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Kirhniilch- Casein 1st keine pinheitliehe Substanz, sondern lcann in zahlreizhe Bestandteile 
zerlegt werden, dnrunter x-  Casein, das a h  einzige Fraktion Ziicker in nennenswerter Menge 
enthalt. Es spielt eine rntschcidende Rolle bei der Labgrrinnung der Milch. Dabei wird cs 
in eineii fast zuckei losen Teil, para-x-Casein, und eimn zuckerhaltigcn Tei!, x-Caseino- 
Clykopeptid, gespalteq. Caseino-Clyhopeptick Xonnten nicht nur aus Kuhniilch-Casein, 
sondern auch aids dern Casein der Schaj-, Ziegen- und Muttcrmilch isolicrt werden. Uber 
die Labgerinnutig der Milch und itber die Aminosauresequenz der Cuseirro-(;I~'Xopeptide 
wird nnschlieJh!d Derichtrt. 

I. Caseine 

Die Proteine der Milch bestehen aus zwei Substanzgrup- 
pen: den Phosphoproteinen oder Caseinen (78 % [*I), 
die im sauren Medium unloslich sind, und den Milch- 
serumproteinen (17 % [*]) (P-Lactoglobulin, cc-lactalbu- 
min, Globuline, Serumalbumine, usw.). Aurjerdem sind 
noch 5 % Nicht-Protein-Stickstoff (NPN) enthaltende 
Substanzen wie Peptide vorhanden. - (In dieser Arbeit 
werden stets Gewichtsprozente angegeben, bezogen auf 
die trockene Substanz.) 

A. Kuhmilch-Casein 

1. Anzahl und Namen der Fraktionen 

Das Kuhmilch-Casein ist eine der wenigen Substanzen, 
die schon in der ersten Halfte des 19. Jahrhunderts iso- 
liert und untersucht wurden L1-51. Spater zeigte sich L6-91. 
da13 Casein keine reine Substanz ist. Loslichkeitsstudien 
in verdunnter Salzsaure und in ffthanol erlaubten Lin- 
derstr~m-Lang und Kodama 1101, im Casein sieben Frak- 
tionen zu charakterisieren. Diese Beobachtungen wur- 
den von Cherbuliez und Schneider [111 durch frak- 

[*I Im Fall der Kuhmilch. 
[ I ]  H. Braconnot, Ann. Chim. Physique 43, 337 (1830). 
[2] T. A .  Qudvenne, Ann. Hyg. publ. 26, 257 (1842). 
[3] J. B. Dumas u. C. Cahours, C. R. hebd. SBances Acad. Sci. 15, 
976 (1842). 
[4] N. Liberlciihn, Poggendorfs Ann. Physik. Chem. 86, 11 7, 298 
(1 852). 
[5] E. Millon u. A.  Commaille, C. R. hebd. S6ances Acad. Sci. 
60, 118, 859 (1865). 
[6] A. Danilewsky u. P. Radenhausen, Forsch. Gebiet Viehhaltg. 
Erzeugn., Nr. 9 (1880). 
[7] 0. Hammarsten, Jber. Fortschr. Tierchem. 2, 118 (1872). 
[8] T. Mann: Chemistry of the Proteids. MacMillan, New York 
1906, S. 403. 
[9] T. B. Osborne u. A. J. Wukeman, J .  biol. Chemistry 33, 243 
(1918). 
[lo] K. Lindrrstrflm-Lang u. S. Kodama, C. R. Trav. Lab. Carls- 
berg 16, Nr. 1, 48 (1925). 
[ I l l  E .  Cherbuliez u. M. C. Schneider, Helv. chim. Acta 15, 597 
(1932). 

tionierende Aussalzung, von Pedersen [I21 und beson- 
ders von Mellander [I31 durch physikalische Unter- 
suchungen bestatigt. Mellander konnte elektrophore- 
tisch drei Hauptfraktionen isolieren, deren Namen 
noch heute benutzt werden: M-, p- und y-Casein. 
Dank neuer chromatographischer oder elektrophoretischer 
Trennmethoden und der Benutzung harnstoffhaltiger Puffer, 
welche die Wechselwirkungen zwischen den Komponenten 
herabsetzen, konnten bis zu 20 Caseinfraktionen charakteri- 
siert werden. Mit Wuugh et al. 1141 mu13 man sich jedoch fra- 
gen, welche Fraktionen direkt von den Zellen in der Milch- 
druse synthetisiert werden (,,Primarcaseine"), und welche 
Fraktionen z. B. durch enzymatischen Abbau dieser PrimLr- 
caseine entstehen. Einige Fraktionen konnen auch genetische 
Varianten sein sowie Assoziate oder Gemische mehrerer 
Proteine. Die vier Hauptfraktionen des Caseins (,,Primar- 
caseine") sind die ms1-, ols2-,  p- und x-Komponenten. In 
Tabelle 1 sind die wichtigsten Fraktionen des Caseins ange- 
geben sowie die Namen, unter denen man sie in der Literatur 
antrifft. 

2. Studium der vier Hauptfraktionen 

a) ccsl- und ccs2-Casein 

Nomenk la tu r  und Reinigung. Obwohl das oc-Ca- 
sein elektrophoretisch homogen schien (loslich in 6,6 M, 
unloslich in 4,6 M Harnstoff-Losung), konnte es in zwei 
Hauptfraktionen getrennt werden: das %-Casein, loslich 
in Gegenwart von Ca2+, und das czs-Casein, unloslich in 
Gegenwart von Ca2+ (0,03 M) bei normalen (20-40 "C) 
wie auch bei tieferen Temperaturen (1-5 "C). Waugh und 
Y. Hippel"51 gaben diesen Fraktionen die Namen. Die 
ccs-Fraktion ist der XI-Fraktion von McMeekin et al. 1161 

und der cc,-Fraktion von Long 
ccs-Casein kann auch durch Fallung des Caseins mit 
CaCl2 gewonnen werden [151. Bei der Chromatographie 

sehr ahnlich. 

1121 K. 0. Pedersen, Biochem. J. 30, 948 (1936). 
[13] 0. Mellander, Biochem. Z.  300, 240 (1939). 
[I41 D. F. Waugh, M. L. Ludwig, J.  M. Gillespie, B. Melton, 
M. Foley u. E. S. Kleiner, J .  Amer. chem. SOC. 84, 4929 (1962). 
[I51 D. F. Waugh u. P . v .  Hippel, J. Amer. chem. SOC. 78, 4576 
( 1956). 
[I61 T. L. McMeekin, N. J .  Hipp u. M. L.  Groves, Arch. Bio- 
chcm. Biophysics 83, 35 (1959). 
[I71 J.  Long, Q.van Winkle u. 1. A. Gould, J. Dairy SCI. 4 I ,  417 
(1958). 
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Tabelle 1. Die wichtigsten Fraktionen des Casein-Komplexes. 

1141 

Name 

Anderer Name 
f .  Lhnl. 
Fraktionen 

[331 

Name 

Genet. Varianten 
Nehen- 
fraktion 

a ,  oder c+ as 5 5  

K 15 

38 

15  

27 

.J%" (10 %) Xgl-A, -B, -C. -BC, -D 

x-A, -B 
A (3 m 

P-A, -B, -C B 

[a] Pschnel1 ist wahrscheinlich in A enthalten 

auf DEAE-Cellulose mit einem 4 3  M Harnstoff enthal- 
tenden Puffer erhielt man aus dem ccs-Casein zwei Frak- 
tionen ; beide konnten durch Starkegel-Elektrophorese 
nochmals zerlegt werdenr141. Die erste Fraktion bei der 
Chromatographie enthielt ein Gemisch von cc,l- und 
ccs2-Caseinen (= ccsl,2-Caseine). Die ccsl-Komponente 
wandert bei pH = 8,4 schneller als die ccs2-Komponente. 
Die zweite Fraktion erhielt den etwas verwirrenden Na- 
men ,,cc,-Casein" (= Fraktion, die andere ,,cc,-ahnliche" 
Komponenten enthalt). 
Dre i  genetische Varianten konnten Thompson et 
al. [18-21,27,281 identifizieren: a,l-A, clsl-B und ccsl-C; 
die beiden letzten sind wahrscheinlich der Waughschen 
Fraktion ccs1,2 sehr ahnlich oder gleich. de Koning[221 
beschrieb die Varianten ctS1 -B, ccsl-C, a,l-BC und 
Es1-D. 

