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217. Das Lab und seine Wirkung auf das Casein der Milch 
XIIIl). Untersuchung der bei der Labung in Freiheit gesetzten Peptide3) 

von Hs. Nitschmann und R. Henzi3) 
(3.  VIII.  59) 

Einleitung 
Es ist bekannt, dass bei der Einwirkung von Lab auf eine neutrale Na-Caseinat- 

Losung sehr rasch, d. h. ungefahr in der Zeit, die benotigt wiirde, um unter gleichen 
Hedingungen Kuhmilch zur Koagulation zu bringen, eine kleinc Menge Nichtprotein- 
Stickstoff (NPN) in Freiheit gesetzt wird. Dabei handelt es sich um ein Gemisch 
von Peptiden, die in Losung bleiben, wenn man das Casein (bzw. Paracasein) durch 
Ansauern bis zum isoelektrischen Punkt (pH 4,6-4,8) oder mit 2% Trichloressigsaure 
ausfallt NITSCHMANN, WISSNANN & HENZI~)  haben 1957 in einer vorlaufigcn 
Mitteilung bekannt gegeben, dass es sich bei einem der Peptide um ein Glyko- 
Makropeptid rnit einem betrachtlichen Gehalt an Galaktose, Glucosamin und Neur- 
aminsaure handelt. Sie haben auch darauf hingewiesen, dass dic Abtrennung dieses 
extrem hydrophilen und selbst in 12-proz. Trichloressigsaure loslichen Peptides fur 
die verminderte Loslichkeit des Calciumsalzes des zuruckbleibenden Paracaseins 
verantwortlich sein konnte. Die iibrigen Peptide mussen ein wesentlich kleineres 
Molekulargewicht haben, da sie im Gegensatz zum Makropeptid durch Cellophan- 
membrane diffundieren. Wir haben uns eine nahere Untersuchung dieser peptidischen 
Spaltprodukte des Caseins zum Ziele gesetzt und teilen im folgendcn erste Ergcbnisse 
iinserer Arbeit mit. 

I. Chromatographische Untersuchung des Peptidgemisches 
1. Gezvinnung des Pefitidgemisches. Um zunachst moglichst alle Pcptid:: zu er- 

fassen, die durch die Primarreaktion in Freiheit gesctzt werden, trennten wir das 
Paracasein durch isoelcktrische Fallung ab : 

Die 
sen 

Eine 2-proz. Na-Caseinat-Losunge) rnit pH 6.6-6.8 wurde bei 25' gelabt. T,abungszeit 60 Nin. 
Labmenge wurde so gewahlt, dass nach dieser Zeit die Abspaltung des N F "  sicher abgeschlos- 
war. Es wurde teils mit technischem Lab (HANSENS Spezial Lahpulver Nr. 7513), nieist abcr 

rnit kristallisiertem Lah (Geschenk von Dr. BERRIDGE, Reading, England), gearbeitet. Untcr- 
schiede konnten keine festgestellt werden. Das Paracasein wurde nun durch Zusatz von 0,l-n. 
Salzsaure bis zu einem pH von 4,6 ausgefallt. Das klare Filtrat wurde sofort auf pH 7 neutrali- 

1) Nr. XI1 diever Serie: 0. CLAESSON & Hs. NITSCHMANN, Opticzl Investigatioii of the 

2, Diese Arbeit wurde durch einen Kredit des Schweizevischen A'ationulfonds Z U Y  Pi ivdev irq  

3 )  Tcchnische Mitarbeiterin war JUDITH ORBAN. 
4, CH. ALMS, G. MOCQUOT, Hs. NITSCHMANN & P. ZAHLER, Helv. 36, 1955 (19S3). - CH. 

A L A i s ,  XIVth Internat. Dairy Congress, Rome 1956, Vol. 11, p. 835. - W. I< 
spaltung von Peptiden aus reinen Caseinfraktionen durch kristallisiertes Lab, Diss. Bern 1954. 

6, Hs. NITSCIIMANN, H. WISSMANN I% R. HENZI, Chimia 11, 76 (1957). - R. HENZI: Zur 
Kenntnis der bci der 1,abgcrinnung der Milch vom C,asein abgctrennten Peptide. Dissertation, 
Bern 1957. 

6 )  Dreimal rnit HC1 umgefalltes und mit Alkohol und Ather entfettetes Kuhmilch-Casein. 

Rennet Clotting of Milk, Acta Agricult. scand. 7, 341 (1957). 

d e ~  2Prissenschafilichen Forschung ermoglicht. 
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siert und in cinem Lhrchlauferhitzer kurz auf 80" erhitzt, um noch vorhandenes Ferment zu 
inaktivieren. Die Losung wurde dann gefriergetrocknet. Zur Entfernung der Salze wurde der 
Trockenriickstantl in wenig 90-prOZ. Phenol aufgenommen. Das hierbei nicht in Msung gehende 
NaCl wurdc abliltriert. l)ie Peptide wurdcn hierauf aus der Phenollosung durch einen grossen 
Oberschuss von trockcnem Ather ausgefallt und gctrocknet. Auf gleiche Weise wurde auch NPN 
aus elektrophorctisch einhcitlichem a-Casein hergestellt, das nach der Harnstolf-Methode von 
HIPP et al. ') gewonnen worden war. 

