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ETUDES SUR LA CASEINE
par
MAURICE BEAU

La caséine vue au microscope  électronique*

Parmi les études récentes consacrées a la caséine, en se basant
sur les méthodes modernes de recherche, un petit nombre seulement
ont été publiées jusqu'a ce jour; cependant, certaines ont déja

(1) Reproduction interdite sans indication de source.

* Toutes les photographies de cet article sont extraites de larticle de 1l1JI. Hos-
tettler et Imhof, dont il est question ci-aprés, et nous ont été fournies par JI. Hostettler,
que nous remercions vivement de son amabilité.



2 ~l. BEAU. - ETUDE

donné des résultats intéressants: ce son( en™particulier les études
faites au moyen du microscope électronique (1).

Le premier qui ait employé ce moyen est le savant suisse
H. n~itscHijann  (2), lequel opérait sur du lait bien écrémé a la
centrifuge et dilué au 1/200€; mais, dans ce but, on n'emploie pas
de l'eau distillée, qui a l'inconvénient d'opérer une dispersion, une
sorte de solubilisation des micelles de caséine (3), qui réduit l'opacité
de 85% en une heurc par suite de I'abaissement de la concentration
des ions de Ca (4).

On peut opérer de deux fagons différentes

- Ou bien on effectue la dilution avec une solution de CaC12
de méme concentration en ions Ca que le sérum, soit environ
0,01 n;

- Ou bien, on fixe d'abord les micelles-par une addition de
formol a 0,4-0,8% et on dilue ensuite.a)'eau  distillée.

Les deux systemes donnent les mémes résultats. Puis on met
une goutte du liquide sur le porte-objet du microscope, et on I'y
laisse sécher dans le vide, ce qui demande environ un quart d'heure;
on ombre a l'or; enfin, on met le microscope en fonctionnement
avec un grossissement de 5.000 a 10.000, que l'on peut porter a
30.000 par agrandissement photographique.

Les micelles paraissent alors comme des taches blanches ombrées
sphériques ou légérement ovales sur fond plus ou moins noir, sans
gue, malgré la dessication, aucun autre corps soluble n'apparaisse
(sans doute parce que leurs images sont trop petites pour les
agrandissements adoptés) (Fig. 1).

On peut, dans ces conditions, compter les micelles, évaluer leurs
trois dimensions, leur nombre, les classer suivant leurs grosseurs.
Voici ce que cela donne

(1) Une seule de ce:";.tudes ri été citée dans Iar-ticl e, par ailleurs trés intéressant,
de JI. Z. Zelter intitulé . Truvau x biophysiques et biochimiques récents sur la struc-
ture et la constitr. tian des caséines » paru duns Le Lait (septembre 0. décembre 195:1).
C'est le travail do N'itsclimarui, dont nous parlons plus loin.

(2) « Elektronerniktmi::opische Gr ossonbecs tirnmu ng  der Calcillfficaseinteilchen
in Kuhmilch  », Helvetica Chimica Acta, 1949,32, p. 1255.

(3) Dans la plupart des trava ux sur la caséine, on parle toujours de « molécules »
de caséine, alors qu'il s'agit généralement d'agrégats de molécules de différentes
grosseurs, de ce que Svedberg a.ppe lle des ((mo lécu Ics physiques » par opposition aux
« molécr les chimiques » (T. Svedberg, Science, 19a4, 79, p. 32i). Pour éviter toute
confusion, nous emploierons dans ces études le mot de « mice llcs u,

(4) Les figures 2 et S montrent cette action de dispersion  (dissolution) des mice lles
do caséine sous l'action de l'eau. La figure 3 notamment, no differe guere de la figure 4
montrant une solution do caséinate de soude au méme grossissement.
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Fréquence  (nombrcs) (en ~-~)

Grosseurs  des cla.sses Poius  micellaires
Diametres  en fi (en millions) Préparat.ion o~  Préparation b**
40-80 10-81 20,8 32,0
80-120 . 81-266 55,5 34,0
120-160 266-625 23,3 23,7
160-200 625-1.220 13,9 8,0
200-240 1.220-2.025 4.5 2,0
240-280 2.025-3.280 2,0 0,4

1

* Dilution 0,01 n CaCl2, 2.410 micelles.
*x Fixation au formi I, 503 micelles.

Le maximum de fréquence se trouve entre 80 et 120[1. pour des
poids micellaires (y compris 6% de phosphate de calcium), de 81
a 255 millions. Il n'y a pour ainsi dire, pas de micelles au-dessus
de 300 [1,tandis qu'il peut y en avoir au-dessous de 40 [1.

