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169. Elektronenmikroskopische Grissenbestimmung
der Calciumcaseinatteilchen in Kuhmilch

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

Bei der bekannten Polydispersitidt der Calcinmeascinatteilchen
in der Milch scheint die Elektronenmikroskopic sehr gecignet, um
iiber die Grossenverteilung exakte Auskuntt zu geben. Die Aufgabe
sicht einfach aus, wirft aber immerhin einige Probleme aut, die einer-
seits die Pripariertechnik, andererseits die Berechnung der Teilchen-
gewichte aus der Abbildung betreffen.

Die Priparierung kann, wie bei kolloiden Suspensionen iiblich,
so geschehen, dass man von der geniigend verdiinnten Magermileh
ein Tropfchen auf der Trigerfolie verdunsien Iisst und «as Priaparat
zur Erhéhung der Kontraste goldbeschattet. Die Molkenproteine
storen nicht, da ihre Menge gering ist und sie zudem molekular
gelost sind. Siec werden deshalb nicht abgebildet. Auch der Mileh-
zucker und die Salze storen das Bild nicht. Die Frage ist somit nur,
womit die notige Verdiinnung der Mileh (1:100 bis 1:500) vor-
genommen werden soll. Destilliertes Wasser ist ungeeignet, denn es
bewirkt eine Dispergierung der Caseinatteilchen, e¢in Thmstand, der
bei fritheren Arbeiten nicht immer beachtet wurde. Diese Disper-
gierung kann leicht daran erkannt werden, dass die Triibung einer
mit destilliertem Wasser stark verdiinnten Magermileh mit der Zeit
abnimmt, wie iibrigens schon 1929 von Schnccht) beobachtet worden ist.

Wir haben selbst in einem Pulfrich-Nephelometer von Zeiss den Gang des Trii-
bungsgrades einer 1:200 verdiinnten Magermilch zeitlich verfolgt. (Riche Kurve I in
Fig. 1.) Die sofort nach dem Zusetzen des Wassers gemessene Trithung wurde gleich
100 gesetzt. (Messungen mit Grinfilter L2, Durchkissigkeitsmaximum bei 330 mu.)
Die Triibung nimmt besonders am Anfang sehr rasch ab; nach ca. 1 Stunde wird ein
Endwert erreicht, der nur 159, des Ausgangswertes betrigt. 1ie Messungen wurden bei
129 (Temperierung mit Brunnenwasser) vorgenommen. Merkwiirdigerweise ist der Abfall
der Trilbung bei Zimmertemperatur langsamer. Trotzdem kann man beim Verdiinnen
der Milch mit Wasser nicht hoffen, die Caseinteilchen in ihrer urspriinglichen Grosse
abzubilden?).

An diesem Zerfall der Teilchen ist in erster Linic dic Herab-
setzung der Calciumionenkonzentration in der Lisung schuld. Die

1) A. Schneck, Milchwirtschaftl, Forsch. 7, 1 (1929).

2) Da wir uns im sog. Rayleigh-Bereich befinden (Teilchengrisse klein gegen Wellen-
lange des Lichtes), ist die Intensitdt des Streulichtes proportional dem Teilchenvolumen,
wenn Konzentration und Brechungsindices konstant bieiben. Da die restliche Trithung
zu einem grossen Teil von Fettspuren herriithrt (vgl. W. Lotmar wnd Hs. Nitschmann,
Helv. 24, 242 (1941)), betrigt die durchschnittliche Volumenverminderung der Casein-
teilchen in unserm Versuch sicher noch viel mehr als 857%.
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Calciumbindung des Caseins folgt dem Massenwirkungsgesetz!), und
bekanntlich kann man das in der Milch recht grobdisperse Casein in
den molekulargeldsten Zustand iiberfithren, wenn man dem System
bei konstant gehaltenem py die freien Calciumionen entzieht. Mager-
milch wird klar, wenn man sie z. B. mit Citrat versetzt (Komplex-
bildung).
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Fig. 1.
Zeitlicher Verlauf der Triibung von Magermilch nach dem Verdiinnen 1:200.
Kurve I: Native Milch, verdiinnt mit destilliertem Wasser.

Kurve II: Mit Formalin fixierte Milch, verdiinnt mit destilliertem Wasser.
Kurve ITI: Native Milch, verdiinnt mit 0,01-m. CaCl,.

