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HARTREE ge~iul3erte Bedenken, dab motekutare Zu- 
sammenstSBe sehr hoher Ordnung notwendig w~ren, fiir 
die neue Modifikation der Formul ierung gegenstandslos. 
Ebenso w/irde der andere Einwand derselben Autoren, 
n~mlich, dab die Wirkung anaerob autokata lyt isch an- 
steigen mfiBte, in dem Mal3e, in dem mehr und mehr 
Sauerstoff gebildet wird, entkr~iftet, da ja  jedes Molekfil 
Ferrokatalase den zur Inganghal tung der Reakt ion  not- 
wendigen Sauerstoff motekular gebunden mit  sich fiihren 
w/irde, 

Es soll bier ausdriicklich betont  werden, dab die obige 
Formulierung, die ja  zu einem grogen Tell auf den ~)ber- 
legungen yon KEILIN und HARTREE sowie friiherer 
Autoren beruht,  hier nur zur Diskussion gestellt werden 
soll. I3ber ihre Richt igkei t  werden Untersuchungen mit  
den verschiedenen fiir Eisenproteide anwendbaren Me- 
thoden, wie spektroskopische und rnagnetochemische 
Messungen, entscheiden mtissen. Die Deutung  der- 
artiger Befunde kann aber durch die M6glichkeit er- 
schwert werden, dal3 die vier im Katalasemolekti l  vor- 
handenen Eisenatome nicht gleichwertig sind und in 
verschiedener Weise am Reakt ionsmechanismus teil- 

nehmen. OTTO HOFFMANN-OSTENHOF 

I. Chemisches Labora tor ium der Universi t / t t  Wien, 
den 23.  Dezember  1946. 

Summary 

The author  proposes a new formulat ion of the me- 
chanism of action of the enzyme catalase. 

E l e k t r o p h o r e t i s c h e  D i f f e r e n z i e r u n g  
v o n  S i i u r e .  u n d  L a b c a s e i n  

Es ist bekannt,  dab kalziumfreie Pr/iparate yon 
Casein, das durch Siture, und von solchem, das durch 
Lab aus Milch abgeschieden wurde, mit  den gew6hn- 
lichen analytischen Methoden nicht mehr eindeutig dif- 
ferenziert werden k6nnen. Koltoidehemisch sind die bei- 
den Caseine jedoch, wie l~ngst bekannt ,  sehr leicht und 
absolut eindeutig zu unterscheiden, indem Labcasein 
aus annAhernd neutralen LSsungen dutch Kalziumionen 
in einer bes t immten kleinen Minimalkonzentrat ion nahe- 
zu quan t i t a t iv  ausgef~illt wird, w~ihrend L6sungen von 
S~urecasein unter  gleichen Bedingungen nut  etwas trii- 
ber werden. 

Wir haben nun untersucht,  ob S~iure- und Labcasein 
aus Kuhmilch bei der Elektrophorese Unterschiede zei- 
gem O. MELLANDER x scheint ats erster gezeigt zu haben, 
dab sich Casein bei der elektrophoretischen Wanderung 
gegen die Anode aufspaltet.  Er  fand zwei Frakt ionen und 
bezeichnete die schnellere als ~-, die langsamere als 
fl-Casein. ~-Casein fiberwiegt mengenm~il3ig etwa 4: 1. 
R. C. WARNER 2 hat  diese Ergebnisse best~tigt und in 
einer ausffihrlichen Arbeit  durch verschiedene neue Be- 
obachtungen er~yeitert. Es ist ihm auch gelungen, c¢- 
und fl-Casein pr~parat iv  voneinander  zu trennen, so dab 
er sie einzeln elektrophoretisch untersuchen konnte. 
Beide Autoren arbei teten nur mit  SSurecasein. Elektro- 
phoretische Untersuchungen an Labcasein sind unseres 
Wissens bisher noch nicht verSffentlicht worden. Als 
erstes Ergebnis unserer Untersuchung,  die fortgesetzt  
wird, hat  sich gezeigt, dai~ S/iure- und Labcasein elektro- 
phoretisch deutl ich verschieden sind. -~Vir fanden, dab 