Mole kulargewich t. cc-Casein bildet im neutralen Me- 
dium Aggregate, deren GroBe jedoch mit steigendem 
pH-Wert abnimmt: durch Sedimentation oder Diffusion 
fanden McKenzie und Wake [231 als Molekulargewicht 
276005 l O ~ b e i p H = = 7 , 3 u n d 2 4 8 0 0 ~  lOOObeipH= 11 
in Anwesenheit von 6 M Harnstoff; fur asl,2-Caseine 
fanden Waughet al. 27000 [141und Schmidt und Payens [241 

16500; Manson [251 fand fur das cc-Casein ein Molekular- 
gewicht von mindestens 31 000 (siehe Tabelle 2); de 
Koning 1221 ermittelte ein Molekulargewicht von 30000. 
Analysen (Aminosauren, Zucker, Phosphor). 
Die Aminosaurezusammensetzungen der ~ 1 -  und ccs2- 

Caseine gaben Hipp und Mitarbeiter an [261. Die as1,2- 

Caseine enthalten 14,7 % N; 1,03 % P; 2,3 Tryptophan- 
und 11 Tyrosinreste pro Molekiil vom Molekularge- 
wicht 27000. 

Tabelle 2. Eigenschaften verschiedener Casein-Fraktionen 

Loslichkeit in 
Gegenwart 
v. 0,03 M Ca2+ 

Terminale Amino- 
sauren oder 
Sequenzen 

Zucker 
1 %I 

0 
0 

5 8  

0-0.2 

P 
1 %I 

1 , 1  
1,03 
1.01 
1 , O l  
1,Ol 

0 2  

(0,19- 
0,351 
1 2  
0,48- 
0,6 
1 , l l  
0,68 
0,59 
0,57 
0,50 
0,14 

N 
1 %I 

15,lO 
14,70 
1 5 , l O  
15,34 
15,40 

14,s 

(13,5- 
15,4) 

15,35- 
15,47 

15,18 
15,33 
15.45 

Casein-Fraktion Molekulargew. 

4 "C - 

I 

t + 

C 

(Try, Leu, Tyr) 
Leu-Try 
Leu-Try 
Leu-Try 

(Ser, Tbr, 
Ala)-Val 

Ileu-(Val, Ileu) 

0,44 

0 

1,4 

a0,l 

0 

24 800-27 600 
16 500-27000 

27000 
6x30000 
6x30000 
6x30000 

wahrscheinlich 
19000* 1000 156,581 Ihl 

18 000-25 000 

30000 

[a] lsoelektrischer Punkt. 
[b] Fruher angenonimen: 2x 28000 [65] Im a-Casein (Gemisch von hauptsachlich ccs1,2- und x- 

Caseinen) findet man Zucker; diese sind jedoch nur in 
den x-Komponenten enthalten. de Koning [221 analysierte 
die genetischen Varianten cr,l-B, -C, -BC und -D: 

[23] H. A. McKenzie u. R. G. Wake,Austral. J. Chem. It, 734(1959). 
[24] D. G. Schmidt u. T.  A.  J. Payens, Biochim. biophysica Acta 
78, 492 (1963). 
[25] W. Manson, Arch. Biochem. Biophysics 95, 336 (1961). 
[26] N. J. Hipp, J. J. Basch u. W. G. Gordon, Arch. Biochem. 
Biophysics 94, 35 (1961). 

[18] M .  P. Thompson, C. A. Kiddy, L. Pepper u. C. A.  Zittle, 
J. Dairy Sci. 45, 650 (1962). 
[19] M .  P.Thompson, C. A. Kiddy, L. Pepper u. C. A .  Zittle, 
Nature (London) 195, 1001  (1962). 
[20] C. A. Kiddy u. J. 0. Johnston, J. Dairy Sci. 47, 147 (1964). 
[21] C. A .  Kiddy, M. P.Thonipson, J. 0. Johnston u. L. Pepper, 
J. Dairy Sci. 46, 626 (1963). 
[22] P. J. de Koning, Vortrag auf dem internat. Circle of Dairy 
Research Leaders, Meeting on Caseins, Jouy-en-Josas (1965). 
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ccS1 --B enthalt einen Glutarninsaurerest mehr und einen 
Glycinrest weniger als xSl  -C-Casein. 

Strukturs tudien.  Arginin ist die einzige N-terminale 
Aminosaure nicht nur des ccS-Caseins (3,25 Mol/lOs g 
Protein) [251, sondern auch der Varianten ccsl-A, -B, 
-C [291 und -D 1221. Die C-terminalen Sequenzen dieser 
Komponenten sind ebenfalls gleich: Leucyl-tryptophan, 
wenn sie alle aus einer einzigen Polypeptidkette (Mole- 
kulargewicht - 31 000) bestehen sollten; falls jedoch 
zwei Peptidketten vorliegen 1241, miil3te die eine einen 
C-terminalen Leucin- und die andere einen C-terminalen 
Tryptophan-Rest haben. Die Resultate stimmen nicht 
ganz mit denen von Waugh et al. [I41 iiberein, die Trypto- 
phan, Leucin und Tyrosin als C-terminale Aminosauren 
der asl,2-Caseine fanden. 

Viele Arbeiten befassen sich mit Peptiden, besonders 
Phosphopeptiden aus cc-Casein. dsterberg berichtet 
von einem Peptid aus 35 Aminosauren und zitiert in 
diesem Zusammenhang die meisten bis jetzt untersuch- 
ten Phosphopeptide aus Casein [311. Der Phosphor 
kommt im Casein hauptsachlich als Monoester der 
Phosphorsaure vor (Phosphoserin, Phosphothreonin). 

b) p-Casein 

Reinigung. Groves et al. 1321 beschrieben 1962 ein Rei- 
nigungsverfahren durch Chromatographie auf DEAE- 
Cellulose, welches als Ausgangsmaterial das bei pH = 4 
und 2 OC losliche Casein benutzt. Das erhaltene Prapa- 
rat schien elektrophoretisch rein zu sein (loslich in 4,6 M, 
unloslich in 3,3 M Harnstoff-Losung bei pH = 4,6); je- 
doch konnten Gehrke et al. [331 1964 durch ahdiche Me- 
thoden zeigen, daB ein solches p-Casein aus zwei Kom- 
ponenten besteht : ,,(3langsam" (Hauptkomponente), 
wasserloslich bei 5 OC, und ,,f&hnelf'. Gamier et al. 1341 

veroffentlichten gleichfalls 1964 ein Herstellungsverfah- 
ren fur p-Casein. 

Auch beim p-Casein konnten genetische Varianten cha- 
rakterisiert werden [27,28,35-371: p-A, p-B und p-C [391. 

Eine neue Nomenklatur, die sich auf den schwanken- 

[27] M .  P.Thompson u. L. Pepper, J. Dairy Sci. 47, 293, 633 
(1964). 
[28] M .  P.Thompson, L.  Pepper, W .  G. Gordon u. J.  J .  Busch, 
J. Dairy Sci. 46, 607 (1963). 
[29] E. B. Kulan, M. P.Thompson u. R .  Greenberg, Arch. Bio- 
chem. Biophysics 107, 521 (1964). 
[30] M .  P.  Thompson u. C. A .  Kiddy, J. Dairy Sci. 47, 626 (1964). 
[31] R.  osterberg, Acta chem. scand. It?, 795 (1964). 
[32] M. L. Groves, T. L. McMeekin, M. J .  Hipp u. W. G. Gordon, 
Biochim. biophysica Acta 57, 197 (1962). 
1331 C. W. Gehrke, C. W .  Freeark, Y. H. Oh u. P. W. Chun, 
Analytic. Biochem. 9, 423 (1964). 
[34] J. Garnier, B. Ribudeau-Dumas u. G .  Mocquot, J. Dairy Res. 
31, 131 (1964). 
[35] R. Aschuffenburg, Nature (London) 192, 431 (1961). 
[36] R. Aschaflenburg, J. Dairy Res. 30, 251 (1963). 
I371 M .  P.Thompson, C. A .  Kiddy, J .  0. Johnsron u. R. M .  Wein- 
berg, J. Dairy Sci. 47, 378 (1964). 
[38] W. G. Gordon, R.  S. Cubleu. R.  Morris, J. Amer. chem. SOC. 
71, 3293 (1949). 
[39] R.  Pion, J .  Gamier, B. Ribudeau-Dumas, P.  J .  de Koning u. 
P. J.vun Rooyen, Biochem. biophysic. Res. Commun. 20, 246 
(1965). 

den Histidingehalt bezieht, wurde soeben vorgeschla- 
gen [39al. 

