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169. Elektronenmikroskopische Griissenbestimmung 
der Calciumcaseinatteilchen in Kuhmilch 

von Hs. Nitschmann. 
(29. IV. 49.) 

Bei der bekannten Polydispersitat c I ( b r  (”al~~iiiri~c~a~c~iii;r t teilclien 
in tler Milch scheint die Elektronenmiki*c )hltopic~ w11r gwig net, iiin 
uber die Grossenverteilung exakte Auskuiift zu gchiwri. I ) i c >  Aiufgahe 
sielit einfach aus, wirft %her immerhin einigt. I’rciblc3iiit. : i i i k 7  (lie eincr- 
wits die Prapariertcchnik, andererseits ( l i t ,  1 :erec~hiiiiiig e l l i~ i .  ‘I’eilehcn- 
gemichte aus tler Abbiltlung betreffen. 

Die Priiparierung kann, wie bei kollciitlen Suhl)t11i\ioiit*ii nblich, 
so geschehen, (lass man yon der genngerrIl vercliiiiiit(3ii J1;igermilcli 
ein Tropfchen auf der Tragerfolie verdurist c’ii 1 nn ( l  1 1 ~ s  I’r$pztr:et 
xur Erhiihung der Kontraste goldhesch et . I) i P hI ( ) I  l i c~  I [ rotein c b  

stiiren nicht, da ihre Menge gering isf iiritl sic’ z i idthri i  niolekular 
gclhst sind. Sic M-erden deshalb nicht al)g:c.biltl(>t. .\n(.li t l c ~  Milch- 
zucker und die Salze storen das Bild nicht. Die F i q y  i y t  h o i i i i t  nix, 
womit die notige Verdunnung der Milch ( 1 : 100 his I : LOO) vor- 
genommen werden soll. Destilliertes Wa8swi ist iirigc~iyric1t, tlenn es 
bewirkt eine Dispergierung der Caseinatt c4chr11, v i i i  I -instand, der  
hei fruheren Arbeiten nicht immer beac1itc.t n artit.. 1 )iwe Disper- 
gierung kann leicht daran erkannt wertlcri, dasy ( l i t >  TiZiibiiiig tGnw 
mit destillierteni Wztsser stark verdunnteii \Iztgc~riuilcli iiiit tlcr %it 
abnimmt, wie ubrigens schon1929 vonBrhi7r rl, I) bc~)l):rclri \i orden ist. 

Wir haben selbst in einem Pulfrich-Nephelornc t c’r von Z( I \ c  deli b a n g  des Tra- 
bungsgrades eincr 1 : 200 verdunnten Magermilch zritlic h vcrfolct. (Sic hr liurvc I in 
Fig. 1.) Die sofort nach dem Zusetzen des Wassers PSSI i i e  Tiiibniw H iirde gleith 
100 gesetzt. (Messungen mit Grunfilter L2, Durchl lieil \iiirixiiniiiii bc,i 380 mp.) 
Die Trubung niaimt besonders am Anfang sehr rascli ail; nac*h ritlc wird ein 
Endwert erreicht, der nur 1576 des Ausgangswertes bi tr<igt. 1 )I(\ nuiden hei 
12” (Temperierung mit Brunnenw asser) vorgenommen 31 i d i i  iirtl I t der Abfall 
der Trubung bci Zimmertenipcratur langsamer. Tiot/tlc r i i  L n n n  Verdiinnen 
der Milch niit Wasser nicht hoffen, die Caseinteilchc 11 in ihi vr u i~spru i~  rlic’iicn Cirosse 
abzubildenz). 