10 .  MELLANDER, Bioch. Z.300,240 (1939) ; Nature 155, 604 (1945). 
2 R. C. WAR~CER, J. Amer. chem. Soc. 66, 1725 (1944). 

bei Natr iumlabcaseinat l6sungen (PH 7,3) der ~-Gradient 
auf der Seite der absteigenden GrenzflAchen (~ descending 
boundaries~)) nach einiger Zeit in zwei Spitzen aufspal- 
tet, w~hrend bei Natriums~urecaseinatlSsungen diese 
Aufspaltung nicht eintrat .  Bei den ersten Versuchen 
verglichen wir Si4ure- und Labcaseine, die unabhlingig 
voneinander hergestellt  worden waren t. Um ganz sicher- 
zustellen, dab die Unterschiede im elektrophoretischen 
Verhalten wirklich nur auf die Labwirkung und nicht  
etwa auf Differenzen bei der verwendeten Milch oder auf 
andere zuf~llig verschiedene Einfltisse bei der PrApara- 
tion der Caseine zurtickzuftihren sind, gingen wir noch 
folgendermaBen vor : 

Unter  Verwendung yon Veronalnatrium-Salzs~iure- 
Puffer und etwas zus~tzlicher Natronlauge wurde eine 
6prozentige SAurecaseinatl6sung mit  PH 6,6 hergestellt.  
Die L6sung wurde nun geteilt.  Zur einen H~lfte (a) 
wurde filtrierte Labl6sung zugesetzt, die durch Er- 
hitzen inakt ivier t  worden war, zur anderen HAlfte (b) 
wurde die gleiche Menge akt iver  Labl6sung zugeftigt 2. 
Beide L6sungen wurden dann 30 Minuten lang auf 35 o C 
erw~rmt, wobei das Casein mit  ak t ivem Ferment  in Lab- 
casein iibergefiihrt wird, ohne dab die L6sung irgend- 
eine sichtbare Ver/i.nderung erleidet. Die eingetretene 
Labung kann aber leicht durch den Kalziumionentest  
festgestellt werden. Nun wurden die LSsungen w~ihrend 
3mal 24 Stunden bei 2-40 C gegen Veronalpuffer yore 
PH 7,35 dialysiert. Dabei wird, wie wir festgestellt haben, 
auch das nichterhi tzte  Lab inaktiviert ,  sobald das PH 
auf 7 gestiegen ist. Nach der Dialyse wurde mit  Puffer  
verdiinnt,  so dab die Caseinkonzentrat ion noch 1,3% 
betrug. Das L6sungspaar wurde am gleichen Tag (erst b, 
dann a) der Elektrophorese unterworfen.  Aut3er allen 
Konzentrat ionen waren natiirlich auch die iibrigen Be- 
dingungen (Spannung, Stromst~rke usw.) genau gleich. 
Die Diagramme wurden mit  einer yon der F i rma  
Strfibin & Co., Basel, gebauten Appara tur  aufgenom- 
men (Abbildungsverfahren na.ch PHILPOT-SVENSSON). 
Die Appara tur  wurde yon E. WIEDEMANN 3 beschrieben. 

In der beigegebenen Abbildung sind die Elektro-  
phoresediagramme der beiden CaseinlSsungen einander 
gegeniibergestellt.  

Im linken Teil der Bilder (absteigende Grenzfl~ichen) 
erscheinen Sfi.ure- und Labcasein praktisch gleich; wit 
konnten jedenfalls weder bei der Wanderungsgeschwin- 
digkeit noch beim F1/ichenverhiiltnis Unterschiede fin- 
den, die reproduzierbar auBerhalb v o n d e r  von uns bis- 
her erreichten Fehlergrenze liegen, weitere Messungen 
vorbehalten.  Dagegen erkennt  man auf  einen Blick den 
groi3en Unterschied bei den aufsteigenden Gradienten, 
nAmlich die Aufspal tung beim ~-Casein. Wenn auch 
eine Auswertung der aufsteigenden Gradienten, solange 
die Puffergradienten nicht eliminiert  sind (was hier nicht 
der Fall  ist), nut  mit  Vorbehalt  vorgenommen werden 
kann*, so lfil3t sich doch immerhin feststellen, dab das 
Mengenverh~iltnis von ~1 zu ~ beim Labcasein etwa 
0,9 : 1 betr~igt. Die elektrophoretische Beweglichkeit  von 