Molekulargewicht.  McKenzie und Wake[231 gaben 
fur noch nicht ganz reine P-Caseinpriiparate Molekular- 
gewichtevon17300i 800beipH- 11 und 19800 il000 
bei pH = 7 in 6 M Harnstoff-Losung an. Groves et 
al. [321 fanden bei pH = 7 (0,05 M Phosphatpuffer; 
NaCl 0,l M) und 0,8 "C eine Sedimentationskonstante 
von 1,17 S, Gehrke [331 eine solche von 1,6 S fur Plangsam 
(0,076 M Trispuffer-0,005 M Citrat; pH = 8,6). Asso- 
ziation und Dissoziation wurden in Anwesenheit von 
0,l M KC1 beobachtet. 
Analysen. Pschnell-Casein enthalt ebensoviel Phos- 
phor wie A-Casein, und auch elektrophoretisch ist ihr 
Verhalten verwandt : wahrscheinlich ist pschnell-Casein 
eine Fraktion des A-Caseins (oder der h-Caseine). Die 
Aminosaurezusammensetzung des p-Caseins gaben Gor- 
don et al. [381 und Pion et al. [391 an. Zucker konnten nur 
spurenweise nachgewiesen werden. 
Strukturs tudien.  Einige Arbeiten befanten sich mit 
der Isolierung von Phosphopeptiden oder mit dem 
tryptischen Hydrolysat von Gesamt-@-Casein 139-411. Die 
genetischen Varianten P-B und p-C enthalten einen 
Arginin- bzw. einen Lysinrest mehr und je einen 
Glutaminsaurerest weniger als P-A [391. 

p-Casein kann bei pH = 8,6 und 37°C photooxidiert 
werden: besonders die Histidin-, Tryptophan- und Ty- 
rosinreste werden dabei reduziert und/oder abgespalten ; 
oxidiertes p-Casein (18 Mol 02/30000 g Casein) wird 
von CaClz-Losung nicht mehr gefallt "'21. 

c) x-Casein 

In Gegenwart von 0,3 M Ca2+ wird der Komplex zwi- 
schen den xS-, p- und y-Caseinen zerstort; nur das 
x-Casein bleibt in Losung [151. Weitere ungewohnliche 
Eigenschaften des x-Caseins sind die Fahigkeit, andere 
Casein-Fraktionen zu stabilisieren ; ferner ist x-Casein 
die einzige Casein-Fraktion, die durch das Lab ange- 
griffen wird, und die einzige zuckerreiche Casein-Frak- 
tion. 
Reinigung. x-Casein, das ein Teil von Mellanders 
cc-Casein ist, verdankt seinen Namen Waugh und v. Hip- 
pel[151: es ist eine der cc3-Komponente von Hipp et 
al. [263 sehr verwandte Fraktion und kann durch Frak- 
tionieren von Gesamt-Casein gewonnen werden [43-551, 

[39a] R .  F. Peterson u. F. C. Kopffer, Biochem. biophysic. Res. 
Commun. 22, 388 (1966). 
[40] R .  F. Peterson, L.  W. Neumann u. T.  L. MucMeekin, J. 
Amer. chem. SOC. 80, 95 (1958). 
[41] M .  Pantlitschko u. E. Grundig, Mh. Chem. 89, 489 (1958). 
[42] C. A .  Zittle, E. B. Kulan, M .  Walter u. T.  M .  King, J .  Dairy 
Sci. 47, 1052 (1964). 
[43] H .  A. McKenzie u. R .  G. Wake, Biochim. biophysica Acta 
47, 240 (1961). 
[44] H. E. Swaisgood u. J. R.  Brunner, J. Dairy Sci. 45, 1 (1962). 
[45] C. A.  Zittle, J. Dairy Sci. 45, 650 (1962). 
1461 R.  D.  Hillu. R. R. Hunsen, J. Dairy Res. 30, 375 (1963). 
[47] T. A .  J. Payens, Biochim. biophysica Acta 46, 441 (1961). 
[48] G. C. Cheeseman, J .  Dairy R.es. 29, 163 (1962). 
[49] R. D .  Hill, J. Dairy Res. 30, 101 (1963). 
1501 C. A. Zittle u. J.  H.  Custer. J. Dairy Sci. 46, 1183 (1963). 
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z. B. niit Trichloressigsaure und Harnstoff [441, oder 
durch Chromatographie 1461. 

%-Casein verhalt sich bei Starkegel-Elektrophoresen un- 
einheitlich. Sowohl Wuychik Ls6371 als auch Wake 15x1 

und Schmidt 1591 konnten nach Reduktion zu ,,SCM-x- 
Casein" zwei Haupt- und einige Nebenfraktionen clia- 
rakterisieren. Bei der Chromatographie auf DEAE- 
Cellulose rnit 20 % Dimethylformamid enthaltenden 
Puffern wurde das SCM-%-Casein in zwei zuckerreiche 
(schneller laufende) und in zwei zuckerlose Fraktionen 
zerlegt. Alle diese Komponenten konnen von Lab ange- 
griffen werden. Der Zuckergehalt scheint also bei der 
Labgerinnung keine Rolle zu spielen. Die Heterogenitat 
des %-Caseins (aus der Milch mehrerer Tiere) ist auf 
genetische Varianten (siehe unten) sowie auf die Anwe- 
senheit mehr oder weniger grol3er Mengen Zucker im 
Caseino-Glykopeptidteil zuruckzufuhren. Jahreszeit- 
liche Schwankungen in der Aminosaurezusammenset- 
zung wurden ebenfalls festgestellt [601. 

Molekulargewicht.  Bei pH = 7 (0,l M Phosphat- 
puffer) betragt die Sedimentationskonstante s20 = 12,9 S 
(polymere Form, Aggregate); bei pH = 12,2 (0,19 M 
Phosphat-KOH-Puffer) ist sie sEr0 1,4 S 143,441. Fur 
das Molekulargewicht des %-Caseins wurden in der 
Literatur Werte zwischen 26000 & 3000 [61,661 und 
160000 [621, ja sogar 280000 1471 angegeben. Swaisgood 
und Brunner 1631 nahmen einen Wert zwischen 50000 und 
60000 an; Beeby 1641 verniutete drei Untereinheiten vom 
Molekulargewicht 16000, die sich im Neuraminsaure- 
und Cystingehalt unterscheiden sollten. 1964 schlossen 
Sivaisgood et al. 1651 aus Studien am reduzierten x-Ca- 
sein, dal3 das x-Casein wahrscheinlich aus zwei Unter- 
einheiten vom Molekulargewicht 28 000 besteht. Dieses 
Molekulargewicht konnte auch aus den Schwefel-, 
Phosphor- und Neuraminsauregehalten abgeleitet wer- 
den. Neueste Versuche von Woychik [56,571 (Analyse ge- 
netischer Varianten, Sedinientationskonstante von Car- 
bamoylmethyl-x-Casein) und von Wake [581 (Arbeiten 

[51] R.  G. Wake u. R .  L. Baldwin, Biochim. biophysica Acta 47, 
225 (1961). 
[52] J .  M.  Ncelin, Canad. J. Biochem. Physiol. 40, 693 (1962). 

[53] J.  Gamier, B. Ribadeau-Dumas u. J. Gautrenu in: XVI. in- 
tcrnat. Dairy Congress, Kopenhagen 1962, S. 655. 
[54] D. Rose u. J.  R. Marier, J .  Dairy Sci. 46, 1323 (1963). 
[ 5 5 ]  A .  G. MacKinlay u. R. G. Wake, Biochim. biophysica Acta 
93, 378 (1964). 
[56] J. H. TVoychilc, Vortrag auf dem internat. Circle of Dairy 
Rescarch Leaders, Meeting on Caseins, Jouy-en-Josas (1965). 
[57] E. 4. Kulari u. J. H. Woychik, J. Dairy Sci. 48, 1423 (1965). 
[SS] R. G. Wake, Vortrag auf dem internat. Circle of Dairy Re- 
search Leaders, Meeting on Caseins, Jouy-en-Josas (1 965). 
[59] D. G. Schmidt, Vortrag auf dem internat. Circle of Dairy 
Research Leaders, Meeting on Caseins, Jouy-en-Josas (1965). 