2. Chzromatographische Auftrennung des Peptidgemisches 
Bedingungcn: ahsteigend hci 20" (& 1") auf WHATMAN Nr. 1 und MUNKTELL CHR-100 mit 

n-Butanol/Eisessig/H,O (4 : 1.5 : 5). obere Phases). Die bci 95" getrockneten Chromatogramme 
wurden durch Bespriihen mit 0,l-proz. Ninhytlrinlosung in Butanol und 20minutiges Erhitzen 
auf 110' cntwickelt. 

Fig. 1. I h r c h  I.ab au,s Casein und a-Casein abgespaltenc Peptide 

Fig. 1 zeigt nebeneinander die Chromatogramme der Peptide aus unfraktionier- 
tem Casein und aus orcasein. Beim ersteren erkennt man sehr deutlich 9 Flecke. 
Der am Startpunkt verharrende Fleck hat stets einen mehr oder weniger ausge- 
praigten Schwanz, welcher verschwindet, wenn man den Fleck ein oder zweinial re- 
chromatographiert. Die Anfiirbbarkeit des Fleckes mit Ninhydrin nimmt dabei stark 
ab. Die Rf-Grenzwertc aus mehreren Versuchen sind in Tab. 1 zusammengestellt. 

7, H. J. HIPP, M. I.. GROVES, J. H. CUSTER R: T. L. MCMEEKIN, J .  Dairy Science 35, 272 

8 )  Von vielen untersuchten Losungsmitteln hat nur dieses befriedigende Auftrennung der 
Flecke ergebcn. Die Mischung wurde jcweils zuerst 1 Woche stehen gelassen. Aber auch mit 
diesem Losungsmittel beobachteten wir gelegentlich starke Schwanzbildung, ohne dass wir die 
Ursache der Storung ermitteln konnten. 

(1952). 
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Die Peptide aus a-Casein geben ein sehr ahnliches aber einfacheres Chromato- 
gramm wie diejenigen aus Gesamtcasein: es fehlen die Flecke Nr. 4, 5, 7 und 9. 
Ob die beiden Flecke Nr. 8 identisch seien, bleibe dahingestellt. Auch ist das Farb- 
intensitatsverhtiltnis der Flecke Nr. 3 und 6 verschoben. Bei dem am Start ver- 
bleibenden Fleck handelt es sich um das Makro-Glykopeptid. Dialysiert man nam- 
lich die Peptide vor der Chromatographie einige Tage aus, so bleibt nur dieser Fleck 
ubrig. Durch Elution des Fleckes Nr. 1 und Mikro-N-Bestimmung wurde immer 
wieder gefunden, dass sein N ungefahr die Halfte des gesamten NPN aus Casein 
ausmacht. 

Tabelle 1. Rf-Grenzwerte der Peptide aus Casein 

1 0,oo 
2 0,22- 0,24 
3 0,28-0.34 

4 0,37-0,39 
5 0,40-0,42 
6 0,45-0,47 

Frakt . -Nr . 

sch 
sch 
s t  
s t  
st 
s t  
sch 
m 

7 
8 
9 

s sch s sch - - sch 
- 
sch sch s sch - sch 
m s t  m In m 
m m sch m m 

m sch m m st  
sch m m m st  

- - - - 

- - - - - 

0,694.72 

3. Qualitative Aminosawezusammensetzung der Peptide aus Casein (Tab. 2) 
Die Chromatogramme von zweimal je 50 p1 einer 10-proz. NPN-Losung aus unfraktioniertcm 

Casein (in Streifen auf MUNKTELL CHR-100 aufgetragen) wurden mit ausserst wenig Ninhydrin 
entwickelt, so dass die Lage der Flecke nur eben sichtbar wurde. Die Flecke wurden dann aus- 
gcschnitten und mit Wasser unter Zusatz von sehr wenig NaOH (pH 8-9) cluiert. Wie ublich 
wurden dann die Eluate rnit 6-n. HC1 hydrolysiert und die Aminosauren papicrchromatographisch 
auf WHATMAN Nr. 1 mit n-Rutanol/Eisessig/H,O (4: 1 : 1) ermittelt. 

Tabelle 2. Aminosaurezusammensetzung der Peptide aus Casein 

Aminosaure 

Leu/Ileu . . , . 
Val . . . . . .  
Pro . . . . . .  
A l a . .  . . . .  
Glu/Threo . . .  
S e r . .  . . . .  
G l y . .  . . . .  
Asp . . . . . .  
T.ys . . . . . .  

Fraktions-Nr. 

1 1 2 1 3 1  4 1 5 1 6  

sch I s sch 1 s sch 1 - I - 1 sch 

- 
7 8 

Die Verhaltnisse der Intensitiiten gelten nur innerhalb ein und dersclben Fraktion 
(st = stark, m = mittel, sch = schwach, s sch = sehr schwach). 