An diesem Zerfell der Teilchen ist iii erhtcr Linie tlic I-Ierab- 
setzung der Calciumioneiikonzentration iir der I ~ o b i i ~ i g  . ; ( a h  uld. Die 

l) A. Schneck, Milchwirtschaftl. Forsch. 7, 1 (1‘329). 
2, Da wir uns im sog. Rayleigh-Bereich befinclen (‘l”ei1chengr 

lange des Lichtes), ist die Intensitat des Streulichtes p i  oliortioi 1a1 
wenn Konzentration und Brechungsindices konstant lrlei ben. I h  ti II 

zu einem grossen Teil von Fettspuren herriihrt (vgl. [+. L o t 7 ~ ,  111 

Hclv. 24, 242 (1941)), betragt die durchschnittlichc T oliimenL-ci iniiideiiiiig t Lrr Casein- 
tcilchen in unserm Versuch bicher noch vie1 melir als S 5  Yo. 

kb,iii p p c  11 IVellen- 
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Calciumbindung des Caseins folgt dem Massenwirkungsgesetz l), und 
bekanntlich kann man das in der Milch recht grobdisperse Casein in 
den molekulargelosten Zustand uberfuhren, wenn man dem System 
bei konstant gehaltenem pH die freien Calciumionen entzieht. Mager- 
milch wird klar, wenn man sie z. B. mit Citrat versetzt (Komplex- 
bildung ) . 

20 40 60 i 

Fig. 1. 
Zeitlicher Verlauf der Triibung von Magermilch nach dem Verdiinnen 1 : 200. 

Kurve I: 
Kurve I1 : 
Kurve 111: Native Milch, verdunnt mit 0,Ol-m. CaCl,. 

Native Milch, verdiinnt mit destilliertem Wasser. 
Mit Formalin fixierte Milch, verdunnt mit destilliertem Wasser. 

Das sic'herst'e Mittel zur Erhaltung der Teilchengrosse ware Ver- 
dunnen mit ultrafiltriertem Milchserum. Fur die Elektronenmikro- 
skopie geht das jedoch wegen des hohen Gehaltes des Serums an 
gelosten Festkorpern nicht. Es liegt aber nahe, das Verdunnen mit 
einer Calciumsalzlosung vorzunehmen, die gleiche Calciumionen- 
konzentration aufweist wie das Serum ( ca. 0,01-n.2)). Die zeitlic'he 
Vera'nderung der Triibung einer Magermilch, welche 1: 200 rnit einer 
CaC1,-Losung dieser Konzentrat'ion verdunnt wurde, ist durch 
Kurve 111 in Fig. 1. wiedergegeben. Selbst nach einer Stiinde hat der 
Trubungsgrad nur um wenige Prozent abgenommen. Wir haben von so 
verdunnter Magermilch eine Reihe von elektronen-mikroskopischen 
Aufnahmen gemacht und auf ihnen iiber 2000 Teilchen nach Grossen- 
klassen ausgezahlt (Tab.). Die Zeit vom Verdunnen bis zum Ein- 
trocknen des Tropfchens auf dem Objekttrager betrug nicht, mehr als 

Stunde, so dass eine merkliche Desaggregierung nicht stattge- 
funden haben kann. Bei dieser Arbeitsweise birgt aber das Ein- 
trocknen eine Fehlerquelle. Hierbei stoigt namlich die Calciumionen- 

1) A. Chanutin, St. Ludewig und A.  V.  Masket, J. Biol. Chem. 143, 737 (1942). 
z, E. R. Ling, J. Dairy Res. 8, 173 (1937). 



L260 HhLVETICA C I I I M I C 1  \ (  I \. 

konzentration sehr stark, was Anlass zii ri ner Tc4l chcii: rggregation 
geben konnte. Wir glauben zwar nicht, ( I i L R H  dvr Effekt 1)cvleutend 
sein kann, (la das Eintrocknen im Vakriurn r;iscah voiz sitsh geht, 
hesonders am Schluss, wenn die Calciuni~~liloritlkonzt~nt rxtion wirk- 
lich gross wird. Fur die Richtigkeit unserw Aniialinir~ hprieht auch, 
dass die Teilchengrossenstatistik ein sehr h hnilicl~t~~ Rild (.rgvl)cn hat, 
wie bei einer zweiten Prapariermethode. 