Quant a la coagulation de ces micelles par la présure, une des
hypothéses possibles pourrait étre qu'elle est due a une action de la
présure sur la surface des micelles. (Voir ci-dessous les travaux de
H. HOSTETTLER.)

B. Le second travail relatif a cette question est celui du savant
francais, C. BAUD et ses collaborateurs (5). Alors que NITSCHMANN
opérait sur le lait lui-méme, ces auteurs ont cherché a voir ce qui
se passe quand, a du lait écrémé, dilué au quart par addition de
CaCl20,01 n et porté a 35° on ajoute de la présure. Le mode opéra-
toire fut dans l'ensemble le méme que celui du précédent travail,
sauf que la fixation des micelles se fit au moyen de vapeurs d'acide
osmique.

L'aspect obtenu fut le méme que celui obtenu par NITSCHMANN,
mais il s'y ajouta un fait nouveau, a savoir que les particules de
caséine (ou plutbt de caséinate de chaux) approximativement
sphériques apparurent dans ces conditions soudées les unes aux
autres . parfois au début par l'intermédiaire d'un filament assez
long; puis les fibrilles noueuses ainsi formées s'accolent les unes
aux autres en donnant de petits faisceaux qui s'enchevétrent et
forment un réseau tridimensionnel, lorsque la coagulation est
terminée ».

Ce résultat confirme parfaitement celui obtenu par E. Hekia,
avec un microscope ordinaire en 1924 (6) dans des observations
(5) O. Baud, J. Jlorard et . Pernoux. Observations au microscope électronique
do la coagulation du lait pal' la prés ure. Com-pte rendu Acad. Se., 1951, 233, :7il.

(6) E. Hekma. Les particules de casé ine (disques de caséine) en suspeneion dans

Je lait. La lormut ion de filamenta dans le lait pal' l'action de hl présure. Le LauU, 19:?74-,
4, T7~.



:Fig. 1 Lait de mélange nor-mai Fig. 4 Caséinate de sod.iu.m
G = 3.125 G = 3.125

Fig. 2 Fig. 3
Dispersion (Dissolution)
vingt minutes une nuit
apré» dilution dans l'eau
G 4.375
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faites sur du lait dilué au cinquieme et additionné d'une trace de
CaC12a 1/1.000€.

L'addition de présure intensifie d'abord le mouvement brownien
des micelles, puis les particules de caséine (disques) se rejoignent et
s'agglomérent en conservant leur mouvement brownien tant que
I'agglomération est faible. Enfin on observe des filaments réunissant
les disques, ce qui donne a l'ensemble, lorsque les filaments sont
assez longs, l'aspect d'une toile d'araignée avec gouttes de rosée.

C. Le troisieme travail, beaucoup plus important, est celui du
savant suisse H. HosTETTLER (7) et ses collaborateurs, opérant
avec un microscope électronique sur du lait trés frais, filtré, mis en
glaciere a 3° C. et centrifugé 30 minutes a 3.000 tours/minute;
puis, comme dans le travail de niTscHuann,  dilué a 1/400 avec une
solution de CaCl2de méme concentration que le lactorésum ; enfin,
fixé par 0,04 a 0,08 % de formol pendant 24 heures.

Une goutte est mise sur le porte-objet du microscope électro-
nique, séchée pendant 15 minutes dans un cxsiccateur sans Vvide,
pour éviter la congélation de l'eau, enfin ombrée par un jet oblique
de manganate d'or (Fig. 2, 5 et 6).

Comme dans le précédent travail, on constate que les autres
composants du lait (albumine, globuline, lactose, sels) na.ppar-
raissent pas dans les photographies. On a pu aller ainsi jusqu'aux

micelles de 15 a 20 [1-
Les auteurs sont arrivés aux résultats suivants

1° Comptage et mesurage des particules.

Nombre de part.icules

Dta me tre en (1 Frégncnco
Total %

<33 739 20,3 369,5
33-66 1.072 29,5 1.60S,0
66-100 1.059 21,1 2.647,5
100-133 515 14,2 1.502,5
133-166 17S 4,9 SO1,0
166-200 16 15 30S,0
200-233 13 0,3 54,5
233-266 1 7,5
266-300 1 S,5
300-333 1 9,5
Totaux  ...... 3.635 100 7.646,5

La moyenne artihmétique des diamétres est de 70 ..

(7) Il s'tgit sur tort. dc I'étude de H. Host ittler et TC Imhop. Untersuchungcn ucher
die submik ro skop ivche St ruk tur yon )lilch wund :\lilcherzctlgni.3scn. Helvetia Chim.ica

Act.l, 1932, 66, :10J,



Fig. 5 Fig. 6.