[60] 0. Kirchmeier, Milchwissenschaft 20, 448 (1965). 
[61 J H. E. Swaisgood u. J. R .  Brunner, J. Dairy Sci. 44, 1163 
(1961). 
[62] R. A. Gibbons u. G. C. Cheeseman, Biochim. biophysica 
Acta 56, 354 (1962). 
[63] H. E.  Swuisgood u. J .  R. Brunner, Biochem. biophysic. Res. 
Commun. 12, 148 (1963). 
[64] R .  Beeby, J. Dairy Res. 30, 77 (1963). 
[65] H. E. Swaisgood, J .  R.  Brunner u. H. A. Lillevik, Bio- 
chemistry 3, 1616 (1964). 
[66] H. A. McKenrie u. R. G .  Wake, Austral. J. Chem. I2, 734 
(1959). 

rnit Fraktionen, die aus SCM-x-Casein gewonnen wur- 
den) zeigten, daR das Molekulargewicht hiichstwahr- 
scheinlich um 19000 5 1000 liegt. Dieser Wert ist auch 
im Einklang mit den ersten Resultaten von Jollds et 
al. [671 beziiglich der chemischen Struktur des x-Caseins. 
Gene t  i sche Var i an  t en  des x-Caseins konnten Woy- 
chik [56,68,691, Neelin [701 und Schmidt [59,711 durch Starke- 
gel-Elektrophorese feststellen. 
Analysen. Joll2s et al. [721 sowie Swaisgood et al. 163,651 
untersuchten die Zusammensetzung des x-Caseins. Be- 
sonders hervorzuheben ist der hohe Gehalt an Hydroxy- 
aminosauren, Glutaminsaure und Prolin, sowie das Vor- 
kommen von Cystin. Die Aminosaureanalysen von ge- 
netischen Varianten (x-A und x-B) sind von Woy- 
chik [561 und Schmidt [591 angegeben worden. Die Diffe- 
renzen betreffen je einen Rest von Asparaginsaure, 
Threonin, Alanin und Isoleucin. 
Das x-Casein ist die einzige zuckerreiche Fraktion des ge- 
samten Caseinkomplexes : Galaktose, Galaktosamin (und 
nicht wie fruher angenommen Glucosamin) und  N-Acetyl- 
neuraminsaure konnten von  Alais und JoIIt?s [731 nachgewie- 
sen und  quantitativ bestimmt werden. F u r  den Gehalt a n  
Neuraminsaure sind sehr verschiedene Werte angegeben 
worden: entweder geht ein Teil dieses Zuckers wlhrend der 
Reinigung verloren, oder die  Milch enthalt x-Casein mit ver- 
schiedenen Zuckergehalten [48,49,73-791. Der Phosphor-Ge- 
halt (0,22 %) ist kleiner als bei den anderen Hauptfraktionen. 

S t r u k t u r s t u d i e n. Wahrend der Labgerinnung der 
Milch wird hauptsachlich das %-Casein angegriffen. Aus 
diesem Grund werden wir uber seine Struktur im zwei- 
ten Teil dieser Zusammenfassung berichten. 
Biologische Aktivi ta t .  Yaguchi et al. 1801 stellten 
fest, daR mehrere Casein-Fraktionen, in denen die x- 
Komponente anwesend war, sich gegeniiber Milchfett 
bei pH = 9 wie eine Lipase verhielten. 
%-Casein a l s  Schutzkol loid.  Wechselwirkungen 
mit a n d e r e n  Casein-Frakt ionen.  Bi ldung der 
Micellen. In Anwesenheit von Calcium-Ionen sind 
die as-Caseine und das P-Casein bei Zimmertempera- 
tur unloslich in Wasser, wahrend sich das x-Casein lost. 
x-Casein stabilisiert die kolloide Dispersion des Cal- 
cium-caseinates. Stabile Suspensionen von Micellen 
entstehen nach Wuugh 1811, wenn ctS- und x-Caseine im 
Gewichtsverhaltnis 4: 1 (Ca2+ 0,03 M; 37 "C) vorhanden 

[67] J .  JONES, A.  Devour, C.  Alais u. P .  Joll&, unveroffentlicht. 
[68] J.  H.  Woychik, Biochem. biophysic. Res. Commun. 16, 267 
(1964). 
[69] J .  H. Woychik, J. Dairy Sci. 48, 496 (1965). 

[70] J .  M .  Neelin, J. Dairy Sci. 47, 506 (1964). 
[71] D. G. Schmidt, Biochim. biophysica Acta 90, 41 1 (1964). 

[72] P .  JONES, C. AIais u. J. JONES, Arch. Biochem. Biophysics 
98, 56 (1962). 
[73] C .  AIais u. P .  JoIks, Biochim.biophysica Acta51, 315 (1961). 
[74] B. Johansson u. L.  Svennerholrn, Acta physiol. scand. 37, 
324 (1956). 
[75] C. Alais, Dissertation, Universitat Paris, 1962. 
[76] t. Reynolds, G. 0. Hanneberry 11. B. E. Baker, J. Dairy 
Sci. 42, 1463 (1959). 
[77] M. N.  Cayen, G.  0. Hanneberry u. B. E.  Baker, J. Dairy 
Sci. 45, 706 (1962). 
[78] R .  A.  Gibbons, Biochem. J. 73, 209 (1959). 
[79] F. Albanico, S. Sarachi u. A .  Zanini, Latte 38, Nr. 5 (1964). 
[80] A4. Yaguchi, N .  P .  Tarassirk u. N .  Abe, J. Dairy Sci. 47, 11 67 
( I  464). 
[81] D. F. Waugh, Discuss. Faraday SOC. 25, 186 (1958). 
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sind. Wenn dieses Verhaltnis grofler als 4 ist, fallt uber- 
schiissiges as-Casein aus; ist das Verhaltnis kleiner als 4, 
bilden sich kleinere Micellen. Diese Assoziation zwi- 
schen K- und a,-Caseinen wurde in neutraler Losung 
studiert [821. Wechselwirkungen konnen auch zwischen 
x- und (3-Caseinen [831 oder K-$ Q ~ -  und $-Caseinen [82-871 
stattfinden: ,&Casein bleibt in Gegenwart von %Casein 
bei hoheren Temperaturen in Losung. Wahrend der 
Labgerinnung der Milch wird ein Teil des x-Caseins ab- 
gespalten. Nun kann das x-Casein nicht mehr als Schutz- 
kolloid wirken (siehe Teil II}. Die chemischen Bindun- 
gen in den Micellen (z. B. Esterbindungen) und das Ver- 
halten der Calcium- und Phosphat-Ionen gegeniiber den 
Micellen untersuchten Schipper 1871 und Pyne [891. Sie 
fanden, daB kolloidales Calciumphosphat entweder an 
das Casein adsorbiert oder chemisch gebunden ist. 
Schlierjlich sei bemerkt, daB auch Wechselwirkungen 
zwischen x-Casein und anderen Proteinen, z. B. dem 
(3-Lact oglobulin, eintreten [go]. 

3. Studium einiger Nebenfraktionen 

Die cc,-Fraktion, welche die a,l,z-Caseine begleitet, wurde 
schon in Abschnitt 1 A2a erwahnt[88,911. Das einzige andere 
Phosphoprotein sauren Charakters aus dem Caseinkomplex 
ist das A-Casein 1171 (oder m-Casein [871), welches oft gemein- 
sam mit dem x-Casein vorkommt und auch im ccz-Casein [*61 
vorhanden ist. A-Casein hat einen hohen Phosphorgehalt 
(1,2 %) (siehe Tabelle 2). Aus dem Caseinkomplex konnten 
einige Proteine mit einem relativ hohen isoelektrischen Punkt 
(6,4-8,O) isoliert werden; sie enthalten sehr wenig oder gar 
keinen Phosphor. 
Fur Mellunders y-Casein 1131 wurde kiirzlich ein neues Rei- 
nigungsverfahren ausgearbeitet [321. Die Aminosaurezusam- 
mensetzung ist nur von einem alteren Praparat bekannt 1921. 
Die Sedimentationskonstante betragt 1,15 S bei 1,3 "C fur 
eine 1-proz. Losung in einem Phosphatpuffer vom pH = 7 
(0,l M), das Molekulargewicht ungefahr 30000. Aschafen- 
burg konnte zwei genetische Varianten nachweisen [351. 

Wenn der pH-Wert voin Gesamt-Casein auf 4 gebracht wird, 
konnen zwei Proteine durch Zentrifugieren abgetrennt wer- 
den, die jedoch zwischen pH 7 und 9 unloslich sind: das 
,,rote Protein", ein Metallo-Glykoprotein, welches zur 
Gruppe der Transferine gehort 1931, und ein basisches Protein, 
das Lactollin 1941. 

Zum SchIuB sei noch bemerkt, daR einige Enzyme, z. B. Pro- 
tease und Lipase, fest an das Casein gebunden sindr951. 