Dieselbe besteht darin, dass man die Pl-oteint cil(~lic~ii lriit I4’orm:il- 
dehyd in ihrer Grosse und Form so fixiert. tiass sic 1)r i r i i  Zii’iiLtz von 
dcstilliertem Wasser nicht mehr zerfallen ktilrncn. IYvnri I n i \  11 Mager- 
milch mit 0,4-0,s 7 ,  Formaldehyd versetzt , sie ininclrsl ens 24 Stun- 
den stehen lasst und alsdann 1 : 200 mit tl(*stilliertt~m 1i-a 
dunnt, so zeigt diese Losung praktisch diestBlhe Trnhiirig n it. iric+ht for- 
malisierte Milch, die mit 0,OI-m. CaCI,-Lbiixiig \ c w l i i r i t i i  \I urtle. Der 
zeitliche Abfall der Trubung ist auch hier sc~hr geikig imtl inaclit nach 
1 Stunde nur einige Prozent aus. Trotzdem I~’ormaldc.tij d i i i  niolekular- 
dispersen Proteinlosungen, wenn dieselhcii i richht L ~ I  \-en l i i r i  nt sincl, 
(lurch CH,-Brucken zusammengehaltene ~lolelrclkoin~~lrut~ entstchen 
lasstl), scheinen die vie1 grosseren (’wIcinmc.;r,sc~iriatt tiilclien der 
Milch isoliert zu bleiben. Nur die schori zuvor  zii t ~ i r i t ~ i i i  kageligen 
Teilchen zusammengepackten Caseinmolekt~ln ~ver~lv11 tiurt.11 I :rucken- 
bindungen miteinander verschweisst. Die so f i  xiert en Tcil~~l1r.n werden 
sogar durch Zugabe von Citrat, das zu citic.m 1 olligrn 1Sntzug des 
Calciums fuhrt, nicht mehr dispergiert (kcinc odcr. niir s ~ h r  geringe 
Verminderung der Trubung). Von Magei niilch, w c x l c l i c h  a i i f  diese 
Weise mit Formalin fixiert und dann nm. niit tlcst i1lit.i.t w i  Wasser 
vertliinnt wurdc, haberi wir ebenfalls Aufiialimcii gtiiiwt.lit i i i it l  BUS- 

gemessen. 
Bevor wir uns dem Ergebnis der G I  hsenhtiitistili ziiivendcn, 

seien zu den Photographien selbst, von tlt11ic.n hiw iirir einr wieder- 
gegeben sei (Fig. a), einige Bemerkungen g(.riiac.li t . 

Fur die blosse Betrachtung geben t i i t .  bridcii b(~~ehi*irbenen 
Prapariermethoden gleichartige Bilder. 1 ) i t s  ziinachst c:lcic.li suf- 
fallende Polydispersitat des Caseins was lwreit s ;tiis ( i i i i c ’r  Reihe 
frliherer Arbeiten bekannt, bei denen andrrt. I ‘nt rrsiic I lu i  igmirthoden 
angewendet wurden”. Auch hatte man - insb~~sonclcrc~ ant’ Grurid 
r o n  Viskositatsmessungen - angenommcii, (lass ( l i t>  Foimi tlw Teil- 
chen nicht stark von der Kugelform abweicfit. Aui iinseim .liitn‘ (i Ir imeri 
halorn die Teilchen die Form von runden I:ri)tchon. %\vtifr~IIo.: waren 

l) H .  Frunkel-C’onrut und H .  S. Olcott, Am. So(.. 70, 2673 ( 1  
rind unveroffentlichte elektrophoretische Untersuchurig n \ o n  
H .  Zurcher. 