Lait fixé au formol et dilué ct I'eau Lait écrémé
G = 4.375 G = 6.250
Fig. 7 Fig. 10
Lait écrémé artificiel ¢t 0,14% de CaCl2 Lait acidifié spontanément pH 4,8
G = 6.250 G = 4.375

(Comparer fig. 5 et 6)
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20 ROle de Ca et de P.

Les ions de Ca de la phase colloidale sont en équilibre avec
ceux du sérum, si bien que les ions Ca, enlevés par dialyse par
exemple, doivent étre remplacés par des ions Ca provenant de la
caséine et que par suite celle-ci subit une dispersion (solution ?)
et quc le liquide devient moins opaque.

De plus, il y a une réduction des teneurs en Ca et P des grosses
particules, aux petites particules, d'ou il résulte que le phosphore
inorganique, lié au complexe, l'est surtout aux grosses particules.

3o Durée de coagulation.

Cette durée est dautant plus longue que le pourcentage de
particules plus petites que 33 [L est plus grand. Voici les chiffres

trouvés sur le lait de 5 vaches différentes

Vachps
tion en minu tcs des miee lles < 3L
10,1 80,0 12,0
2 1,1 72,9 1i,3
3 16,3 68,0 22,2
4 21,8 65,0 20,4
5 27,9 64,3 3i,8

Les chiffres des deux premiéres colonnes donnent une hyperbole
équilatere  (fig. 8), dont les branches
de coordonnées, et dont l'axe de symétrie est la bissectrice de l'angle
de ces coordonnées, ce qui fait penser que les surfaces de micelles
pourraient jouer un réle déterminant,
de coagulation seraient proportionnelles
micelles, ces surfaces étant elles-mémes
nelles aux diamétres moyens des micelles. Or, voici ce que donne

Durée de eoagula-

Diamétre  Inoyen

sont asymptotes

par exemple,

o/ i
Yo de micelles

aux axes

que les durées
aux surfaces totales des

inversement  proportion-

le calcul:

Diamétre moyen des micelles 80,6 72,9 05.0
Surfaces relatives  ................. 10,1 12,4
Durée de coagulation en minutes 10,1 11,1 21,8

Il n'y a pas proportionnalité

vers le haut, ce qui peut étre interprété

et la courbe (fig. 9) est concave
de différentes
micelles (inférieures

Mais en fait, on a négligé les tres petites

15 ou 20 [1), qui ont nécessairement
D'autre part, on a constaté que, plus les particules sont petites,
plus le rapport de Ca et de P a N est faible, ce qui signifie évidem-

manieres.

une surface totale énorme.



Fig. 8 Fig. 1
Durée de coagulation en fonction du diamétre et de la surface reLative

des micelles,

Fig. 11 , Fig. 12

Caillé acide dispersé dans CaCl2 Caillé  présure

G = 3125 G = 3125
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ment que l'action de la présure est dautant plus forte que les
particules sont plus grosses et contiennent plus de Ca et de P.

4° Séparation de la oasél ne.

Cette séparation peut se faire de deux fagons

a) Par précipitation (8) au moyen dun acide qui dissout la

chaux et l'acide phosphorique, si bien que la caséine ne contient
plus que trées peu de cendres. Les particules sphériques gardent bien
leur forme jusqua pH = 4,8 ; puis elles perdent cette forme pour

prendre celles de particules allongées se transformant peu a peu en
un filet d'aggrégats et de filaments, qui forme le caillé (fig. 10 et IlI) ;

b) Par caaqulaiion. au moyen de la présure qui produit succes-
sivement une réaction primaire (formation de la protéose), puis
une réaction  secondaire (formation de la para-caséine) (fig. 12).

Or, si l'on centrifuge du lait écrémé & 16.000 tours-minute, on
obtient un sédiment gélatineux  (9) qui contient environ les deux
tiers de la caséine du lait; remis en suspension dans l'eau a raison
de 2,5%, on obtient un liquide laiteux, ou le microscope électronique
montre encore des particules de caséine rondes et séparées les unes
des autres comme dans le lait.

A cet état, I'addition de CaCl2 ne produit pas de coagulation.
Si l'on ajoute de la présure en quantité telle que la coagulation
devrait avoir lieu en 3 minutes, elle na pas lieu, méme aprés plu-
sieurs heures, alors que la réaction primaire a certainement eu lieu
déja depuis longtemps (10) ; mais si l'on ajoute une toute petite
quantitt  de CaCl2, la coagulation a lieu de suite. De méme si l'on
ajoute  la présure 15, 30 ou 45 minutes postérieurement a l'addition
antérieure de CaCl2.