Das sicherste Mittel zur Erhaltung der Teilchengrisse wire Ver-
diinnen mit ultrafiltriertem Milchserum. Fiir die Elektronenmikro-
skopie geht das jedoch wegen des hohen Gehaltes des Serums an
gelosten Festkorpern nicht. Es liegt aber nahe, das Verdiinnen mit
einer Calciumsalzlosung vorzunehmen, die gleiche Calciumionen-
konzentration aufweist wie das Serum (ca. 0,01-n.2)). Die zeitliche
Verinderung der Tritbung einer Magermilch, welche 1: 200 mit einer
CaCl,-Liosung dieser Konzentration verdiinnt wurde, ist durch
Kurve III in Fig. 1 wiedergegeben. Selbst nach einer Stunde hat der
Tribungsgrad nur um wenige Prozent abgenommen. Wir haben von so
verdiinnter Magermilch eine Reihe von elektronen-mikroskopischen
Aufnahmen gemacht und auf ihnen iiber 2000 Teilchen nach Grossen-
klassen ausgezdhlt (Tab.). Die Zeit vom Verdiinnen bis zum FEin-
trocknen des Tropfchens auf dem Objekttriger betrug nicht mehr als
1, Stunde, so dass eine merkliche Desaggregierung nicht stattge-
funden haben kann. Bei dieser Arbeitsweise birgt aber das Ein-
trocknen eine Fehlerquelle. Hierbei steigt ndmlich die Calciumionen-

1) A. Chanutin, St. Ludewig und A. V. Masket, J. Biol. Chem. 143, 737 (1942).
2y E. R. Ling, J. Dairy Res. 8, 173 (1937).
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konzentration sehr stark, was Anlass zu einer Teilchenageregation
geben konnte. Wir glauben zwar nicht, dass der Effeki bedeutend
sein kann, da das Eintrocknen im Vakuum rasch vor sich geht,
besonders am Schluss, wenn die Calciumchloridkonzentration wirk-
lich gross wird. Fur die Richtigkeit unserer Annalhime spricht auch,
dass die Teilchengrossenstatistik ein sehr dhnliches Bild ergeben hat,
wie bei einer zweiten Pridpariermethode.

Dieselbe besteht darin, dass man die Profeinteilchen mit Formal-
dehyd in ihrer Grosse und Form so fixiert, dass sie beim Zusatz von
destilliertem Wasser nicht mehr zerfallen konnen. Wenn man Mager-
milch mit 0,4—0,89%, IFormaldehyd versetzt, sie mindestens 24 Stun-
den stehen lisst und alsdann 1:200 mit destilliertemn Wasser ver-
diinnt, so zeigt diese Liosung praktisch diesclbe Trithung wie nicht for-
malisierte Mileh, die mit 0,01-m. CaCl,-Liésung verdiinnt wurde. Der
zeitliche Abfall der Triibung ist auch hier schr gering und macht nach
1 Stunde nur einige Prozent aus. Trotzdem IFormaldehyd in molekular-
dispersen Proteinlosungen, wenn dieselben nicht zu verdiinnt sind,
durch CH,-Briicken zusammengehaltene Molekelkomplexe entstchen
lisst!), scheinen die viel grosseren Calciumcasecinatteilchen der
Milch isoliert zu bleiben. Nur die schon zuvor zu cinem kugeligen
Teilchen zusammengepackten Caseinmolekeln werden durch Briicken-
bindungen miteinander verschweisst. Die so fixierten Teilchen werden
sogar durch Zugabe von Citrat, das zu einem volligen Entzug des
Caleiums fithrt, nicht mehr dispergiert (keine oder nur sehr geringe
Verminderung der Triibung). Von Magermileh, welche auf diese
Weise mit Formalin fixiert und dann nur mit destillierten Wasser
verdiinnt wurde, haben wir ebenfalls Aufnahmen gemacht und aus-
gemessen.

Bevor wir uns dem Ergebnis der Grissenstatistik zuwenden,
seienn zu den Photographien selbst, von denen hier nur eine wieder-
gegeben sei (Fig. 2), einige Bemerkungen gemacht.

Fiir die blosse Betrachtung geben dic beiden beschriebenen
Pripariermethoden gleichartige Bilder. Dic zunidchst gleich auf-
fallende Polydispersitiat des Caseins war hereits aus ciner Reihe
fritherer Arbeiten bekannt, bei denen andere Untersuchungsmethoden
angewendet wurden?). Auch hatte man — insbesondere aut Grund
von Viskositdtsmessungen — angenommen, dass die Form der Teil-
chen nicht stark von der Kugelform abweicht. Auf unsern Autnahmen
haben die Teilchen die Form von runden Britehen. Zweifellos waren

1) H. Frinkel-Conrat und H. 8. Olcott, Am. Soc. 70, 2673 (1948), Anmerkung 25,
und unverdifentlichte elektrophoretische Untersuchungen von s, Nitschmann und
H. Zircher.