L, Einp Zusammenstellung solcher Arbeiten firidi t sic11 rrn Iiuuhc 
R. N .  J .  Saul und M .  van der Waarden, Chemical ,And I’hvsical Invwtig 
Products, Bmsterdam 1947. 
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Fig. 2 .  
Magermilch (Februar-Mischmilch), mit 0,4% Formaldehyd fixiert. 

Verdiinnung 1 : 100 mit destilliertern Wasser. Auf Glas prapariert, mit 
Benzol gewaschen, goldbeschattet und mit Formvarlackfolie abgezogen. 

Elektronenmikroskopische Abbildung 1 : 18000. 
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sie in der Suspension kugelig und sind erst beirti Ei~itroc.kiicn flach- 
gedruckt worden. Wir haben es demnacli i n  tlvr Milch init, kleinen 
plastischen Gelkugelchen zu tun, die ihrtl Forin tGnfac.li tlcr Oher- 
fliiichenspannung und nicht etwa ganz h.;onclei.cn lictlinguiigen hei 
ihrer Entstehung in der Milchdruse verdanken. D:LY he\\ cisthn eigene 
elektronenmikroskopische Aufnahmen von kunhtlicher Jlagermilch, 
wie man sie aus Natriumcaseinatlosung (lurch Zusatz  von  ('a('12 er- 
halten kann. Auch hier findet man niimlitah runtle (':~lcirinicnseinat- 
teilchen von ahnlicher Grossenordnung Tic in i~aturlicliri~ AIilch. 

Te i lchengrossens ta  1 i s t i k .  
Wir haben bei jeder der beiden Prai,aPierrrir.tlit,tlrn a i i f  3 TTer- 

griisserten Aufnahmen die Teilchen nach (:rosserikls en v011 40-80, 
80-120, 120-160, 160-200, 200-240 iui(1 240-280 nip ausge- 
ziihlt. Das Auflosungsvermogen des uns mr 1 erfugung st ehentlen 
Mikroskopesl) geht zwar noch weiter herutttchr als 40 mp, tiovh weiss 
man dort nicht mehr ganz sicher, was i n m  t~igtwtlic~li sichht. Die 
Grcissenverteilung, die wir bei den beidell PrQparasl ionen gefunden 
haben, ist aus der Tahelle ersichtlich. Mehr noch d s  tier 1)nrt~limesser 
der Teilchen im Bilde interessiert ihre n.ir-klichc1 GrOshe ~'rsp.  ihr 
Gewicht vor dem Eintrocknen. Dieser W e i t  kann tiur nriniilirrnd be- 
rechnet werden. Wir Rind dabei folgendcim;~,sser t vorgcgxngt~n. 

Fig. 3. 
Zur Rerechnung der Trilgewichte. 1,c~gc.tide 1111 '"vxt. 

Bei der Goldbedampfung war der I~infalls\viiikt~l tit's Gold- 
tlampfes auf clas Priiparat so gewahlt wortlen, ~ ; L M  tliv Scliatten- 
lange (s) das 4fache der Hohe (h) des scliattenwe~fciuIc.n Objektrs 
hetrug. Ausmessung der Schattenlange an eincr gr 
von Teilchen ergab, dass dieselbe im Mittel tin\ 1,4:1fac 
durc.hmessers (2a) betrug. Daraus lasst sieh t tii t Hilfe (liner gmphischen 
Konstruktion (Fig. 3 )  die wirkliche Teilclretihiilte ( h )  niigcfiihr er- 
niitteln, wenn man annimmt, dass die ein<etrocltnt 