[82] J.  Gurnier, J. Yon u. G. Mocquot, Biochim. biophysica Acta 
82, 481 (1964). 
[83] U. S. Ashworth, J. Dairy Sci. 47, 351 (1964). 
[84] D. F. Waugh, J. physic. Chem. 65, 1793 (1961). 
[85] D .  F. Waugh, M. Ludwig, P.  Dreizen u. R. Noble, Abstr. 
Papers internat. Congr. Biophysics, Stockholm 1961, S. 196. 
1861 W. Manson in [53], S. 513. 
[87] L. J.  Schipper, Dissertation, Landwirtschaftliche Hoch- 
scbule Wageningen, 1961. 
1881 D .  F. Waugh, M .  L. Ludwig, J .  M .  Gillespie, B. Melton, 
M. Foley u. E. S. Kleiner, J. Amer. chem. SOC. 84, 4929 (1962). 
[89] G.T .  Pyne, J .  Dairy Res. 29, 101 (1962). 
[90] H. Tessier u. D. Rose, J. Dairy SCI. 47, 1047 (1964). 
I911 B. Ribudeau-Dumas, J .  L .  Muubois, G .  Mocqnot u. J.  Gur- 
nier, Biochim. biophysica Acta 82, 494 (1964). 
[92] W. G. Gordon, W. F. Sernrnett u. M. Bender, J. Amer. chem. 
SOC. 75, 1678 (1953). 
[931 M. L. Groves, J. Amer. chem. SOC. 82, 3345 (1960). 
[94] M. L. Groves, J .  J .  Basch u. W .  G. Gordon, Biochemistry 2, 
814 (1963). 
[95] R.  C. Warner u. R.  Pollis, J .  Amer. chem. Sac. 67,529 (1945). 

___.- 

Alle Nebenfraktionen aus dem Casein-Komplex rnit einem 
relativ hohen isoelektrischen Punkt gehoren eigentlich nicht 
zu den Caseinen, da sie wahrscheinlich nicht in der Milch- 
druse synthetisiert werden. 

B. Schaf- und Ziegenmilch-Caseine. 
Das Casein der Muttermilch 

Wahrend das Kuhmilch-Casein und seine Fraktionen 
intensiv untersucht worden sind, fehlen entsprechende 
Angaben fur andere Caseine fast vollstandig [97-991. Hier 
sei auf eine Arbeit von Sloan et al. [961 hingewiesen, die 
Caseine von vierzig Tieren (acht Arten), aber nur elek- 
trophoretisch, verglichen und drei Typen von Elektro- 
pherogrammen erhielten. 
Wie Alais und Joll2s [73,991 zeigten, enthalten Schaf-, 
Ziegen- und Muttermilch-Caseine Galaktose und Ga- 
laktosamin. Wahrend irn Muttermilch-Casein nur N- 
Acetylneuraminsaure gefunden wurde (0,80 % [991 oder 
2,l % [loo]), ist in den Schaf- bzw. Ziegenmilch-Caseinen 
ein Gemisch von N-Acetyl- und N-Glykolylneuramin- 
sauren vorhanden [731 (0,09 bzw. 0,13 %). 
Da die Labgerinnung der Schafmilch ahnlich wie die- 
jenige der Kuhmilch verlauft (siehe Teil 11), wurde das 
Vorhandensein einer ,,x-ahniichen" Fraktion vermutet. 
Alais und Joll&s [981 versuchten, sie zu isolieren, und er- 
hielten ein Casein, das in Gegenwart von 0,4 M CaCI2 
loslich blieb und von Lab ohne Zusatz von Ca2+ ange- 
griffen wurde. 

DaB das menschliche Casein aus sehr vielen Fraktionen 
besteht, konnten Malpress [loo] sowie Alais und Jol- 
Z2s [loll elektrophoretisch rnit harnstoffhaltigen Puffern 
zeigen. Nicht jedesmal konnten Praparate erhalten wer- 
den, die rnit Lab verdaut werden konnten 1991. Malpress 
und &id-Akhavari I1021 konnten kiirzlich durch Chro- 
matographie auf CM-C5O Sephadex rnit harnstoffhalti- 
gen Puffern eine Fraktion isolieren, die dieselben Eigen- 
schaften wie Kuhmilch-x-Casein hat. 
SchlieRlich sei bemerkt, daR das menschliche Casein 
keine konstanten Eigenschaften und keine konstante 
Zusammensetzung zu haben scheint. Sie werden sowohl 
durch die Zusammensetzung der Milch beeinflufit, aus 
der es gewonnen wurde, als auch durch die hderungen 
in der Aktivitat gewisser Enzyme (z. B. proteinsyntheti- 
sierender Enzyme) der Zellen, in denen sich die Milch 
bildet 11031. Das menschliche Casein enthalt eine in Al- 
kohol losliche Fraktion (25 % des Gesamtgewichtes ; 

[96] R. E. Sloun, R. Jenness, A.  L.  Kenyon u. E. A.  Regehr, 
Comparat. Biochem. Physiol. 4, 47 (1961). 
[97] H. Holler, Milchwissenschaft 17, 485 (1962). 
1981 C. Aluis u. P .  JoUPs, Abstr. 6th internat. Congress Biochem., 
New York (1964). 
[99] C.  Aluis u. P.  JollPs, Nature (London) 196, 1098 (1962). 
[loo] F. H. Mulpress, Biochem. J. 85, 33P (1962). 
[ loll  C.  Alais u. P. JollPs, C. R. hebd. Skances Acad. Sci. 255, 
2309 (1 962). 
[lo21 F. H. Malpress u. M .  Seid-Akhavan, Vortrag auf dem 
internat. Circle of Dairy Research Leaders, Meeting on Caseins, 
Jouy-en-Josas ( 1  965). 
[lo31 F. H. Malpress u. F. E. Hytten, Biochem. J. 91, 130 
(1 964). 
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A. Primiirreaktion nur 5 % beim Kuhmilch-Casein), welche durch Chro- 
matographie auf DEAE-Cellulose in funf Fraktionen 
aufgeteilt werden konnte [1041. Bei der alkoholloslichen 
Frakt ion handelt es sich hauptsachlich uni Lipide. 

11. Die Labgerinnung der Milch 

In der Natur kommen zwei Gerinnungsprozcsse vor, 
derjenige des Blutes mit der Spaltung einer Arginyl- 
Glycin-Bindung, und derjenige der Milch. Hammar- 
sten 171 stellte fest, daIj das Lab (Rennin) ein Enzym ist 
(,,Labferment") [105-10*1, und daB bei der Behandlung 
des Caseins mit Lab peptidahnliche Substanzen freige- 
setzt werden (NPN, Nicht-Protein-Stickstoff enthal- 
tende Substanzen, z. B. Peptide). Heute wird angenom- 
men, daB die ,,Labung" des Caseins drei Reaktionen 
umfal3t [109,1101: Zunachst wird ein Glyko-Makropeptid 
(Caseino-Glykopeptid [1111) abgespalten, dann findet die 
Koagulation statt, und schliel3lich werden alle Casein- 
Komponenten langsam durch das Lab in Heinere Pep- 
tide zerlegt [1121. 

Das Substrat fur die Primarreaktion ist nach Waugh [I51 
das %-Casein, welches die kolloide Dispersion des Cal- 
cium-Caseinates stabilisiert. Diese Annahme haben Jol- 
12s und d a i s  [I131 sowie fast gleichzeitig Nitschmann [I141 
bewiesen: Sie fanden, daB man aus der rnit Lab behan- 
delten Losung von x-Casein das gleiche Caseino-Glyko- 
peptid wie aus Losungen von Gesamt-Cascin oder a- 
Casein isolieren kann. x-Casein liefert nach der Einwir- 
kung von Lab einen besonders hohen Prozentsatz an 
trichloressigsaureloslichem ,,Nicht-Protein-Stickstoff" 
(NPN) 11151. Die Primarreaktion kann schematisch fol- 
gendermaBen dargestellt werden: 

Lab 
x-Casein ~ 4 para-x-Casein + x-Caseino-Glykopeptid 

PH = 6,8 (unloslich) (leicht loslich) 

Wir werden zuerst uber das Lab und die Struktur des 
x-Caseins sowie des para-%-Caseins berichten und uns 
dann eingehend mit dem Caseino-Glykopeptid beschaf- 
tigen. 

[I041 C. Alais u. P .  JoIIPs, unvcroffentlicht. 
[lo51 K.  Linderstrorn-Lung, C. R. Trav. Lab. Carlsberg 17, Nr. 9 
(1929). 
[lo61 C. Porcher, Lait 9, 449, 681, 795 (1929). 
[lo71 H. Holter, Biochem. Z. 255, 160 (1932). 
[log] H. Nitschmann u. W. Lehmann, Helv. chim. Acta 30, 804 
(1947). 
[lo91 H. Nitschmann u. P. Zahler, Helv. chim. Acta 33, 854 
(1950). 
[I101 H. Mattenheirner, H. Nitschmann u. P. Zahler, Helv. chim. 
Acta 35, 1970 (1952). 
(1111 P .  JolEs ,  C.  Alais u. J .  Joll2s, Biochem. biophysica Acta 
51, 309 (1961). 
[112] C. Alais, C. Mocquot, H. Nitschmann u. P. Zahler, Helv. 
chim. Acta 36, 1955 (1953). 
(1131 P .  JollPs u. C. Alais, Biochim. biophysica Acta 34, 565 
(1959). 
[I141 If. Nitschmann u. R. Hemi ,  Helv. chim. Acta 42, 1985 
(1959). 
[I 151 R .  C. Wake, Austral. J. biol. Sci. 12, 479 (1959). 