Es zeigt sich, dass die im Chromatogramm wandernden Peptide alle einfacher 
zusammengesetzt sind als das Makropeptid Nr. 1. Kein Peptid enthalt aber weniger 
als 4 verschiedene Aminosauren, und freie Aminosauren fehlen vollstandig. Ferner 
enthalt kein Peptid eine Aminosaure, die nicht auch im Makropeptid vorhanden 
ware. Andererseits kommen Prolin und Glycin nur im Makropeptid vor. Dagegen 
enthalt jedes Peptid Serin, Asparaginsaure und Lysin. Was die Grosse der im Chro- 
matogramm wandernden Peptide anbetrifft, so lassen sich auf Grund unserer Daten 
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0,005 
0,02 

hochstens Minimalgewichte angeben. Die wirklichen Gewichte miissen aber wcsent- 
lich klciner sein als das des nicht wandernden Peptids, da die wandernden Peptide 
durch Cellopllanmcmbranc dialysieren, wenn auch langsam. Die Tatsache, dass das 
Makropeptid in 12-proz. Trichloressigsaure loslich ist, die kleineren Pcptide aber 
last nicht, diirfte durch dcn hohcn Zucker- und Neuraminsauregehalt des ersteren 
zii erklaren sein. Dic klcineren Peptidc sind diesbezuglich bis jetzt nicht untersucht 
worden, 

4. Zeitliche V e r f o l p n g  der Freisetzung der einzelnen Peptide 
Vrrsuclisbcdingungcii : 2,1 1 einer 1,5-proz. Na-Cascinat-Losung voin pH 6,s wurclen in Por- 

tionen von 300 nil tiefgcfroren. Kurz vor Gebrauch wurden diese Portionen aufgetaut und bei 
25” verschieden lang init einer stets gleichen Menge Lab (80 ml einer Losung 1 :4000 von kristalli- 
siertcm Lab) behandclt. Die Peptid-Abspaltung war unter diesen Hedingungen erst nach ca. 
GO M n .  beendct. Nach Ablauf dcr vorgcsehenen Labungszeit wurde die in eincm Vorversuch als 
zur Fsllung des Caseins erforderlich ermitteltc Mengc 10-proz. HCl in eincm Guss unter schr 
starkcni Riihrcn zugegcben. Das klare Filtrat wurde sofort unter starkem Riihren im siedenden 
Wasscrbad auf 80” erhitzt. 3 Min. auf dieser Temperatur gehalten und dann abgckiihlt. An- 
schliesscnd Cefricrtrocknnng und Hefreiung von Salz mit Hilfe von Phenol wie zuvor beschricben. 

Aui  diesc \Veise wurclen die Peptide nach 0, 3, 6, 10. 20. 35, 80 Min. Labungszeit isoliert. 
neim S’ersuch 0 Min. wurde dcr Caseinldsung statt  tlcr Labliisung cin glcichcs Vo1umt.n Wnsscr 

Taliclle 3. Sficksfof fverfei lung azif die Peptide nnclt verschiedeneit Labungszeiten 
zugesctzt. 

0,104 
0,35 

Labungszeit 
in A h .  

0 
3 
6 

10 
2 0 
3 .i 
80 

80 

?A N bczogen auf den totalen Casein-K 

__ 
1 

0,05 
0,OX 
0.29 
0 5 1  
0,96 
1,72 
2,44 

+7,0 
- 

- 

__ 
4 

0,03 
0.13 
0.175 
0,20 
0 2 4  
0,285 
0,150 

- 

3,o - 

l‘raktions-Sr - 
5 

0,02 
0,06 
0,095 
0,12 
0,152 
0,244 
0.27 

5.2 
- 
- 

__ 
6 

0,025 
0,104 
0,135 
0,16 
0,202 
0,275 
0,42 

8,1 

- 

- 
- 

7 I 8 + 9  Rcst 1 2-9 total 

0,343 
1,224 
1,915 
2,370 
3,216 
4,478 

Zur Chromatographie auf MUNKTELL CHR-100 wurde von dcn NPS-Praparatcn jc 0,s ml 
2-proz. Losung in Form ca. 6-8 cni langer Streiicn aufgesetzt. Entwicklung wie zuvor. T)ie Fleckc 
wurden ausgeschnitten und ‘ la Std. bei 60’ mit 87-proz. Bssigsaure eluicrt. In einem aliquotttn 
Teil des Eluates wurde dcr Stickstoil init dcr von uns fruhcr modifizierten Methode von BOIS- 
SONAS & H a s E L B A c H 9 )  bcstimmt. 

Ergebnisse s. Tab. 3 und Fig. 2 und 3. Tn Fig. 2 sinrl die hbspaltungskurven bis zu 20 Nin. 
aufgetragcn untl in Fig. 3 bis zii 80 Min. (Abschluss der Primarreaktion), hier jedoch nur fiir 
Fleck Nr. 1 (Makropeptid) und die Summc der iibrigen klcineren Peptidc. 