Zurich. 
l) Es handclt sich urn ein Elektronenmikroskol, [I( r F i i m n  Y'rub, 7'uuhcr & Co., 
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Form flacher Brotchen besitzen. Bur Berechnung ihres Volumens darf 
man wohl mit ziemlich guter Annaherung ein halbiertes abgeplattetes 
Rotationsellipsoid zugrunde legen, dessen grosse Halbachse = a und 
dessen kleine Halbachse = b ist. Die Rechnung ergibt, dass der 
lnhalt dieses halben Rotationsellipsoids ziemlich genau y3 des 
Volumens einer Kugel vom Radius = a betragtl). Nun ist BUS Viskosi- 
tatsmessungen bekannt2), dass sowohl in kunstlicher als auch in 
naturlieher Magermilch das Calciumcaseinat eine Vol~minosi ta t~)  
von 3,O-3,l besitzt. Es sieht also so Bus, als oh die Gelkugelchen, 
wenn sie isoliert auf einer Unterlage zum Eintrocknen gebracht wer- 
den, nur in tier Richtung senkrecht zu dieser Unterlage schrumpfen, 
so dass ihr Durchmesser parallel dazu praktisch unverandert bleibt. 

Fur die Berechnung der Teilchengewichte in Molgewichtsein- 
heiten (siehe Tabelle) wurde fur das trockene Material ein spezi- 
fisches Gewicht von 1,40 eingesetzt. 