1 Die Pr~iparation wurde yon H. GERFIER 5 beschrieben. 
2 Das verwendete Lab war Marke ~Rubaeo,, (I:100000) der 

Firma Rud. Baumgartner in Bern. Die zugesetzte Menge betrug 
5 mg trockenes Labpulver pro Gramm Casein. Da der Proteingehalt 
dieses Labpr/iparates weniger als 4% betr/igt, machte er in der 
Misehung hSehstens 0,02% yore Casein aus und konnte somit im 
Elektrophoresediagramm selbst nieht in Erscheinung treten. Es 
wurde auch festgestellt, dab es mindestens fiber dem isoelektrischen 
Punkt des Caseins keine proteoIytische Wirkung hat. 

a E. W:EDE~tA.~I~, Schweiz. reed. Wsehr. 76, 241 (1946). 
4 E. W:ED~taNU, Helv. chim. acta 30, 168 (1947). 
$ H. GERBER, Untersuehungen fiber Lab- und SSurecasein. 

Diss. Bern (1945). 
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a l - L a b c a s e i n  l iegt  e t w a s  h6he r ,  d ie jen ige  y o n  ~2-Lab- 
case in  e t w a s  t ie fer  als  die des  e i n h e i t l i c h  e r s c h e i n e n d e n  
x-Si iurecaseins .  Die  W e r t e  s i n d :  

S~iurecasein ~: 9,30 • 10 -s  
L a b c a s e i n  a~: 9,55 • 10 ~ 
L a b c a s e i n  a2: 8 ,83 .  10 -z. 

Der  e l e k t r o p h o r e t i s c h e  Verg le i ch  de r  b e i d e n  Case ine  
w u r d e  einige Male m i t  f r i s chen  L 6 s u n g e n  w i e d e r h o l t  u n d  
j e d e s m a l  ze ig te  n u t  da s  ge l ab t e  Case in  diese A u f s p a l t u n g  
des  a u f s t e i g e n d e n  a - G r a d i e n t e n .  I n  e i n e m  Fa l l e  h a t t e n  

Puffer- ct 1 
fl gradienten fl ~*1 

absteigend aufsteigend 

Elektrophoresediagramme yon: a S~iurecasein, b Labcasein. 
1,3 % in Veronalnatrium-Natriumazetat-Salzs~iure-Puffer, PH 7,35, 
Ionenst~irke 0,077, Spannung 4,45 V/era, Ternperatur 2 o C, Auf- 

nahmen nach 8100 Sek. 

au s  se inen  A u f n a h m e n  zu e n t n e h m e n ,  dal3 das  M e n g e n -  
v e r h g l t n i s  Ctl zu % viel  gr613er w a r  ( r n n d  4). E s  e r g i b t  
s ich  a b e r  h i e r a u s  a u f  al te  FAlle, dal3 s c h o n  i m  SAute- 
s - ca se in  die T e n d e n z  zur  A u f s p a l t u n g  in zwei F r a k t i o n e n  
v o r h a n d e n  ist,  u n d  d a b  das  L a b  diese A u f s p a l t u n g  viel-  
l e i eh t  n u r  beg i ins t ig t .  D a b e i  i s t  a u c h  die M6 g l i ch k e i t  
in E r w A g u n g  zu z iehen,  d a b  das  L a b  n i c h t  d i r e k t  au f  das  
~-Casein,  s o n d e r n  au f  i r gende ine  ande re ,  mengenmAl3ig  
v ie l l e i ch t  sehr  u n b e d e u t e n d e  C a s e i n f r a k t i o n  e inwi rk t ,  
die n a c h h e r  i h r e r se i t s  wieder  die A s s o z i a t i o n s v e r h / i l t -  
nisse zwi schen  cq u n d  a z b e e i n f l u B t L  

Wit danken der Stiftung zur F6rderung der wissenschaftlichen 
Forsehung an der bernisehen Hoehsehule, die einer Gruppe yon 
Dozenten die Ansehaffung der Elektrophoreseapparatur erm6glicbt 
hat, sowie Herrn Prof. Dr. A. VON MURALT, Direktor des Berner Phy- 
siologischen Instituts, bei welchem die Elektrophoreseapparatur auf- 
gestellt ist, fflr gew~ihrte Unterstiitzung bei unserer Arbeit. 