Es fdlt auf den ersten Blick auf, dass dic im Chroniatograrnm am Start ver- 
harrcnde Peptidfraktion eine ganz andere Kurve ergibt als die wandernden Pcptide. 
Die letzteren erscheinen zu Anfang der Primarreaktion am schnellsten und ihre 
Abtrcnnung ist schr bald, d. h. nach 20-30 Min. vollendet. Um innerlialb dieser 
Gruppe allfallig noch vorhandene Unterschicde bei der Freisctzungsgeschwindigkeit 

9, R. A. BOISSONAS & CH. HASELBACH, Hclv. 36, 576 (1953); Hs. SITSCHMANN & H. I!. 
BOHREN, Helv. 38, 1953 (1955). 
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fcstzustellcn, war unserc Untersuchungstechnik zu wenig genau. Die am Start ver- 
bleibende Fraktion dagegen wird sicher nicht gleichzeitig mit den anderen Frak- 
tionen abgetrennt ; die Abtrennung ist bedeutend spater abgeschlossen und zeigt 
dafur eine zwar kurze, aber dcutlich erkennbare Induktionsperiode. Diese ist nicht 
durch eine Ungenauigkeit der Messung vorgetauscht, denn sie wurde auch bei 2 vor- 
gangigen Vcrsuchen ganz deutlich gefunden, bei denen nur die Abspaltungsgcschwin- 
digkcit des Makropeptides und der Summe der ltleineren Peptidc ermittelt wurde. 
Uieser Kurventeil erinnert an die Induktionsperiode, die man bei der Verfolgung der 
Sekundarreaktion (Aggregation der Caseinpartikel) in Magermilch mit Hilfe von 
Streulichtmessungenl) findet. 

4 8 f2 16 Min. 
Fig. 2. A bspaltungsgeschwindigkeil der Peptide Nr. 7 bis 9 

Fig. 3. -1 bspallzin~~gcschwindzgkeil des Mnkvopeptids ( I )  und der ubrcgen Pcplide (2  bis 9) 

Bctrachtet man die N-Anteile der einzelnen Fraktionen am N P N  aus Siiure- 
casein (letzte Zeilc der Tab. 3),  so sieht man, dass nach der das Makropeptid enthal- 
tcndcn Fraktion Nr. 1 die Fraktionen Nr. 3, 5, 6 und 8 f 9 die grossten sind. Dic 
Intensitat der Ninhydrinblaufarbung ist kein Mass fur die Stickstoffmenge. 

Ein ganz besonders interessanter Umstand ist der, dass auch ohne Labein- 
wirkung (Zeit 0) alle 9 Flecke gefunden werden, wcnn auch ihre N-Menge total 
nur 0,35% des Casein-Stickstoffes ausmacht, gegeniiber ca. 5% nach abgeschlos- 
sener Primarrcaktion. Hierfiir gibt es zwei Erklarungsmoglichkeiten : 
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Einmal konnte es sein, dass unsere Ausgangs-Caseinlosung nicht ganz frei von 
protcolytischen Fcrmenten war, die entweder aus der Milch selbst oder von Bak- 
terien herstammen konnten. Solche Fermente konnten auf das Casein ahnlich wie 
das Lab einwirken, denn es ist ja bckannt, dass eine Reihe anderer Proteasen eben- 
falls Milchgerinnung auslosen. 

Die andere Deutungsmoglichkeit hangt zusammen mit der Frage, wie die Frei- 
sctzung der wenigstens 9 Peptide (5 bei a-Casein) vor sich geht. Man konnte zu- 
nachst annehmen, dass jedes Peptid durch einen protcolytischen Schnitt von einer 
der Komponenten des Cascin-Komplexes abgetrennt werde. Diese Annahnie muss 
aber fallen gelassen werden, wenn man bedenkt, wie ausserordentlich wenig titrier- 
bare Gruppen wahrend der Primarreaktion in Freiheit gesetzt werden. An Ver- 
suchen, ihre Zahl zu bestimmen, hat es nicht gcfehlt (siehe z. B. HOLTER'S~~)  titri- 
metrische Versuche), aber erst ganz kiirzlich ist es G A R N I E R ~ ~ )  gelungen, wirklich 
zuverlassige Messungen durchzufuhren. Mit Hilfe eines hochempfindlichen pH-Mcters 
konnte er die ausserordentlich kleinen pH-Verschiebungen wahrend der Primar- 
reaktion zeitlich verfolgen, welche durch die Freisetzung von Protonen nach der 
Gleichung : 

-CO-KH-+H,O+-COO-+ -NH,+H+ 

in einer neutralen Na-Cascinat-Losung bewirkt werden. Bei pH 6,95 werden pro g 
Casein (nicht fraktioniert) ca. 1,5 10-8 Mole H+ frei. Vorausgesetzt, dass es sich um 
cine Proteolyse handelt, durfte das pK der freigesetzten NH2-Gruppen, da keine 
freien Aminosauren entstehen, nach J.  YON^^) urn 7 liegen. Bei pH 7 ware also nur 
die Halfte der -NH,+ dissoziiert, und die Menge der effektiv gespaltenen Peptid- 
bindungen wiirde demnach ca. 3 10-8 Mole pro g Casein betragen. Nimmt man fur 
die Caseinmolekel ein mittleres Molgewicht von 15 000 an 13), so ergibt die Rechnung, 
dass auf ca. 22 Caseinmolekeln nur eine einzige Bindung gespalten wird (Peptid- oder 
E~terb indung)~~) .  Das wurde auch bedeuten, dass das eigentliche Substrat der Pri- 
rnarreaktion nur 4-5% des ganzen Casein-Komplexes ausmacht. Es scheint somit 
ausgeschlossen, dass jedes der 9 Peptide, die aus dem Gesamtcasein, bzw. dcr 5 
Peptide, die aus dem a-Casein bei der Primarreaktion freigesetzt werden, hydro- 
lytisch abgespalten worden ist. Man kommt vielmehr zu folgendem Rild : 