1.  Das Lab 

Das Lab ist ein von Berridge [1161 erstnials gereinigtes 
und kristallisiertes Enzym, welches im vierten Magen 
des Kalbes vorkommt. Seine Spezifitat ist ahnlich der 
des Pepsins, jedoch liegt sein pH-Optimum weit hoher, 
bei 4 [1171. Das Lab greift nicht nur das Casein an, son- 
dern auch andere Proteine wie Hamoglobin 11161 oder 
die B-Kette des oxidierten Insulins [1181. Neuere Arbei- 
ten iiber das Lab verdanken wir Foltmann [119,1201. 

2. Das %-Casein 

Es wird heute angenommen, daR das %-Casein ein Mole- 
kulargewicht von 19000 & 1000[573599671 und ein einheit- 
liches Peptid-Grundgerust hat (165 5 Aminosaure- 
reste). Einige wenige Anderungen sind auf die geneti- 
schen Varianten zuruckzufuhren; diese sowie der 
Zuckeranteil verursachen letzten Endes die elektro- 
phoretisch beobachtete Heterogenitat. Die N-termina- 
len Aminosauren sind noch nicht beschrieben worden ; 
mit Carboxypeptidase konnten JoZl2s et al. 1721 vom 
C-terminalen Ende her vor allem Valin, aber auch Ala- 
nin, Threonin und Serin freisetzen. In Schema 1 haben 
wir einige Angaben uber die Struktur des x-Caseins zu- 
sammengefaRt [67,121,122,1321, die hauptsachlich am para- 
%-Casein sowie am x-Caseino-Glykopeptid gewonnen 
wurden. Die erslen Ergebnisse des Studiums der trypti- 
schen Einheiten [671 stehen im Einklang mit Schema 1. 
Die Labgerinnung findet auch nach Einwirkung von 
Neuraminidase auf x-Casein statt [621, selbst wenn an- 
schlieBend 50 % der Galaktose oxidiert werden [671. Der 
Zuckeranteil ist fur die Wirkung des Labes nicht notig : 
kiirzlich wurde auch aus einem reduzierten x-Casein 
(S-Carboxymethyl-x-Casein) durch Chromatographie 
eine zuckerlose Fraktion erhalten [1231, die gleichfalls 
mit Lab verdaut werden kann. Es ist jedoch noch nicht 
bekannt, ob das erhaltene losliche Peptid rnit dem ,,nor- 
malen" Caseino-Glykopeptid identisch ist. 

3. para-x-Casein 

Das para-x-Casein ist die unlosliche Fraktion, die durch 
Labeinwirkung auf x-Casein entsteht. Es enthat alle 
aromatischen Aminosauren sowie alle Arginin- und 
Cystin-Reste des x-Caseins (siehe Schema l), jedoch ist 

(1161 N. J .  Berridge, Biochem. J. 39, 179 (1945). 
(1171 F. A. Bovey u. S.  S.Yanari in: The Enzymes. Academic 
Press, New York 1960, 2. Aufl., Bd. 4, S. 91. 
[I181 J.  C. Fish, Nature (London) 180, 345 (1957). 
[I 191 B. Foltrnann, Acta chem. scand. 17, 872 (1963); C. R. Trav. 
Lab. Carlsberg 35, 143 (1966). 
(1201 B. Foltmarm u. B. S.  Ifartley, Vortrag auf dern internat. 
Circle of Dairy Research Leaders, Meeting on Caseins, Jouy-en- 
Josas (1965). 
[I211 P. J o l h ,  C. Alais u. J .  Joll2v, Biochim. biophysica Acta 
69, 511 (1963). 
[I221 A.  Delfour, J .  Jol l~h,  C. Alais u. P .  Jollks, Biochem. 
biophysic. Res. Commun. 19, 452 (1965). 
[I231 A .  C. Mackinlay u. R.  G. Wake, Biochim. biophysica Acta 
104, 167 (1965). 
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--> Leu,Phe -----f 

C-terminale Amino- 
sauren des para-x- 

Caseins T 
1 

Met + Ala - Ileu + Pro --f Pro + Lys -. .. 

Thc t Lys c- (Glu, Asp) t Asp(NIIZ) 
J. 
Glu --f (Pro, Ileu) + (Asp(NH2). Thr, Ileu) 

~ro;-,, G I ~ , ,  (PO;H~)  -Serl, Serl-4, Thrg-8, ~ s p ~ ,  J. 1 ,,saurer Teil" 

Glyt, A h - , ,  V d - 4 ,  Ileuz, Leu, 

,,baskcher Teil" 
Lys 

~- -\ 

1 

-1 
(Galaktosxrnin, Galaktose) 
terminale N-Acetylneuraminsaure 

-> (Ser, Thr, Ala) ~ f Val 
C-terminale Aminosiiuren 
des x-Caseino-Glykoyeptidcs 
u n d des %-Caseins 

Para-x-Casei t i  

Lab 

I x-Caseino-Glykopeptid 

%-Casein 

Schema 1. Zusammensetzung des Kuhmilch-x-Caseins (Molekulargewicht I9000 & 1000); Spaltung durch Lab in para-x-Casein und 
~-Caseino-Glykopeptid. 

[a] Hier sind sanitliche aromatische und basische Aminosauren (mit Ausnahme des Lysins) sowie alles Cystein des x-Caseins vereinigt 167,72, 
121,122,1321 

der Zuckergehalt sehr niedrig. Die Aminosaurezusam- 
mensetzung sowie die endstandigen Aminosauren wur- 
den erstmals von Jol1.h et al. [72,1211 angegeben, die 
auch feststellten, da13 die Sumnie der Aminosaurereste, 
die sich im para-x-Casein and im x-Caseino-Glykopep- 
tid befinden, die Anzahl der Aminosauren im x-Casein 
ergibt. Kulun und Woychik [571 haben neuerdings das 
para-x-Casein analysiert. Wie beim x-Casein konnte 
auch hier bis jetzt keine N-terminale Sequenz charak- 
terisiert werden ; durch Abbau mit Carboxypeptidase 
wurde ein C-terminaler Phenylalanin-Rest (neben etwas 
Leucin) identifiziert [1211, was Dennis und Wake besta- 
tigten [1241. Casein wird nicht nur von Lab, sondern auch 
von anderen Enzymen wie Pepsin [1251, Chymotryp- 
sin [I241 und Kallikrein [1261 sowie chemisch (Alkali, Re- 
duktion) angegriffen [67,1211: man erhalt einen unlosli- 
chen ,,para-x-casein-ahnlichen" Teil mit gewohnlich 
(aber nicht immer) Phenylalanin (neben etwas Leucin) 
am C-terminalen Ende "571. 

4. x-Caseino-Glykopeptid (aus Kuhmilch-x-Casein) 

Hers t e 11 u n g un d M o 1 e kular  g e w i c h t. Nach kur- 
zer Einwirkung des Labes auf x-Casein konnten im los- 
lichen Uberstand durch Papierelektrophorese vier Frak- 
tionen nachgewiesen werden [127,1281: das Caseino- 
Glykopeptid macht 80 % dieser loslichen Substanzen 
aus, eine der anderen Fraktionen (10 %) ist wahrschein- 
lich ein Abbauprodukt. Das Caseino-Glykopeptid kann 
entweder aus dem Trichloressigsaurefiltrat des rnit Lab 
behandelten Caseins oder durch Chromatographie des 
loslichen uberstandes auf DEAE-Cellulose isoliert wer- 
den[111,114,1281: es ist sehr leicht Ioslich, selbst in 12- 
proz. Trichloressigsaure, und dialysiert nicht. Elektro- 
phoresen und Ultrazentrifugationen haben gezeigt, daD 

[124] E. S. Dennis u. R .  G.  Wake, Biochim. biophysica Acta 97, 
159 (1965). 
[125] W. Habermann, H.  Mattenheimer, H .  Sky-Peck u. H. Sino- 
hara, Chimia 15, 339 (1961). 
[126] P. JolIPs, C. Alais u. J.  Joll2s, C. R. hebd. SCances Acad. 
Sci. 256, 4308 (1963). 
[127] J. Blondel-Qukroix u. C, Alais, Bull. SOC. Chim. biol. 46, 
963 (1964). 
f1281 C. Aluis, J .  Blondel-Qugroix u. P. JollPs, Bull. SOC. Chim. 
biol. 46, 973 (1964). 