?) Eine Zusammenstellung solcher Arbeiten findet sich im Buche von H. Eilers,
R.N.J. Saal und M. van der Waarden, Chemical and Physical Investigations on Dairy
Products, Amsterdam 1947.
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Fig. 2.
Magermilch (Februar-Mischmilch), mit 0,4% Formaldehyd fixiert.
Verdiinnung 1: 100 mit destilliertem Wasser. Auf Glas priapariert, mit

Benzol gewaschen, goldbeschattet und mit Formvarlackfolie abgezogen.
Elektronenmikroskopische Abbildung 1 : 18000.
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sie in der Suspension kugelig und sind erst beim Eintrocknen flach-
gedriickt worden. Wir haben es demnach in der Milch mit kleinen
plastischen Gelkiigelchen zu tun, die ihre Form einfach der Ober-
flachenspannung und nicht etwa ganz besonderen Bedingungen bei
ihrer Entstehung in der Milchdriise verdanken. Das beweisen eigene
elektronenmikroskopische Aufnahmen voun kiinstlicher Magermilch,
wie man sie aus Natriumecaseinatlosung durch Zusatz von CaCl, er-
halten kann. Auch hier findet man nimlich runde Calciumecaseinat-
teilchen von dhnlicher Grissenordnung wie in natiirlicher Milch.

Teilchengrissenstatistik.

Wir haben bei jeder der beiden Pripariermethoden auf 3 ver-
griosserten Aufnahmen die Teilchen nach Grossenklassen von 40—80,
80—120, 120—160, 160—200, 200—240 und 240—280 mu ausge-
zihlt. Das Auflosungsvermigen des uns zur Verfiigung stehenden
Mikroskopes?!) geht zwar noch weiter herunter als 40 my, doch weiss
man dort nicht mehr ganz sicher, was man eigentlich sicht. Die
Grossenverteilung, die wir bei den beiden Priparationen gefunden
haben, ist aus der Tabelle ersichtlich. Meh1r noch als der Durchmesser
der Teilchen im Bilde interessiert ihre wirkliche Grisse resp. ihr
Gewicht vor dem Eintrocknen. Dieser Wert kann nur annihernd be-
rechnet werden. Wir sind dabei folgendermassen vorgegangen.

-— 8 !

Fig. 3.
Zur Berechnung der Teilgewichte. Legende im "Text.

Bei der Goldbedampfung war der Einfallswinkel des Gold-
dampfes auf das Priaparat so gewidhlt worden, dass die Schatten-
linge (s8) das 4fache der Hohe (h) des schattenwerfenden Objektes
betrug. Ausmessung der Schattenlinge an einer grosseren Anzahl
von Teilchen ergab, dass dieselbe im Mittel das 1,43 fache des Teilchen-
durchmessers (2a) betrug. Daraus ldsst sich mit Hilfe einer graphischen
Konstruktion (Fig.3) die wirkliche Teilchenhéhe (b) ungefihr er-
mitteln, wenn man annimmt, dass die eingetrockneten Teilchen die

1) Es handelt sich um ein Elektronenmikroskop der Firma 7'rib, Tduber & Co.,
Ziirich.
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Form flacher Brotchen besitzen. Zur Berechnung ihres Volumens darf
man wohl mit ziemlich guter Anniherung ein halbiertes abgeplattetes
Rotationsellipsoid zugrunde legen, dessen grosse Halbachse = a und
dessen kleine Halbachse = b ist. Die Rechnung ergibt, dass der
Inhalt dieses halben Rotationsellipsoids ziemlich genau 14 des
Volumens einer Kugel vom Radius = a betrigt!). Nun ist aus Viskosi-
tatsmessungen bekannt?), dass sowohl in kiinstlicher als auch in
natiirlicher Magermilech das Calciumecaseinat eine Voluminositidt?3)
von 3,0—3,1 besitzt. Es sieht also so aus, als ob die Gelkiigelchen,
wenn sie isoliert auf einer Unterlage zum Eintrocknen gebracht wer-
den, nur in der Richtung senkrecht zu dieser Unterlage schrumpfen,
so dass ihr Durchmesser parallel dazu praktisch unverindert bleibt.

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

Grossenklassen Haufigkeit (Anzahl) in %
Durchmesser*)| Molgewicht Priparation
in mu in Millionen a*¥) b#**)
40—80 10—81 20,8 32,0
80—120 81—266 35,5 34,0
120—160 266—625 23,3 23,7
160—200 6251220 13,9 8,0
200—240 1220—2025 4,5 2,0
240—280 2025—3280 2,0 0,4

*) Direkt im Bild ausgemessen. Annihernd gleich wie die Durchmesser der kugeligen,
im Milchserum auf das 3fache Volumen gequollenen Teilchen.
**) Verdiinnung mit 0,01-m. CaCl,. 2410 Teilchen.
*%*) Formaldehydfixierung. 503 Teilchen.