Hs .  NITSCHMANN u n d  W. LEHMANN 

I n s t i t u t  f i i r  o r g a n i s c h e  C h e m i e  d e r  U n i v e r s i t A t  Be rn ,  
d en  6. M~Lrz 1947. 

Summary  

T h e  e l e c t r o p h o r e t i c  p a t t e r n s  of n o r m a l  case in  (pre- 
c i p i t a t e d  w i t h  ac id  f r o m  cow's  milk)  a n d  of r e n n e t -  
case in  o b t a i n e d  in  a v e r o n a l  bu f f e r  a t  a PH of 7.3 are  
r e m a r k a b l y  d i f f e ren t  f r o m  each  o the r .  T h e  a s c e n d i n g  
b o u n d a r y  of t h e  a - f r a c t i o n  of case in  t r e a t e d  w i t h  r e n n e t  
sp l i t s  off i n t o  t w o  p e a k s  s h o w i n g  t h e  p r e sence  of t w o  
s u b f r a c t i o n s  (al a n d  ~t2). T h e  p r o p o r t i o n  of q u a n t i t y  of 
t h e  f a s t e r  (as) a n d  of t h e  s lower  (ct,) s n b f r a c t i o n  was  
f o u n d  to  b e  a b o u t  0.9:1.  T h e  ~ - c o m p o n e n t  of case in  wh ich  
was n o t  t r e a t e d  w i t h  a c t i v e  r e n n e t  b e h a v e d  u n d e r  t h e  
s a m e  c o n d i t i o n s  e l e c t r o p h o r e t i c a l l y  u n i f o r m .  

1 DaB das Casein neben ~z und fl weitere kleine, elektrophoretisch 
differenzierte Fraktionen ertthfilt, hat WARNER gezeigt und konnte 
yon uns im wesentlichen bestiitigt werden. 

wir  d a s  L a b  n u r  g e n a u  e ine  V i e r t e l s t u n d e  bei  350 C ein-  
w i r k e n  lassen ,  i n d e m  w i t  die E n z y m w i r k u n g  n a c h  d ieser  
Ze i t  d u t c h  A l k a l i z u g a b e  m o m e n t a n  u n t e r b a n d e n  (PH- 
S t e i g e r u n g  yon  6,7 a u f  7,4). D a z u  b e n l J t z t e n  wi r  Puf fer ,  
in  d e m  e t w a s  fes tes  N a t r i u m h y d r o x y d  gel6s t  w o r d e n  
war. W i r  v e r z i c h t e t e n  au f  die t ib l iche  Dia lyse ;  die 
E l e k t r o p h o r e s e  w u r d e  v i e l m e h r  so fo r t  v o r g e n o m m e n ,  
u m  e v e n t u e l l  n i c h t  i n a k t i v i e r t e n  B e g l e i t f e r m e n t e n  des  
L a b s  m 6 g l i c h s t  wenig  Ze i t  zu r  W ' i r k u n g  zu Iassen.  Die 
v i e r t e l s t i i nd ige  B e h a n d l u n g  m i t  L a b  gen t ig t  a b e r  vol l-  
auf,  u m  aus  d e m  S/ iurecase in  e in  in  b e z u g  a u f  d e n  Ka l -  
z i u m i o n e n t e s t  vo l lwer t iges  L a b c a s e i n  zu m a c h e n .  T a t -  
s~ichlich f a n d e n  wir  a u c h  in  d iesem Fa l le  d e n  E f f e k t  
vol l  ausgeb i lde t ,  u n d  das  Mengenverh /~ l tn i s  as zu a 2 wa r  
a n n i i h e r n d  dasse lbe  wie b e i m  z u v o r  b e s c h r i e b e n e n  Ver-  
such.  

A u c h  in P h o s p h a t p u f f e r  v o m  se lben  PH k o n n t e n  wir  
die A u f s p a l t u n g  des  a - G r a d i e n t e n  b e o b a c h t e n ,  w e n n  
a u c h  die S e p a r i e r u n g  y o n  ~1 u n d  ~a b ie r  wen ige r  g u t  ist .  