Si l'on fixe le coagulum au formol, l'action de la présure s'arréte,
ainsi que la synérese, et au microscope  électronique, le coagulum
se présente en grosses masses sans particules sphériques (fig. 13
et 14).

Si on laisse le coagulum  « mdrir » sous [l'influence des ferments

(8) Les aute urs cmp loicnt, ici le mo t de coagulation, comrne poul la présure, mais
aQus  préL:irons le mot c.e pr éc.ip itat ion, le mot de coagulation étant le ter-me d éja
omployé p'et!' Llamrnaroteri, il Yy a qu atre-v ingts ans, pour désigner la lormation , sous

I'activité de la pré nu-e , d'un coagulum occupant  tout le volume du liquide, Hu liei
qu'uvee un acide, il s'agit plutét d'un précipité qui t.ombo au fond.

(9) La gélatinosité de ce sédiment semble  prouver que les actions mécaniques
pr.iss ant.es comme I'u ltru ocntrirug at.ion sont susceptibles de modifier a elles seules,
I'état physiquo des micellcs do caséine par une série de concc ntration due uniquement
il. la pression.

(10) Ma.lheu reueemcn t., les auteurs n'indiquent pas combien cc sédiment gélatineux
ontr-na.it.de Ca et de P, co gui pourrait étre trés intéressant.



Fig. 13 Fig. 14

GeZ de caséine  présure (lez de caséine  présure
aprés coa guZation G = 3125
G ~~ 312"
Fig. Lj Fig. 16
Lait de ch~vre Lnit de oache

G- = 437) G = 4377
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acidifiants  (fromages), il présente un aspect tridimensionnel de
filaments emmeélés.

Chose curieuse, dans le yaourt qui, quoique obtenu par acidi-
fication (II), présente un véritable coagulum analogue a celui de la
présure, le caillé présente aussi des aspects analogues a ceux de la
caséine présure.

50 Constatations diverses

Le lait de chevre présente des particules de caséine bien plus
grosses que celles du lait de vache (fig. 15 et 16), ce qui est sans
doute une des raisons pour lesquelles ce lait coagule plus rapidement
que le lait de vache, par suite de sa teneur plus élevée en Ca et P.

La pasteurisation ne produit aucune modification des micelles.
Par contre, a I'ébullition, les particules ont tendance a perdre leur
forme et a se coller ensemble, sans doute a cause de l'albumine qui
coagule. Si I'ébullition se prolonge, il y a partielle déformation et
dispersion des micelles.

Le secouage du lait n'a aucune influence sur la coagulation, si
bien que la réduction de qualité du lait par secouage, pendant le
transport par exemple, a une origine bactérienne due a la dispersion
des microbes.

Les ultra-sons ont un fort pouvoir dc dispersion sur la matiere
grasse, sur les germes qu'ils réduisent, ainsi que les enzymes (vita-
mine CIl. Mais un essai a une fréquence de 800 kilohertz, soit une
énergie dc 4 watts par centimetre carré, n'a donné aucun résultat
sur la coagulation, non plus que sur l'apparence au microscope
électronique.

*
* *

On voit, par ce qui précéde, l'importance du travail de MM. Hos-
TETTLER et unHor.

Outre la richesse de cc travail en photographies électromicros-
copiques, an nombre de cinquante-deux, dont nous reproduisons
un certain nombre dans cet article, les points suivants nous parais-
sent particulierement  importants

lo La teneur des micelles en Ca et P est d'autant plus élevée
que les micelles sont plus grosses;

20 L'action de la présure est d'autant plus rapide, donc d'autant
plus intense, que les micelles sont plus grosses. Ily a donc une cer-

() 1l rrest phs certain que les forment3 employés da.ns la fabrication du yaonrt
soient unique mant des Termant, lactiques et n'aient. pas une certaine action présur i-
gene. De plus, les yaour ts étant conservés au froid, la synérese n'a pas lieu pendant le

tres court délai avant leur consommation.
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taine dépendance entre la teneur des micelles en Ca et P et l'activité
de la présure.