~~ 

Grossenklassen 
~~~ 

Durchmesser*) 
in mp 

40-80 
80-1 20 

120-160 
160-200 
200-240 
240-280 -- 

Molgewicht 
in Millioncn 

10-81 
81-266 

266-625 
625-1220 

1220-2025 
2025-3280 

Haufigkeit (Anzahl) in yo 
Praparation 

a**) I b***) 

20,8 
35,5 
23,3 
13,9 
4,5 
2,0 

*) Uirekt im Bild ausgemessen. Annahernd gleich wie die I>urchmesser der kugeligen, 
im Milchserum auf das 3fache Volunien gequollenen Teilchen. 

**) Verdiinnung mit 0,Ol-rn. CaCl,. 2410 Teilchen. 
***) Formaldehydfixierung. 503 Teilchen. 

Betrachten wir die in der Tabelle niedergelegten Ergebnisse, 
so konnen wir festst,ellen, dam bei beiden Praparaten das Haufig- 
keitsmaximum bei Teilchendurchmessern von 80-120 mp, resp. 
,,Mol"gewicliten von 81-266 Millionen liegt4). Teilehen von uber 
300 m p  kommen kaum vor oder sind jedenfalls als Zentiifugen- 
sclilamm eliminiert worden. Die untere Grenze der Teilchengrosse 
lasst sich aus den Aufnahmen nicht erschliessen. Sieher gibt es Teil- 
chen von weniger als 40 mp Durchmesser; sie konnen nur nicht 
rnehr ganz sicher von den Untergrundrauhigkeiten unterschieden 

1) Fur a = 0,5 fanden wir b = 0,33. Dann wird V (Kugel) : Vj2 (Ellipsoid) = 

2) C. L. Hankinson und D. R. Briggs, J. Phys. Chern. 45, 943 (1941); H. Eilers und 

3) Volumenfalrtor bei Anwendung des Einstein'schen Viskositatsgesetzes fur Sus- 

4) Bei diesen Gewichten ist zu bedenken, dass die Caseinteilchen der Milch ca. 6% 

523 : 173 = 3,02. 

Mitarbeiter, Verslag. Landbouwk. Onderzoekingen 50 (15) G., 1007 (1945). 

pensionen kugeliger Teilchen. 

Calciumphosphat enthalten. 
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m-erden. Wenn wir unsere Resultate mit cleiijt.riigt~n ;1ntle17~ L\iitoreril), 
die fruher Teilchengrossenbestimmungen ;an Vilch \ orpnommen 
haben, vergleichen, so stimmen sie am Iwsten rriit tlrnjciiigen von 
B.  Xicols und Mitarbeitern2) uberein. I)iose Forhchor 1i:~hen an 
Magermilch, welche mit ultrafiltrierteni M ilchscrixni \ erd ii~iiit wurtle, 
Sedimentationsgeschwindigkeiten in der t'ltrazciitri fiigc ( IiircAh Licht- 
ahsorptionsmcssungen hestimmt. Sie erreclinen t h m s  eiiien (:rossm- 
bereich TTon 8-200 mp Durchmesser f i i r  (lie nicht 11) tlmtisierten 
Teilchrn. Bei einem Quellungsfaktor von :i n-urtle (lies I )u~~limessern 
V O I ~  11,5-288 mp entsprechen, was sich gut riiit i insc~t i  Ikfuntlen 
deckt. Das Hiiufigkeitsmaximum fanden die Ail1 oren twi Teilchcn- 
durchmessern von 80-90 mp trocken, rchp. 11 5-1 30 1 1 1 ~  gcquollen. 
Dahei handelt es sich aber nieht um die H;intigkcit r i i a c h  tlcr 'I'cilcheri- 
zahl, sondern nach dem Gewichtsantcil"). €h>i clw I'miwhnung 
unserer Werte auf Gewichtsanteile zeigt ~ ( 4 1 1 ,  th \ s  hii 1'rap;iration a 
(Verdunnung mit CaCl,-LGsung) die Teilclicii mit l)iircli~iic 
160-200 mp (gequollen) den grossten ( :cwic~li th;uittlil ;iii~inacIi(m, 
bei Praparation b (Formolfixierung) diejchiiigcri mit I )iircliiiiesserri 
von 130-160 mp. Schon bei den Haufigk~~it.;w~i.tcIii iiaeli tlt.r Anzahl 
scheint ja das Maximum bei Priiparation I )  gegcnut)cbr €'I ap;mation a 
nach etwas kleineren Werten verschoben. Die Griiiide Iiierfitr, bowie 
tler Einfluss weiterer Milieuiinderungen iiud tier Yorgc~chichte dcr 
Milch auf den Dispersitatsgrad des Casein5 in t lc~st~l l .~cn sind Gegen- 
stand weiterer Untersuchungen. 

Der Verfasser dankt den Herren Dr. Heinrich A'tcrde, rind 1)r. If( i ~ z  l'fister fur 

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurtlcn durc ti \ l i t  tel am dc in Arbeits- 
ihre Hilfe bei der Herstellung der Aufnahmen und ih1t.r Auuz~~lilunyen. 

bescliaff iingskredit des Burides errnogliclit. 

Busammenfassu  i ig .  
Elektronenmikroskopische Aufnahmeir zeigen, tl;ass (1 it. ('alcium- 

caseinatteilchen in der Magermilch (Huh ) kug 
dispers sind. Die Auszahlung nach Griiswnkla 
Zahlenhaufigkeitsmaximum bei Teileheritiiircl 
von 80-120mp liegt. Es wird erneut gezeigi , (lass die ('a1ciiirric:tseinat- 
teilchen bei dem fur die Praparierung erfortlei-licdheri Yvrdimnen 
der Milch zerfallen, wenn destilliertes W:isser \Tern ciiitlet \\ irtl. Dieser 
Fehlerquelle kann durch Zusatz von Ca('12 oder vorherigv Fixicrung 
der Teilchen mit Formaldehyd begegnet u eiden. 

Institut fur organische Chcniie tler T - t i i \ - t w i t  at Kern. 
I )  Ziisammenstellung im bereits zitierten Bucli i oii H .  h ' d o , s  tind IliLit beitcrn. 
2, J. B. Nicols, E. D. Bailey, G. E. Holm, G .  I ( .  fJ re~nhtc i t / .  untl I!: 1.  Dryshri, 

a. Phys. Chem. 35, 1303 (1931). 
3, Genauer handelt es sich urn den qogenannten p . 1 4  ichts opt hell ( \ \  Vlght-optical) 

Antell. Naheres hierdber siehe bei Nicols und Mitarbcil t s r i i ,  loc. cit. odrr bc.1 S i  4 b r r g  und 
Pedmon, The Ultracentrifuge, Part 111, Chapter B, 4 .  