Die Komponenten des Caseinsystems haben, wie aus den Beobachtungen vieler 
Autoren hervorgeht, eine sehr starke Tendenz zur Bildung von gemischten Assoziaten. 
Sie ist besonders ausgcpragt bei Gegenwart von Calcium (Milch-Bildung) , aber sie 
ist auch in Na-Caseinat-Losungen wirksam, um so mehr je tiefer das pH ist15). Im 
reversiblen Assoziationsgleichgewicht sind zwar die Einzelkomponenten zum Teil 
auch frei vorhanden, aber offenbar stellt sich das Gleichgewicht so rasch ein, dass 
unter den Bedingungen, unter denen das Casein als Ganzes unloslich wird (z. 15. 

lo) 13. HOLTER, Biochem. J. 255, 160 (1932). 
11) J. GARNIER, C. r. SBances Acad. Sci. 247, 1515 (1058). 
12) J .  YON, Bull. Snc. Chim. bid.  39, 1163 (1957). 
13) P. H.  VON HIPPEL & D. F. WAUCH, J .  Amer. cheni. SOC. 77, 4311 (1955). 
la) Die Betrachtung ware hinfLllig, wenn Bindungen gespalten wurden, bei denen nur neu- 

tralc Gruppen frei werden. Als solche kommen hijchstens Glykosidbindungen in Frage. Eine 
(;lykosidasemirkung des Labes ist aber bisher nie gefunden worden. 

Is) Ein detaillierteres I3ild dieser Assoziation hat  kiirzlich 1). F. WAKXH entwickelt. Faradar 
Snc. Disc. 1958, Nr. 25, 186. 
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pH 4,7 in wasserigem Milieu), die Niederschlagsbildung alle Komponenten erfasst. 
Es scheint nun, als ob in diesc Fallungen nicht nur die bis heute bekannten Kompo- 
nenten u (bzw. us und k oder u1 und u2), p und y, sondern auch eine Reihe grossercr 
und kleinerer Peptide, die in der Milch vorhanden sind, eintreten. Selbst das iibliche 
mehrfache Umfiillen des Caseins ist offenbar nicht imstande, diese Peptide zu elimi- 
nieren. Immerhin diirfte ihre Menge und vielleicht auch ihr Verhaltnis durch solche 
Operationen mehr oder weniger verandert werden. Tatsachlich schwankt die Quan- 
titat des bei der Labung abgespaltenen NPN von einem Caseinpraparat zum anderen 
ziemlich stark. Bei der Fraktionierung des Caseins mit Harnstoff nach HIPP et al.') 
gehen der u-Fraktion die Peptide Nr. 4, 5, 7 und 9 verloren, weshalb deren Peptid- 
gemisch ein einfacheres Chromatogramm ergibt. 

Es ist aber wahrscheinlich, wenn auch nicht sicher, dass wenigstens cines der 
Peptide (Nr. 1, 2, 3, 6 oder 8) durch einen proteolytischen Prozess abgetrennt wird. 
Welches, konnen wir nicht sagen. Gerade fur das Makropeptid ist die Wahrschein- 
lichkeit nicht besonders gross, da es erst nnch einer Induktionsperiode und dann 
noch bedeutend langsamer als die iibrigen Peptide freigesetzt wird. Es ist sogar noch 
die Moglichkeit in Betracht zu ziehen, dass von den Molekeln des eigentlichen Lab- 
substrates gar nichts abgetrennt wird, sondern dass vielleicht nur ein Ring geoffnet 
wird. Auf alle Falle wird irgendeine Komponente des Caseinkomplexes (k oder eine 
Unterfraktion von k), die fur die grosse Assoziationstendenz des Ganzen verant- 
wortlich ist, in einer Weise verhdert, dass sie diese spezielle Eigenschaft weitgehend 
verliert. Eine Folge davon ist, dass die Peptide nicht mehr in die durch Saure oder 
Calcium bewirkten Fallungen des Caseins eingehen, sondern in der iiberstehenden 
Losung verbleiben. Die Rjldung grosser Mizellen aus a-, p- und y-Casein bei Gegen- 
wart von Calcium ist zwar nach der Labung immer noch moglich16), aber das dabei 
resultierende Kolloid ist sehr labil und flockt bei uberschreitung einer ganz be- 
stimmten kritischen Calcium-Konzentration aus. Die grosse Labilitat des Kolloids 
diirfte eben daher riihren, dass das ausserst hydrophile Glyko-makropeptid aus den 
Mizellen ausgetreten ist, bzw. nicht mehr in sie eingebaut wird. Da dieses Makro- 
peptid von besonderem Interesse scheint, haben wir es genauer untersucht. 