es sich um eine einheitliche Substanz handelt (Moleku- 
largewicht etwa 7500 j, 500 [1291). 
Amino s aurezu s amme n se t z ung. Besonders her- 
vorzuheben ist der hohe Gehalt an Hydroxyaminosau- 
ren, Glutaminsaure und Prolin sowie die Abwesenheit 
von aroniatischen Aminosauren, von Cystin, Histidin 
und Arginin [57,111,113,130-1321. Ein Methioninrest wur- 
de erst kiirzlich identifiziert [1221. Der Peptidanteil des 
Caseino-Glykopeptides betragt ungefahr 65 %, der 
P-Gehalt 0,37 % (Phosphoserinrest 1731). 
Zuckerzusammensetzung. Es konnten Galaktos- 
amin, Galaktose und N-Acetylneuraminsaure nachge- 
wiesen werden [73,129,1331, und zwar 75, 68 bzw. 71 % 
ihres Gehaltes im x-Casein; einige Autoren sprechen 
sogar von 100 % der N-Acetylneuraminsaure [62@1. Der 
Zuckeranteil des x-Caseino-Glykopeptides betragt un- 
gefahr 30 %. (Wie bei vielen anderen zuckerreichen 
Substanzen ist auch hier ein Teil nicht erfaDt, wofur 
wahrscheinlich die angewendeten Methoden verant- 
wortlich sind.) 
S t r u  kt  u r  s t u di en. Jollbs und Mitarbeiter [1111 konn- 
ten durch chemische und enzymatische Methoden zei- 
gen, dal3 im x-Caseino-Glykopeptid ein Methioninrest 
als N-terminale Aminosaure vorliegt 11221, dem ein 
Alaninrest folgt. Die C-terminale Sequenz gleicht der- 
jenigen des x-Caseins [721 [(Ser, Thr, Ala)-Val]; so ist 
anzunehmen, da13 das x-Caseino-Glykopeptid im C-ter- 
minalen Teil des x-Caseins liegt. Die Struktur des N-ter- 
minalen Octadecapeptides wurde durch Abbau rnit 
Trypsin und Chymotrypsin aufgeklart [I321 (siehe Sche- 
ma 1). 
Versuche rnit Neuraminidase (V. choleuue) haben ge- 
zeigt, daR die N-Acetylneuraminsaure endstandig im 
Zuckerteil vorliegt 173,1341 ; partielle Hydrolysen rnit 

[I291 H. Nitschmann, H. Wissmann u. R. Henzi, Chirnia 11, 76 
(1957). 
[I301 H. Nitschmann u. R .  Beeby, Chimia 14, 318 (1960). 
[I311 A .  Delfour, J .  JoII~s,  C .  Alais u. P. Joll2s, Abstr. Meeting 
Fed. European Biochem. SOC., Wien 1965. Verlag der medizini- 
schen Akademie, Wien 1965, S. 211. 
[I321 A .  Delfour, C. Alais u. P. JollPs, Chimia 20, 148 (1966). 
[I331 J.  R .  Brunner u. M .  P.Thompson, J. Dairy Sci. 42, 1881 
( 1959). 
[I341 P .  JollPs, C. Aluis, A .  Adam, A. Delfour u. J .  JoII~s ,  Chimia 
18, 357 (1964). 
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H$O4 fiihrten zur Vermutung, dafi nicht Galaktose, 
sondern Galaktosamin direkt an den Peptidteil gebun- 
den ist [I341 (wahrscheinlich, aber wohl nicht aus- 
schliel3lich, N-glykosidisch). 

AbschlieBend sei auf ein in manchen Punkten ahnliches, 
jedoch kiirzeres Glykopeptid aus dem Kuh-Kolostrum 
hingewiesen 11351. 

5 .  Die vom Lab im x-Casein gespaltene Bindung 

Wie schon berichtet, konnten wir nach Einwirkung des 
Labes auf x-Casein keine neuen N-terminalen Amino- 
sauren beim para-x-Casein feststellen [723, wohl aber 
beim Caseino-Glykopeptid (Methionin) [1221; auch eine 
neue C-terminale Aminosaure (Phenylalanin), die vom 
para-x-Casein stammt, konnte identifiziert werden 11211. 

Kann man unter diesen Umstanden von der Spaltung 
einer Phe-Met-Bindung sprechen? 
Gamier et at. I1371 verfolgten die Bildung des Caseino-Glyko- 
peptides durch Titrieren der freigesetzten Carboxygruppen 
bei konstantem pH-Wert und fanden, daO eine Carboxy- 
gruppe pro 55000 Molekulargewichtseinheiten freigesetzt 
wird (das Molekulargewicht des x-Caseins wird heute zu 
19000 i 1000 angenommen). Diese und auch die folgenden 
Betrachtungen sprechen fur die Spaltung einer Esterbindunn. 
JoZZ& et al. [1211 reduzierten namlich das x-Casein rnit 
LiBH4, was eine Spaltung zur Folge hatte. Sie wiesen im un- 
loslichen para-x-casein-ahnlichen Teil einen 2-Amino-3- 
phenyl-I-propanol-(Phenylalanino1)-Rest nach, was auch fur 
eine Esterbindung zwischen dem C-terminalen Phenylalanin 
und einem hydroxygruppenhaltigen Rest (von einem Zucker, 
Serin oder Threonin) spricht, jedoch rnit dem Vorbehalt, daR 
dieser Phenylalanin-Rest keine andere labile Bindung einge- 
gangen ist (z. B. eine sehr labile Peptidbindung). 

geht. AnschlieBend setzt das Lab aus dem gelosten Ma- 
terial das Glykopeptid frei. 

SchlieDlich haben Dennis und Wake [I241 gezeigt, daD 
ein zuckerfreies, reduziertes %-Casein durch Lab ge- 
spalten wird, was eine Esterbindung zwischen Phenyl- 
alanin und einem Zucker ausschlieBt. 

Weitere Forschungen sind notig, um die Frage der durch 
die Labeinwirkung gespaltenen Bindung (eventuell Phe- 
Met-Bindung wie in Schema 1 gezeigt) zu klaren (altere 
Hypothesen siehe [39a91361). 

6. Caseino-Glykopeptide aus Gesamt-Schaf-, Ziegen- 
und -Muttermilch 

Aus Gesamt-, R- und x-Kuhmilch-Casein kann man das 
gleiche Caseino-Glykopeptid darstellen [1131. Da x-Frak- 
tionen aus Schaf-, Ziegen- und Muttermilch noch nicht 
rein isoliert wurden, verwendeten Joll2s und Alais [99J111 

die Gesamt-Caseine, um Caseino-Glykopeptide zu ge- 
winnen. 
Reinigung. Die Caseino-Glykopeptide wurden aus 
dem Trichloressigsaurefiltrat der mit Lab behandelten 
Caseine isoliert [ l l l l ;  aus menschlichem Gesamt-Casein 
konnte nicht jedesmal ein Glykopeptid gewonnen wer- 
den [99J. 

Amino s aur  ez us  ammens e t zun g. Die drei neuen 
Caseino-Glykopeptide enthalten vie1 Serin, Threonin, 
Glutaminsaure und Prolin ; aromatische Aminosauren, 
Cystin und Arginin fehlen [1111. Diese Zusammenset- 
zung scheint charakteristisch fur Caseino-Glykopeptide 
zu sein. Ihr Peptidanteil betragt ungefahr 80 % 1731. 

Tabelle 3. Angaben zur Struktur des Schaf-Caseino-Glykopeptids [122,132,140]. 

1. N-terminale Sequenz mit den drei Lysinresten des Molekuls: 

Met~>Ala+lleri- .-Pro+Pro--Lys-Lysi (Asp*, Glu) + Lys + Thr + (Ileuz, Ala, Pro, Glu, Asp) 

2. Decapeptid mit dem einzigen Histidinrest des Molekuls: 

Thr ---f Ileu + Ala ---f Ser + Ala --f Glu + Pro + Thr + Val + His 

3. ,,Saurer" Teil: 

Phosphor + 
Zucker + 
C-terminale Aminosaure: Val 
Zusamniensetzung: Asps  Thrg, Sera, Glu,, Pro,, Alas, Vals, Ileul. 

