 15IE

Figure 10. - Influence du chauffage sur la teneur en acides aminés aprés
,hydrolyse trypsique d'une solution de caséine a 2 p. 100 : acides aminés,
libérés par hydrolyse acide, présents dans la fraction d'hydrolysat brypsi-
que non précipitable par l'acide perchlorique, retenue sur Dowex 50 acide,

Durée de protéolyse 1. Ac. aspartique 9. Valine
1 3 heures 2. Ac. glutamique 10. Praline
1 24 heures 3. Histidine Il.  Phénylalanine
111 100 heures 4. Lysine 12. Cystine
5. Arginine 13. Méthionine
6. Leucines 14. Sérine
7. Glycine 15. Thréonine
8. oc-alanine 16. Tyrosine
Solution

Trait plein: non chauffée'
Pointillé:  chauffée

Caséine totale et oc-caséineconduisent aux mémes observations:
une proportion importante du phosphore est libérée sous forme
dialysable, dans des composés de nature organique, fait déja signalé
par GRABAR [16], DAMODARAN [9] et POSTERNAK [43] a l'occasion
de travaux portant sur la libération de phosphopeptides par hydro-
lyse trypsique; la proportion de phosphore libéré augmente plus
rapidement pendant les premiéres' 24 heures d'hydrolyse trypsique,
et plus pour les solutions a 0,5 p. 100 que pour celles a 2 p. 100 de
caséine; I'étude de l'influence du chauffage préalable de la caséine
sur la libération des composés phosphorés conduit aux conclusions
suivantes:



TABLEAU 11l

, INFLUENCE DU CHAUFFAGE SUR LA TENEUR EN ACIDES AMINES APRES HYDROLYSE TRYPSIQUE D'UNE SOLUTION DE CASEINE A 2 P. 100

Temps de protéolyse

3 heures 24 heures 100 heures
Non chauffée Chauffée Non chauffée Chauffée Non chauffée Chauffée
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
/ 1

a b a b a b a b a b a b a b a b a b a b a b a b
Ac. aspartique <11 0,07 10,0 0,66 <11 <0,07 78 0,52 2,3 0,15 146 096 <11 <0,07 11,4 0,75 3,7 0,24 184 1,20 1,8 0,12 12,3 0,81
Ac. glutamique <0,4 <0,08 9,6 1,96 <0,4 <0,08 8,3 1,70 16 0,33 115 2,35 2,0 0,40 10,8 2,19 4,8 0,97 19,2 3,89 3,4 0,69 151 3,06
Histidine ... 5,6 0,15 13,7 0,37 <56 <0,15 11,7 0,32 6,2 0,16 179 0,49 <56 <0,15 16,0 0,43 9,8 0,27 22,0 059 58 0,16 16,0 0,43
Lys!n~ 4,0 0,27 23,7 1,62 3,1 0,21 14,6 0,99 14,6 0,99 259 1,98 6,5 0,44 21,9 1,49 41,5 2,83 452 3,08 22,1 150 31,3 2,13
Argmme <2,4 <0,07 15,3 0,44 <2,4 <0,07 53 0,15 10,7 0,31 15,7 0,46 5,8 0,17 13,5 0,39 14,8 0,43 421 123 95 0,28 285 0,82
Leucines 10,7 1,48 8,5 1,14 12,8 1,72 14,1 1,89 14,3 1,92 284 3,82 19,6 2,64
Glycine 10,0 0,20 9,2 0,18 26,3 0,57 15,3 0,30 9,2 0,18 384 0,77 21,2 0,42
ex-Alanine 15,8 0,55 12,4 0,43 28,3 0,99 n 21,2 0,72 19,2 0,67 418 1,45 29,5 1,04
Valine ... 14,5 1,03 10,3 0,74 216 1,53 17,8 1,26 14,8 1,05 43,2 3,07 37,0 2,62
Proline 14,1 1,40 10,2 1,01 18,1 1,80 17,5 1,74 9,5 0,94 30,5 3,03 28,4 2,82
Phénylalanine 9,1 0,45 8,2 <0,40 13,2 0,65 12,6 0,62 7,2 0,35 29,4 144 21,5 1,10
Cystine  ......... <9,0 <0,005 <9,0 <0,005 16,9 0,01 14,3 0,008 <9,0 <0,005 37,4 0,02 28,5 0,02
Méthionine  ...... 7.4 0,15 7,9 0,16 12,7 0,27 12,5 0,26 8,6 0,18 30,6 0,64 29,8 0,62
Sérine 7,9 0,56 74 0,53 14,1 1,00 12,8 0,91 9,5 0,67 29,8 2,12 20,5 1,46
Thréonine . 9,4 0,33 7,6 0,26 19,5 0,68 12,8 0,45 15,5 0,54 37,4 1,32 21,2 0,74
Tyrosine  ........ 7,9 0,41 6,8 0,35 10,8 0,56 11,2 0,58 12,4 062 2~8 1,35 19,7 1,03

1 = Acides aminés a I'état libre présents dans la fraction d'hydrolysat trypsique non précipitable par l'acide perchlorique et retenue sur
Il = Acides aminés libérés par hydrolyse acide 1 Dowex 50 acide.

a ~ Proportion p. 100 rapportée a la quantité de l'acide aminé existant dans la caséine a l'origine.
b = P. 100 de caséine.