11. Untersuchung des Glyko-makropeptides 
1, Herstellmg der Prafiarate. Zur Isolierung des Makropeptides wurden zwei 

Methoden angewandt : 
a) Papier-Chromatographische Abtrcnnung aus dem Peptidgemisch. Das gesamte Pcptid- 

gcmisch wurde der Papierchromatographie mit der abgeandertcn P.4RTRIDGE-MiSChUng unter- 
worfen. Die am Start verbliebenen Flecke wurden ausgcschnitten und bei pH 7.5 cluiert. Das Eluat 
wurde unter Zusatz von Merthiolat bei 1" mindestcns 4 Tage gegen destilliertes Wasser dialysicrt. 
I)cr Ruckstand wurde nun papierchromatographisch gepriift. Falls noch wanderndc Peptide 
erkennbar waren, wurdc die Dialyse wiederholt. Schliesslich wurde das Maltropcptid gefrier- 
getrocknct. 

la) Der eine von uns (H. N.) hat mit LEBER (siehe J. P. LEBER, Elektronenmikroskopische 
Untersuchungen an natiirlichen und kiinstlichen Calciumcaseinatsolen und -gclcn, Diss., Bern 
1953) gezeigt, dass bei schrittweiser Erhohung der Ca-Konzentration in einer Na-Paracaseinat- 
Losung zuerst diesclben kugeligen, elektronenmikroskopisch sichtbaren Teilchen entstehen, die 
fur natiirlichc Milch oder kiinstliche Ca-Caseinat-Suspensionen typisch sind. Die Ausbildung 
dieser Tcilchen bis zu einem Gleichgewichtszustand braucht - wie Streulichtmessungen gezeigt 
haben - eine gewissc Zeit, wahrend die Koagulation nachher praktisch momentan verlauft. 
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I’i-$parat 

GhIl’(Fl)l . . . . . 
GJW(a)2 . . . . . 
(;nityb)i . . . . . 
GMl’(b)1057 . . . 

g in 100 g trockcner Sut)itanz 

Neur- Summe 

” tose amin b) sgiurec) + Seur- 
aminsre. 

Galak- Glucos- amin- Gal. + Gluc. 
N 

12,95 0,4 5,9 1,74 3,G 11.24 
12,24 0.26 4,4 1,75 4,9 11.03 
1 0 , ~  0,25 9>4 3,35 10,o 22,72 
11,4 0,57 15,2 4,3 11,4 30,9 

I )ie grosscn IJntcrschictle bcsondcrs bci den W‘crt.cn dcr drci Kohlehydrate, Galaktosc, Glucos- 
amin untl Seuraminsaure sind schr auffallcnd. 

Die Aniinosaurcaiialysen (5. Tab. 5) wurden rnit einem automatisch registriercnden Chroma- 
tographen nnch MooRe, STEIN & SPACKMAN (Konstruktion von BECKMAN INSTRUMENTS, INC.) 
(lurch 1)r. ROLF ~ V E B E R  an  der Anstalt fur organische Chemie der UniversitLt Base1 gcmacht. 
Jedc Analyse wurdc tloppelt ausgefiihrt, wobci die Hydrolyse rnit 6-n. HC1 bei 110” cinmal24 Std. 
und das anderc hlal 72 Std. dauerte. Dic angcgebcnen Werte sind Mittelwcrtc oder extrapoliertc 
Wcrte bei solchcn Aminosaurcn, die wahrend der Hydrolyse einem Abbau untcrliegen. Hei der 
Hydrolyse schridcn sich stcts dunkclbraune Flocken ah, die ein Zcrsetzungsprodukt der Ncuramin- 
saure tlarstellen. 1:s ist nicht abgeklart, ob bci dieser Zcrsetzuiig auch Aminosauren in Mitleidcn- 
schaft gczogcri wcrrlen. 
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Tabellc 5. Amiitosiiurcgcholte dcr drei Glyko-mukropcptid-Prafiurute in ddr Sidmme dev 
‘4 m inosauren 

1.453) 
6,55 
7.7 

13,9 
7.5 

19,2 
12,3 
1,20 
5.75 
8,8 

10,L 
3.1 
0,41 
0,77 
0,54 
0,9 

69,7 

NH, . . . . .  
Lys . . . . . .  
Asp . . . . . .  
Thre . . . . .  
S e r . ,  . . . .  
G l u . .  . . . .  
Pro . . . . . .  
G l y . .  . . . .  
Ala . . . . . .  
Val . . . . . .  
Ileu . . . . . .  
1,eu . . . . .  
Hist. . . . .  
A r g . .  . . . .  
l y r . .  . . . .  
Phe . . . . .  
,. 

1,65* 
6,1 
7.6 

17,O 
7.9 

19,z 
11,9 

6.1 
9,7 

10,5 
2,0 

~ 

o,9n 

.- 

~ _ _ _ _  

68,45 
g Peptid in 100 g 

Substanz. . .  

-- 

I;MP(b)l 

1,33*) 
6,lS 
8.35 

l G , O  
7,9 

18.8 
11,s 

1 , O 6  
6.1 
8,95 

10,6 
1.92 
0.1 
0,05 
0,05 
0.05 

61,h 

Mittcl fiir 
GMI’(a)l 

und 
(;nf 1 

1,49*) 
6,13 
8.0 

16,9.5 
7,9 

19,O 
11.85 
1.02 
6, 1 
9,3 

10,5.5 
1.96 
_. 