Cheeseman et al. [I381 waren rnit dieser ,,Ester"-Hypo- 
these nicht einverstanden, da sie keine Protonenfrei- 
setzung wahrend der Einwirkung des Labes beobachten 
konnten. Beeby und Nitschmann [I391 nahmeri an, dal3 
das Lab zuerst Bindungen in der Art von Wasserstoff- 
brucken spaltet, wobei ein Teil des x-Caseins in Losung 

[1351 R. Kuhn u. D. Ekong, Chem. Ber. 96, 683 (1963). 
[136] H .  Nifschmann u. R .  Varin, Hetv. chirn. Acta 34, 1421 
(1951). 
[I371 J .  Gamier, G. Mocquot u. G. Brignon, C .  R .  hebd. SBances 
Acad. Sci. 254, 372 (1962). 
[I381 G.  C.  Cheeseman, M. Rawitscher u. J .  M .  Sturtevant, Bio- 
chim. biophysica Acta 69, 169 (1963). 
[I391 R .  Beeby u. H. Nitschmann, J. Dairy Res. 30, 7 (1963). 

Z uc ker zus amm e n se t zun g. Der Zuckeranteil der 
Schaf-, Ziegen- und Muttermilch-Caseino-Glykopep- 
tide betragt 7 , l ;  11,6 bzw. 16 % [73,991. In allen drei Sub- 
stanzen kommen Galaktosamin und Galaktose vor ; 
die Schaf- und Ziegen-Glykopeptide enthalten ein Ge- 
misch von N-Acetyl- und N-Glykolylneuraminsauren, 
das menschliche Glykopeptid nur N-Acetylneuramin- 
saure; nur in letzterem Glykopeptid wurden Fucose 
und Glucosamin gefunden [1021. 

C- und N-terminale Aminosauren. Nach Einwir- 
kung von Carboxypeptidase auf Schaf-, Ziegen- und 
Muttermilch-Caseino-Glykopeptide wurde Valin frei- 
gesetzt [99,*111. Die N-terminale Aminosaure wurde nur 
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beim Schaf-Caseino-Glykopeptid untersucht : wie beim 
Kuh-x-Caseino-Glykopeptid handelt es sich um Me- 
thionin "221. 

Struktur.  Das Caseino-Glykopeptid aus Gesamt- 
Schafmilch-Casein besteht aus drei Teilen: 1. einer 
N-terminalen Sequenz, welche die drei Lysinreste des 
Peptides enthalt ; 2. einem Decapeptid mit dem einzigen 
Histidinrest des Peptides; 3. einem ,,sauren" Teil, der 
durch Saulenchromatographie noch nicht ganz gereinigt 
werden konnte. Er enthalt den Phosphor und den groD- 
ten Teil der Zucker [1227132,1401 (siehe Tabelle 3). 
Bei Schaf- und Ziegen-Caseino-Glykopeptiden liegen die 
Neuraniinsauren endstandig vor ; Galaktosamin, aber 
nicht Galaktose, scheint direkt an die Peptidkette ge- 
bunden zu sein [1341. Die Anwesenheit von O-glykosidi- 
schen Bindungen zwischen den Zuckern und Serin sowie 
Threonin vermutet Malpress [1021. 

7. ,,Caseino-Glykopeptid-ahnliche" Substanzen 

Wie schon in Abschnitt I1 A 3 kurz berichtet wurde, 
wird Casein nicht nur von Lab, sondern auch von an- 
deren En~ymen[125~1261 oder cherni~changegriffen~67~1211. 
Bei der Primarreaktion von Kuhmilch-Casein rnit Pep- 
sin wird das gleiche [1251, rnit Kallikrein ein etwas ande- 
res [126J Peptid wie rnit Lab abgespalten. Ein etwas an- 
deres Peptid erhalt man auch in guter Ausbeute rnit 
NaOH (0,l N, 20 "C) [671 und durch Reduktion [1211. Alle 
diese Caseino-Glykopeptid-ahnlichen Substanzen sind, 
wie das durch Lab gewonnene Glykopeptid, in 12-proz. 
Trichloressigsaure loslich und dialysieren nicht ; aroma- 
tische Aminosauren und Arginin sind nicht vorhanden. 
Durch Erhitzen des Caseins auf 100 "C wird nicht nur 
Neuraminsaure, sondern es werden auch ,,Caseino-Gly- 
kopeptid-ahnliche" Substanzen freigesetzt [104,141,1421 

(Hitzeeinwirkung auf Casein siehe auch [142,1431). 

B. Sekundare und tertiare Reaktionen 

Die zweite Phase der Milchgerinnung umfaBt mehrere 
Reaktionen (Desaggregation, Reaggregation, Koagu- 
lation, Synarese des Gels), bei denen sich der Disper- 
sionsgrad der Caseinmicellen andert. Dabei ist die 
Koagulation am leichtesten physikalisch zu verfolgen 
(Ultramikroskop [1441, Ultraschall[1451, Viscosime- 
trieL1461). Die Koagulation der Milch kann durch fol- 

[I401 A. Devour, Dissertation, UniversitSt Paris, 1965. 
[I411 P. J .  de Koning, R. Jenness u. H .  P. Wignaud, Nedcrl. 
Melk- en Zuiveltijdschr. 17, 352 (1963). 
[142] N. Kiger, C. Alais LI. P. J u N ~ s ,  Vortrag auf dem 3. Meeting 
Fed. European Biochem. SOC., Warschau (1966). 
[I431 D.T. Davies u. J .  C. D. White, Vortrag auf d e n  internat. 
Circle of Dairy Research Leaders, Meeting on Caseins, Jouy-en- 
Josas (1965). 
[144] K. Imhof u. H .  Hostettler, Schweiz. Milchztg. 82, 281, 289 
(1956). 
[I451 A. Swiatek u. F. Kuezera in [53], S. 562. 
[I461 W.G.Godbey 11. C.W. Gehrke, J. Dairy Sci. 44, 1163 (1961). 

gende Reaktionen schematisch dargestellt werden [I471 

(siehe auch Abschnitt I A 2c): 

(1)  

(2) 

Losliche Komplexe (ws, para-x, p. . . .) --> Koagulat (3) 

Ca2+, Micellen ~ losliche Komplexe (ws, x,  p, . . .) 
Lab 

Losliche Komplexe (as, x, p, . . .) -------f 

losliche Komplexe (us, para-x, p, . . .) I -  
Caseino-Glykopeptid 

Ca2+ 

Es wird angenommen, daB sich das Gleichgewicht (1) 
sehr schnell einstellt und den Ablauf von Reaktion (2) 
nicht stort. In Abwesenheit von Ca2+ findet nur Reak- 
tion (2) statt; es tritt keine Koagulation ein. Die Ge- 
schwindigkeit der Reaktion (3) nimmt rnit steigender 
Temperatur stark zu; dies erlaubt, sie bei niedriger 
Temperatur von Reaktion (2) zu unterscheiden [1481. 

Cheeseman [I491 konnte zeigen, dal3 gewisse Substanzen 
die Koagulationszeit verkiirzen oder verlangern koiinen 
(z. B. Ca2+ verkurzt, Harnstoff verlangert die Koagula- 
tionszeit). Nach der Koagulation wird die Synarese des 
Caseingels vollendet. Man kann diese Reaktion durch 
die Gewichtsanderung des Gels oder auch durch die 
Messung der austretenden Fliissigkeit verfolgen 11491. 

Die Synarese beginnt schon wahrend der Hydrolyse des 
x-Caseins (nach Gleichung (2)). Zuerst bilden sich 
Wasserstoffbriicken zwischen den Casein-Aggregaten 
und zum SchluB auch Brucken zwischen Thiolgrup- 
pen [149,1501. Die Geschwindigkeiten der zweiten Phase 
und der Labgerinnung wurden neuerdings von May- 
knecht 11511 sowie Scott Blair et al. ~ 5 2 1  untersucht. 
Die Existenz einer tertiaren Reaktion Leigten AIais et 
al. [1121. Wahrend der Primarreaktion findet eine spe- 
zifische Verdauung des Caseins durch das Lab statt, 
wahrend der tertiaren Reaktion eine unspezifische Ver- 
dauung. Zuerst entstehen hochmolekulare Substanzen, 
die von den verschiedenen Casein-Komponenten stam- 
men; zum SchluB erhalt man eine groBe Anzahl von 
Polypeptiden, die mehr oder weniger resistent gegen- 
uber dem Lab sind. 
AbschlieBend sei noch bemerkt, daB man bei der Ver- 
dauung des Caseins mit verschiedenen Enzymen, be- 
sonders Pepsin, oft sehr ahnliche Substanzen wie bei der 
tertiaren Reaktion der Labgerinnung erhalt 131 153-1571. 
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