TABLEAU

Caséine totale

[N] = 2,950 g/t [N] = 0,760 g/!

Non chauffée - Chauffée Non chauffée Chauffée

[Pl total : [Pl total : [Pl total : [Pl total

166,7 mg/! 108,0 mg/! 43,0 mg/! 23,9 mg/!

Temps heures 1 11 1 II’ 1 11 1 11
— C o0 e e oo
JC S :O_O _119 _l;,S _1;7 __7,4 _l;,Z __7,6 _3;8
24 eeiiaa.. 33,6 _2_0,0 _24_ 1 _2;3 _1;2 _3;0 _ ;,O _3;5
100 siiinnnns 75,2 1_4_5’ 1 15_5_8 _5;6 _2;6 _5:4,9 _I:,Z :16_9

I = Phosphore sous forme dialysable en mg/!.
Il = Phosphore sous forme dialysable, p. 100 de phosphore tota!.

~.Caséine

[N] = 0,49 g/!

Non chaufféel  Chauffée

[Pl total: [Pl total
21,4 mg/! 16,8 mg/!
1 1 1 1
0 0 0 0

(o]e]
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lo La quantité de phosphore dialysable libéré par protéolyse est;
moins grande dans le cas de la caséine chauffée;

20 Sil'on rapporte le phosphore dialysable libéré par protéolyse
a la teneur initiale en phosphore de la caséine mise en ceuvre, on
note au contraire que le chauffage a pour effet d'en augmenter Ila
proportion. Cette apparente contradiction tient, ainsi que nous
I'avons signalé plus haut, au fait que le chauffage per se libere déja
une fraction importante de phosphore sous la forme minérale, de
telle sorte que l'action protéolytique s'exerce sur une caséine déja
appauvrie en phosphore du fait du simple chauffage.

La ~-caséine d'autre part, céde peu de phosphore, et uniquement
au début de I'hydrolyse trypsique ;son chauffage ne modifie pas son
comportement. Ces résultats étaient prévisibles d'aprés les observa-
tions faites précédemment sur cette fraction de la caséine.

B. - Hydrolyse pepsique

Etudiée uniquement sur la caséine totale, par dosage de l'azote
aminé et de l'azote dialysable mis en liberté, elle nous a permis de
constater que le chauffage préalable n'entraine pas de modification.
Nous n'avons pas cru devoir procéder a une étude plus détaillée.

CONCLUSIONS

L'influence du traitement thermique sur certaines propriétés
physiques et chimiques de la caséine totale, de J'ce-caséi ne.et de la
~-caséine a été étudiée. Les modifications apportées a I'hydrolyse
trypsique et pepsique de ces caséines par le chauffage prolongé en
milieu tamponné pH 7,2 ont également été analysées.

Les conclusions qui se dégagent peuvent é&tre résumées ainsi

1. Propriétés physiques et composition.

Le traitement thermique modifie la couleur, la solubilit¢ en
fonction du pH, la teneur en phosphore, de la caséine totale et de
I' «<-caséine : ces caractéristiques demeurent inchangées dans le cas
de la ~-caséine.

La constante de sédimentation de I'«-caeéine est augmentée par
le chauffage, celle de la ~-caséine ne varie pas. -

L'absorption dans l'ultra-violet entre 2600 et 2800 A augmente
sous l'effet du chauffage dans le cas de la ~-caséine, elle n'est pas.
modifiée dans le cas de la caséine totale et de I' ce-caséine.
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La composition en acides aminés de la caséine totale n'est pas
modifiée par le chauffage.

2. Hydrolyse trypsique.

L'étude de I'hydrolyse trypsique a porté sur la caséine totale,
I'«-et la (3easéine.

Dans le cas de la caséine totale, l'activité enzymatique a été
suivie pin des dosages d'acides aminés et de peptides libérés;
pour 1'0:-et la (3-caséine,seul I'azote aminé total a été déterminé.

Le chauffage ralentit la mise en liberté des acides aminés
acides et basiques. L'influence du traitement thermique est surtout
notable pour [I'histidine; aprés trois heures d'hydrolyse des traces
seulement en sont détachées de la caséine chauffée, alors que plus
de 5 p. 100 de la quantité initiale d'histidine sont libérés d'une
caséine non chauffée. La lysine se comporte de facon analogue,
22 p. 100 de cet acide aminé sont libérés aprés 100 heures d'hydro-
lyse aprés chauffage, contre 41 p. 100 sans chauffage.