Betrachten wir die in der Tabelle niedergelegten Ergebnisse,
8o konnen wir feststellen, dass bei beiden Priparaten das Hiufig-
keitsmaximum bei Teilchendurchmessern von 80-—120 mgu, resp.
,,Mol“gewichten von 81—266 Millionen liegt?). Teilchen von iiber
300 mu kommen kaum vor oder sind jedenfalls als Zentiifugen-
schlamm eliminiert worden. Die untere Grenze der Teilchengrosse
lisst sich aus den Aufnahmen nicht erschliessen. Sicher gibt es Teil-
chen von weniger als 40 mp Durchmesser; sie konnen nur nicht
mehr ganz sicher von den Untergrundrauhigkeiten unterschieden

1) Fiir a == 0,5 fanden wir b =0,33. Dann wird V (Kugel): V/2 (Ellipsoid) =
523:173 = 3,02.

2) (. L. Hankinson und D. R. Briggs, J. Phys. Chem. 45, 943 (1941); H. Eilers und
Mitarbeiter, Verslag. Landbouwk. Onderzoekingen 50 (15) G., 1007 (1945).

3) Volumenfaktor bei Anwendung des Finstein’schen Viskositatsgesetzes fiir Sus-
pensionen kugeliger Teilchen.

4) Bei diesen Gewichten ist zu bedenken, dass die Caseinteilchen der Milch ca. 6%,
Calciumphosphat enthalten.
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werden. Wenn wir unsere Resultate mit denjenigen anderer Autoren?),
die frither Teilchengrissenbestimmungen an Milch vorgenommen
haben, vergleichen, so stimmen sie am hesten mit denjenigen von
B. Nicols und Mitarbeitern?) iiberein. Diese Forscher haben an
Magermilch, welche mit ultrafiltriertem Milchserum verdiinnt wurde,
Sedimentationsgeschwindigkeiten in der Ultrazentrifuge durch Licht-
absorptionsmessungen bestimmt. Sie errechnen daraus einen Grossen-
bereich von 8—200 mu Durchmesser fiir die nicht hyvdratisierten
Teilchen. Bei einem Quellungsfaktor von ;3 wiirde dies Durchmessern
von 11,,—288 mu entsprechen, was sich gut mit unsern Befunden
deckt. Das Haufigkeitsmaximum fanden die Autoren bei Teilchen-
durchmessern von 80—90 mu trocken, resp. 115—130 myu gequollen.
Dabei handelt es sich aber nicht um die Hiufigkeit nach der Teilehen-
zahl, sondern nach dem Gewichtsanteil®). Bei der Umrechnung
unserer Werte auf Gewichtsanteile zeigt sich, dass bei Priparation a
(Verdiinnung mit CaCl,-Losung) die Teilchen mit Durchmessern von
160—200 myu (gequollen) den grossten Gewichtsanteil ausmachen,
bei Praparation b (Formolfixierung) diejenigen mit Durchmessern
von 120—160 mu. Schon bei den Héiufigkeitswerten nach der Anzahl
scheint ja das Maximum bei Priparation h gegeniiber Priiparation a
nach etwas kleineren Werten verschoben. Die Griinde hierfiir, sowie
der Einfluss weiterer Milieudnderungen und der Vorgeschichte der
Milch auf den Dispersititsgrad des Caseins in derselben sind Gegen-
stand weiterer Untersuchungen.

Der Verfasser dankt den Herren Dr. Heinrich Studer und Dr. Heinz Pfister fir
ihre Hilfe bei der Herstellung der Aufnahmen und ihrer Auszihlungen.

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden durch Mittel aus dem Arbeits-
beschaffungskredit des Bundes erméglicht.

Zusammenfagsung.

Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen, dass die Calcium-
caseinatteilchen in der Magermilch (Kuh) kugelig und stark poly-
dispers sind. Die Auszihlung nach Grossenklassen ergah, dass das
Zahlenhiufigkeitsmaximum bei Teilchendurchmessern (gequollen)
von 80—120my liegt. Es wird erneut gezeigt, dass die Calciumcaseinat-
teilchen bei dem fiir die Priparierung erforderlichen Verdiinnen
der Milch zerfallen, wenn destilliertes Wasser verwendet wird. Dieser
Fehlerquelle kann durch Zusatz von CaCl, oder vorherige Fixierung
der Teilchen mit Formaldehyd begegnet werden.

Institut fiir organische Chemie der Univerritéit Bern.

1) Zusammenstellung im bereits zitierten Buch von H. Filers und Mitarbeitern.

) J. B. Nicols, E.D. Bailey, G.E.Holm, G.IR.Greenbank und K. I. Deysher,
J. Phys. Chem. 35, 1303 (1931).

%) Genauer handelt es sich um den sogenannten gewichts-optischen (weight-optical )
Anteil. Naheres hieriiber siehe bei Nicols und Mitarbeitern, loc. cit. oder bei Sredberg und
Pederson, The Ultracentrifuge, Part III, Chapter B, 4.