Si l'on ajoute a cela le fait, également constaté par HOSTETTLER
que, dans la coagulation par la présure, les particules gardent sensi-
blement leur forme sphérique, tandis qu'elles la perdent lorsque
le coagulum s'acidifie (fromagerie), il nous semble que ceci donne
un grand poids a I'nypothése que nous avons émise en 1931 (12)
et répétée en 1941 (13), a savoir que la réaction secondaire de la
présure sur la caséine est une polymérisation des molécules s'aggré-
geant les unes aux autres par Jintermédiaire de la chaux et de
lI'acide phosphorique jouant le role de plastifiants, surtout la pre-
miéere, alors que le second peut étre remplacé par un autre acide,
mais est particulierement  nécessaire pour obtenir un coagulum
porcelainique, ainsi que l'ont successivement constaté, d'abord
HAMMARSTEN  (14) et ensuite porcHer (15). Ce dernier notamment
a préparé des complexes avec la chau x et d'autres acides minéraux
que l'acide phosphorique, tels que Il'acide carbonique et l'acide
chlorhydrique, ce qui lui a donné des carbocaséinates et des chloro-
caséinates de chaux, qui, traités par la présure, lui ont donné des
coagulums plus ou moins collants et gélatineux.

D'ailleurs, dans l'action de la présure, ce n'est pas la réaction
primaire (formation de la protéose) qui est la plus importante, mais
bien la réaction secondaire (transformation de la caséine en para-
caséine), non seulement qualitativement mais aussi quantita-
vement. Or on a généralement plutét étudié la protéose que
la paracaséine.

En outre, dans la pratique aussi bien fromagére que caséiniére,
c'est la formation et la constitution de cette derniére qui est la seule
importante, puisque notamment la protéose est perdue dans le
sérum.

En fait, de tous les travaux qui ont été exécutés sur la caséine
depuis quatre-vingts ans, combien y en a-t-il qui aient trouvé une
application dans les industries de la caséine et des fromages?

Comme conclusion, on peut dire

IOQue nous savons bien maintenant que la chaux et l'acide
phosphorique jouent un rdle primordial et sans doute unique dans
l'action de la présure sur la caséine;

(12) JI. Beau. Comment la. présure agit sur la. cas éirie du lait? Volume jubilaire
du Professeur Ch. Porcher, 19al.

(la) La caséine et la présure. Le Lad, 1941, 21, 11:3. (Voir a.ussi la seconde édition
de notre ouvrage sur La Caséine, Paris ]952).

(14) Om mj . hkys trrin gen och de dervid verksamma fermenterna i megslemhinan.
U'psala tdkaretdreninoens jO'rhandlingar, 1872-1873.

(15) Ch. Porcher. Le lait au point de vue colloida!. Le Lait, Lyon 1929.
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20 Que l'on doit souhaiter que des études approfondies soient
poursuivies dans cet ordre d'idées pour arriver a savoir quelle est
la nature de ce réle et comment les choses se passent dans la réalité.

INCIDENCE NUTRITIONNELLE DU PROGRES
TECHNIQUE EN INDUSTRIE LAITIERE (V).

par
JeaNn  KEILLING

Professeur a l'Institut national Agronomique

Ainsi que nous l'avons précédemment indiqué (2), I'évolution
de la technologie laitiére est inspirée par les soucis dominants -de
I'hnomogénéité d'unne part, de la sécurité bactériologique d'autre
part.

Qu'il s'agissse de l'un ou de l'autre de ces soucis, les divers méca-
nismes mis en ceuvre relévent tous de la recherche d'une plus grande
stabilité des produits, et l'on peut dés maintenant constater que
cette grande stabilité permet une plus large diffusion des aliments
laitiers a la surface du globe. D'ou la conséquence la plus apparente
et la plus certaine, qui est une distribution facilitée, en tous temps
et en tous lieux: l'aliment laitier apparait a la faveur du progrés
technologique et, notamment, des applications de Il'industrie
frigorifique.

Il y a donc, a cet égard, un progres nutritionnel certain et indis-
cutable : de nouvelles populations sont ravitaillées en produits
laitiers grace aux progrés techniques applicables dans Il'industrie
laitiere.

Cette évolution n'a pas dailleurs atteint son terme : elle est
encore limitée par I'état général de I'équipement et de I'économie
de certaines régions de la planéte, et elle se poursuivra dans la
mesure ou se développeront les progres industriels dans les régions
non équipées, et dans la mesure, bien entendu, ou les moyens
financiers dans les régions non équipées, et dans la mesure, bien
entendu, ou les moyens financiers des consommateurs futurs leur
permettront de procéder a l'achat de ces produits.

Mais, au fur et a mesure que se poursuit cette évolution, on est
en droit de se demander si les techniques mises en ceuvre pour l'as-
surer respectent bien les valeurs biologiques des aliments laitiers.

En effet, les divers procédés utilisés se traduisent, en définitive,
par des destructions ou des apports, et le but recherché, inévita-

(1) Bull. Soc. Sc. Hyg. Alim., 1953,41, 19.
(2) Le Lait, 1954, 34.