- 
.- 
- 
-- 

Mol- 
verhaltnisse 

der 
Mittelwerte 

6,12*) 
E,94 ( 3 )  
4 2  (4) 
9.95 (10) 
5.26 (5) 
9,03 (9) 
7,23 (7) 
0,95 (1) 
4,s ( 5 )  
5 5  (6)  
5,65 (6) 
1,02 (1) - 

(.i7) 

*) \Verte fiir 72 Std. Hydrolyse. Die Wertc bei 24-stundiger Hydrolyse hind 
urn ca. 20% kleiner. 

Die 1957 mitgeteilten Analysenresultate6) finden sich qualitativ bestatigt, indeni 
wieder die gleichen 11 Aminosauren sowie NH, gefunden wurden. Die Werte weichen 
aber von den fruher erhaltenen zum Teil betrachtlich ab, was wohl auf die Un- 
genauigkeit der damals angewandten Papierchromatographie zuriickzufiihren ist. 
Von den drei neu untersuchten Praparaten scheint GMP(a)2 am wenigsten rein zu 
scin, da cs nicht zu ubersehende Mcngen Histidin, Arginin, Tyrosin und Phenylalanin 
enthalt, die bei GMP(a)l nicht und bei GMP(b)l nur in Spuren gefunden wurden. 
Die Werte fur die 11 wesentlichen Aminosauren des unreineren GMP(a)2 weichen 
trotzdem nur wenig von denjenigen dcr beiden anderen Praparate ab. Um die Mol- 
verhaltnisse der Aminosauren zu erhalten, wurden die Rlittel der recht gut iiberein- 
stimmenden Werte von GMP(a)l und GMP(b)l (vierte Zahlenkolonne) niit dem 
Faktor 70/Molgewicht multipliziert, der so gewahlt war, dass fur die am gcringsten 
vertretenen Aminosauren Glycin und Leucin etwa 1 herauskam. Nach diesen Ver- 
haltniszahlen scheint das Makropeptid 57 Aminosaurereste zu enthalten, mit 13 sci- 
tenstandigen Carboxyl-, 3 E-Amino- und .15 alkoholischen Hydroxyl-Gruppen 17). 

17) Dass mit der lhitrophenyl-Mcthode keine endstandige a-Aminogruppe nachgewiesen 
werden kann, wurde schon 1.9.57 mitgeteilts). Die Carhoxyl-Endgruppenbestimmung mit Carboxy- 
peptidase hat ein sehr komplexes Rild ergeben. Auch bei kurzen Sbbauzeiten werden mehrere 
Aminosauren abgetrennt, vor allem Valin. Threonin und .\lanin. Siehe H. U. RRUGGER, HeitrBge 
zur Kenntnis der Chemie des Caseins und des Labcaseins, Diss., Hern 1959. 
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Auf Grund dicser Zahlen errechnet sich fiir den Peptidteil ein Molgewicht von 5957. 
Dieser Wert steht cinigermassen in Ubercinstimmung mit dem fruhcr aus der Sedi- 
mentations- und der Diffusionskonstante erhaltcnen Molgewicht fur das ganze 
Glyko-makropeptid von ca. 8000. 

Die weitgehend iibereinstimmende Aminosaurezusammensetzung der unter- 
suchten Praparate des Makropeptids ist um so bemerkenswerter, als sie sich in bezug 
auf die Zuckergehaltc und sogar auf den Phosphor sehr betrachtlich untcrscheiden. 
Ein einheitliches und wohldefinicrtes Peptid scheint also verschiedene Mengen von 
Zucker und vielleicht auch Phosphorsiure tragcn zu konnen. 

Ob primar in der Milch alle Molekeln des Glyko-makropeptides in bezug auf die 
nichtpeptidischen Bausteine identisch seien, oder ob es dort schon mehrere Arten geb:, 
bleibe dahingcstellt. Letzteres ist durchaus denkbar, und chromatographische Unter- 
suchungen an Dowex 50 von JOLLES S- AI,AIS~*) machen es sogar wahrscheinlich. 
Ein ahnlicher Fall liegt ja bei den y-Globulinen des Blutplasmas vor, die sich im 
wcscntlichen auch nur durch ihren Gehalt an gebundenen Zuckern und Neuramin- 
saure unterscheiden 19). 

Andererseits habcn wir auch eine Reihe von Reobachtungen gemacht, die zeigen, 
dass das Peptid in Losung recht lcicht Veranderungen erleidet, bei welchen min- 
dcstens der Neuraminsauregehalt verandert wird. Bei Versuchen zur chromato- 
graphischen Reinigung der Peptidpraparate auf Diathylaminoathyl-Cellulose(DEAE- 
Cell.)-Saulen stellten wir ofters fest, dass das Material, das als einheitlicher Gipfel 
durchgelaufen war, nach Dialysc und Gefriertrocknung beim Rechromatographicren 
unter genau glcichen Bedingungen zwei scharf getrennte Gipfel ergab, die sich auch 
im Neuraminsauregehalt unterschieden. Es muss angenommen werden, dass Neur- 
aminsaure abgespalten wurde, wahrend das Peptid gelost war, moglicherweise unter 
Mitwirkung von Mikroorganismen. Diese Verhaltnisse sind aber bisher von uns noch 
nicht eingchend genug untersucht worden, als dass wir jetzt schon naher darauf ein- 
trcten miichten. 