Le ralentissement de I'hydrolyse enzymatique de la caséine
totale par le chauffage est confirmé par les dosages :

1. d'acides aminés libres dibasiques et diacides;

2. Des acides aminés obtenus aprés hydrolyse acide de la frac-
tion non précipitable par I'acide perchlorique.

Pour la plupart des 16 acides aminés dosés, les nombres sont
d'une facon globale de 20 a 40 p. 100 inférieurs aprés chauffage.
Cependant l'effet du traitement thermique n'est pas uniforme. Ainsi
la vitesse de libération de la valine, de la .proline et de la méthionine
demeure pratiquement inchangée, que la solution de caséine totale
ait été ou non préalablement chauffée.

L'hydrolyse enzymatique de l'oc-caséine est notablement ralentie
apres chauffage. Il n'en est pas de méme avec la (3-caséine.ll en res- .
sort que l'effet inhibiteur du chauffage sur I'hydrolyse enzymatique
de la caséine totale parait s'exercer surtout sur la fraction oc-caséine.
L'addition de (3-caséine a une' solution d'oc-caséine a pour effet
d'inhiber l'attaque trypsique de cette derniére, et de réduire, plus ou
moins suivant la quantité de (3-caséineajoutée, l'influence du chauf-
fage sur l'activité enzymatique.

Le simple chauffage réduit considérablement la teneur en phos-
phore de l'oc-caséine, et influence relativement peu celle de la
(3-caséine. La quantité absolue de phosphore organique libéré par
hydrolyse trypsique aprés chauffage diminue dans le cas de l'oc-
casé€ine, et a un degré moindre avec la (3-caséine.
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3. Hydrolyse pepsique.

Le chauffage ne modifie pas la libération de lI'azote aminé ou de
l'azote dialysable de la caséine totale soumise & une hydrolyse pepsi-
que. Une analyse plus détaillée nous paraissait de ce fait inutile.

RESUME

L'influence du chauffage sur 'certaines propriétés de la caséine
totale, de I'«-caséine et de la [3-caséine,en solution tampon apH 7,2
a été étudiée.

Caséine totale et s-caeéine : couleur, solubilité en fonction du pH,
constante de sédimentation, teneur en phosphore, allure de I'hydro-
lyse trypsique, vitesse de libération des acides aminés (étudiée chi-
miquement sur la caséine totale) sont modifiées; I'absorption dans
I'U. V. demeure inchangée.

[3-caséine: l'absorption dans I'U. V. augmente, les autres pro-
priétés étudiées ne sont pas modifiées.

La [3-cas~ineajoutée a I'IX--caséineassure dans certaines condi-
tions une protection ,de cette derniére contre l'action du chauffage.

L'hydrolyse pepsique de la caséine totale ne parait pas modifiée.

SUMMARY

The effect of heating upon certain properties of whole casein,
«-casein and [3-casein, in solution buffered at pH 7,2, has been
investigated.

Whole casein and a-caeein : Colour, solubility as a function of pH,
sedimentation constant, phosphorus content, trend of the hydro-
lysis by trypsin, rate of liberation of amino-acids (studied chemi-
cally on whole casein) undergo modifications; U. V. absorption
remains unaltered.

[3-casein: U. V. absorption is increased, none of the 'other pro-
perties studied is modified.

~-casein, added to ce-caaein, insures under certain conditions a
protection of the latter against the effect of heating;

Pepsic hydrolysis of whole casein does not appear modified.
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L'EMPLOI DE L'ACIDE LACTIQUE
DANS LA FABRICATION DE LA CASEINE

par

G. GENIN
Ingénieur E.P.C.I.

Depuis quelques années, l'industrie .mondiale de la caséine a
subi certaines modifications sous l'influence de facteurs écono-
miques et techniques. Tout d'abord, les difficultés d'écoulement de
la poudre de lait écrémé ont' incité 'certains fabricants a convertir
leur installation de fabrication de poudre en installation de fabrica-
tion de caséine, afin de'trouver un écoulement rémunérateur au lait
écrémé constituant un sous-produit de certaines de leurs fabrica-
-tions, D'autre part, la consommation de la caséine ayant sensible-
ment évolué, certaines utilisations, comme la fabrication de la
fibre de caséine, ont pratiquement disparu; par contre les emplois
de la caséine comme matiere de couchage dans l'industrie du papier
se sont développés et enfin surtout la caséine est devenue une
matiére premiére pour certaines industries alimentaires, parti-
culierement sous la forme de son sel de sodium, ce qui a obligé les
fabricants de caséine a livrer un produit plus pur que la caséine
destinée a des applications techniques. Enfin, l'augmentation conti-
nuelle des dépenses de main-deeuvre a conduit certains producteurs
a adopter un procédé de fabrication continu de la caséine, prenant