V o n  d e m  V e r s u c h e  e iner  D e u t u n g  des  b e o b a c h t e t e n  
E f f e k t e s  s e h e n  wi t  a b ;  z u v o r  rout3 die U n t e r s u c h u n g  
w e i t e r g e t r i e b e n  werden .  N u r  a u f  e ines  m6ge  h ingewie-  
sen  we rden .  Es  will n a c h  O b i g e m  p l aus ibe l  e r sche inen ,  
d a b  s ich  die e igen t l i ehe  e n z y m a t i s c h e  R e a k t i o n  bei  de r  
L a b u n g  a m  a-Case in  absp ie l t .  Es  k 6 n n t e  j e d o c h  a u c h  
a n d e r s  sein.  H i e r  muB d a r a u f  h ingewie sen  werden ,  dal3 
WARNER (l, C,) u n t e r  gewissen  B e d i n g u n g e n  be i  S~ure-  
case in  e ine A u f s p a l t u n g  des  a u f s t e i g e n d e n  ~ - G r a d i e n t e n  
b e o b a c h t e t  h a t ,  a b e r  n u t  in  V e r o n a l p u f f e r  u n d  be i  Ca- 
s e i n k o n z e n t r a t i o n e n  y o n  n i c h t  t iber  1%.  Al le rd ings  i s t  

The Influence of Salts on the Inhibition 
of the Respiration of Baker's Yeast by Basic Dyes 

In  a p r e c e d i n g  p a p e r  1 we h a v e  s t a t e d  t h a t  t h e  respi r -  
a t i o n  of b a k e r ' s  y e a s t  in  a g l u c o s e - p h o s p h a t e  m e d i u m  is 
i n h i b i t e d  b y  t h r e e  t y p e s  of bas ic  dyes :  t h e  ac r id ine  
c o m p o u n d s  (f. i. t r y p a f l a v i n e ) ,  t h e  t h i a z i n e s  (f. i. me-  
t h y l e n e  b lue) ,  t h e  t r i p h e n y l m e t h a n e  c o m p o u n d s  (f. i. 
c r y s t a l  v io le t )  a n d  t h a t  t h i s  i n h i b i t i o n  is a t  l eas t  pa r -  
t i a l ly  r eve r sed  b y  nuc le ic  acid,  a d e n y l i c  ac id  a n d  a d e n o -  
sin t r i p h o s p h o r i c  acid.  Vv'e h a v e  f o u n d  n o w  t h a t  dif- 
f e r e n t  s a l t s  offer  a v e r y  good  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  t h e  
i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  of bas ic  dyes  on  t h e  r e s p i r a t i o n  of 
b a k e r ' s  yeas t .  I t  is well  u n d e r s t o o d  t h a t  t h i s  p r o t e c t i o n  
is n o t  due  to  a s a l t i n g  o u t  of t h e  dyes.  I n  t h i s  p r e l i m i n a r y  
c o m m u n i c a t i o n  we sha l l  l i m i t  o u r  o b s e r v a t i o n s  to  ex- 
p e r i m e n t s  w i t h  MgCI~. T h e  o b s e r v e d  ef fec ts  v a r y  some-  
w h a t  w i t h  t h e  s t r e n g t h  of r e s p i r a t i o n  of t h e  yeas t s .  
T h e  r e l a t e d  r e s u l t s  were  o b t a i n e d  w i t h  s t r o n g l y  r e sp i r i ng  
b a k e r ' s  y e a s t s  of t h e  Be l g i an  f i rms  "'Lion d ' O r - A t o s t "  
a n d  " L e v u r e  R o y a l e - B r u g e s " .  

Inhibition by trypa/lavine: A t  28°C  in p h o s p h a t e  
bu f f e r  PH 5,9 a n d  in t h e  p r e s e n c e  of g lucose  (1%),  
t r y p a f l a v i n e  5 .  10 -*M (when  one  a d m i t s  t h a t  t r y p a -  
f l av ine  is p u r e  3.6 d i a m i n o  10 m e t h y t a c r i d i n i u m ,  see 

1 L. MASSART, G. PEETERS, J. DE LEY and R. VERCAUTEREN 
Exper. a, 119 (1947). 