In Tab. 5 ist zuunterst noch angcgcben, wieviele g Rein-Peptid die Aminosaurc- 
analyse pro 100 g trocken eingewogenes Praparat ergeben hat. Diese Zahlen wurden 
wie folgt erhalten: Die direkt erhaltenen Werte g Aminosaure pro 100 g Roh-Peptid 
(in der Tab. nicht aufgefiihrt) wurden fiir die 11 wesentlichen Aminosauren addiert : 
das fur die Peptidbildung aus den Aminosauren abzuzichcnde Wasser wurcle auf 
Grund der aufgerundeten Molverhaltnisse (letzte Kolonne in Tab. 5) berechnet. 
Rechnet man zu diesen Gehalten an Rein-Peptid noch die drei Zucker dazu, so bleibt 
die Summe inimer noch weit unter 100% (79,7; 80,7; 84,3). Worauf dieser grossc 
Fchlbetrag zuriickzufiihren ist, konnen wir nicht sagen. Andere Zucker als die an- 
gegebencn konnten bei der papicrchromatographischen Untersuchung des Hydro- 
lysates nicht gcfunden werden. Es ist denkbar, dass mindestens unsere Werte fur 
Ncuraminsaure zu klcin sind. Die quantitative Bestimmung der Neuraminsaurc in 
oder neben Protein ist jedenfalls ein Problem, das noch nicht befriedigend gelost ist. 
Wir mussten uns davon iiberzeugen, dass die Bestimmung reiner, freier Neuraminsaure 

18) 1’. JOLLES tk C. ALMS, Biochini. biophys. Acta 34, 565 (19.59). Wir danken den Autoren, 
dass sie uns Einsicht in  ihre -1rI)eit noch vor dem Erscheinen im Druck gegeben haben. Die Er- 
gebnisse ihrer Aminosaureanalysen sind iibrigens sehr ahnlich wie die unsrigcn. 

Is) Siehe hierzu: M. KNEDEL & 1’. SPERL, Blut 5, 65 (19.59). 
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mit BIAL’S Reagenz durch die Anwesenheit von Protein wie Serumalbumin starkgestort 
wird. Solange es nicht moglich ist, die Summe der crfassten Bestandteile auf 100% zu 
bringen, mussen Analysenwerte wie die der Tab. 5 noch als vorlaufig betrachtet werden. 

Wir danken H e m  Dr. ROLF WEBER, Basel, fur dic .4usfuhrung der Molekulargewichts- 
hestimmung und der quantitativcn Aminosaureanalysen. 

SUMMARY 
In a neutral sodium caseinate solution the enzyme rennin quickly sets free a 

number of peptides. They are found in the supernatant, when, after the action of the 
enzyme, the paracasein is precipitated at pH 4,7. 

The mixture of these peptides could be separated by paper chromatography into 
nine fractions. One of the fractions does not move with the solvent used by the au- 
thors. It contains about 50% of the total nonprotein nitrogen (NPN) set free by the 
rennin. Its size is such that diffusion through cellophane membranes is impossible. 
The other eight peptides are dialysable. For all the nine peptides the amino acid com- 
position was determined qualitatively by paper chromatography. None of the smaller 
peptides contains an amino acid not also found in the macropeptide. 

The velocity of appearance of the peptides during the primary enzymatic phase 
of the reaction has been determined quantitatively by micro nitrogen analysis of 
the spots cut out of paper chromatograms, plotted against time of enzymeaction. 
The macropeptide gives quite a different curve than the smaller peptides. I t  appears 
much more slowly than these and only after a short induction period. 

From a-casein only five peptides are set free by rennin, one of them being the 
macropeptide. 

Considerations are presented which lead to the assumption that not all of these 
peptides can been split off by a proteolytic process. Some of the peptides are probably 
constituents of the milk and take part in the complex formation of the casein com- 
ponents, which proceeds any precipitation. 

The macropeptide wasisolated by two methods. The preparations behaveduniformly 
in paper electrophoresis at three pH’s. One preparation was testedin the ultracentrifuge 
and the diffusion cell. It appeared to be monodispersz with a molecular weight of about 
8000. 

Three preparations of the macropeptide were analyzed quantitatively. Besides 
amino acids they all contained phosphoric acid and considerable amounts of galac- 
tose, glucosamine and neuraminic acid. The content of these three components was 
quite variable, whereas the amino acid composition was found to be almost constant. 

It is assumed that the peptide moiety is the same for all the macropeptide mole- 
cules, which however may contain more or less of the two sugars and of neuraminic 
acid, according to the origin, the method of preparation and the intermediate treat- 
ment of the preparation. The macropeptide contains eleven different amino acids 
and probably about 57 amino acid residues per molecule. 

This glyco-macropeptide is extremely hydrophilic and soluble even in la:/, tri- 
chloroacetic acid. Its release from the casein complex as a consequence of the rennin 
action may be responsible for the instability of the colloidal dispersion of the calcium 
caseinate particles in natural or in reconstituted milk. 
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