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Zusammenf assung. 
Aus dem Kulturfiltrat von Streptom yces narbonensis n. sp. wurde 

ein neues lipophiles kristallines basisches Antibioticurn C,,H,O,N, 
das Narbomycin ,  isoliert. 

Narbomycin gibt bei der sauren Hydrolyse das Desosamin (I), 
welches auch bei der Hydrolyse von Pikromycin und Erythromycin 
erhalten worden war. Der durch das Desosamin nicht erfasste Rest 
des Narbomycins besitzt wahrscheinlich einen terpenoiden Charakter. 
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107. Das Lab und seine Wirkung auf das Casein der Milch. 
IX. n e r  die Abspaltung von Nicht-Protein- Stickstoff (NPN) 

aus isoliertem a- und P-Casein durch Lab1) 
von Hs. Nitschmann und W. Keller. 

(26. IV. 55. )  

Alais, Mocquot, Nitschmann & ZahZer2) haben gezeigt, dass bei 
der Einwirkung von Lab auf Milch oder Caseinlosungen Protein- 
bruchstiicke abgespalten werden, die in Trichloressigsaure im Gegen- 
satz zu Casein loslich sind. Wenn man die Bildung dieses Nicht- 
Protein-Stickstoffes (NPN) quantitativ verfolgt und die Werte gegen 
die Zeit auftriigt, erhalt man sehr typische Kurven, die deutlich 
zwei sich uberlagernde Spaltungsreaktionen erkennen lassen. Die eine 
verlauft anfangs sehr rasch und kommt meist vor dem Eintritt der 
Gerinnung zum Ende. Die andere verlauft viel lsngsamer, fiihrt aber 
schliesslich viel weiter, weshalb sie im untersuchten Zeitintervall 
einen linearen Kurvenverlauf zeigt. Es wurde vermutet, dass die erste 
Reaktion nichts anderes als die eigentliche Primarreaktion der Lab- 
gerinnung der Milch ist. Diese Annahme wurde durch Abbauversuche 
von Mattenheimer & Nitschmann3) an Casein mit anderen, teils 
gerinnungsaktiven, teils nicht aktiven Proteasen gestutzt. Da - wie 
Gherbdiex & Baudet4) gezeigt haben - die cr-Fraktion des Caseins 

1) Nr. VIII dieser Reihe: H. Mattenheimer & Hs. Nitschmann, Helv. 38, 687 (1955). 
2, Ch. Alais, G. Mocquot, Hs. Nitschmann & P.  Zahler, Helv. 36, 1955 (1953). 
3, H .  Mattenheimer & Hs. Nitschmann, 1. c.  
*) E. Cherbuliez & P.  Baudet, Helv. 33, 1673 (1950). 
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fur die Gerinnung der Milch bei der Labung verantwortlich ist, musste 
man die spezifische NPN-Abspaltung, wenn sie rnit der Primar- 
reaktion identisch ist, auch in Losungen von isoliertem a-Casein 
finden. In der Arbeit Nr. VII  dieser Reihe (AZais et al.) wurde schon 
auf Versuche von KeZZer hingewiesen, welche diese Erwartung bestatigt 
hatten. Uber diese Untersuchungen sol1 im folgenden kurz berichtet 
werden l) . 

Methodisches.  
a- und /?-Casein wurden aus frischem, dreimal umgefiilltem Siiurecasein (Kuh) nach 

der Harnstoff-Methode von Hipp, Uroves, Cwter & McMeekin2) gewonnen. Das a-Casein 
envies sich als elektrophoretisch rein. Vom /?-Casein wurden 2 Priiparate erhalten, von 
denen das eine einheitlich war, wiihrend das zweite noch 30% a-Casein enthielt. Die Aus- 
beute an y-Casein war fur  Abbauversuche zu klein. Die Caseinlosungen wurden in der 
iiblichen Weise durch langsamen Zusatz der notigen Menge NaOH zur Caseinsuspension 
hergestellt. 

Das von uns verwendete Lab war dasselbe, von N .  J .  Berradge kristallisierte Prii- 
parat, mit dem schon Alais, Mocquot, Nitschmnn & Zahler (loc. cit.) gearbeitet hatten. 

Die Aktivitiit der Lablosungen wurde mit Hilfe der Gerinnungszeit frischer Mager- 
milch bei 25O k~ntrol l ier t~) .  EinTeil einer Lablosung rnit 207 N pro cms ergab mit 4Teilen 
Milch eine Zeit von durchschnittlich 13 Min. 

Die Abbauversuche an den Caseinfraktionen wurden ebenfalls bei 25O & 0,05O 
durchgefuhrt : 

Auf 25O vorgewiirmte Caseinatlosung und Lablosung werden im Verhiiltnis 4: 1 
gemischt und in den Thermostaten gestellt. Zu verschiedenen Zeiten werden Teile des An- 
satzes mit dem doppelten Volumen 18-proz. Trichloressigsiiurelosung (TCE-Konzentration 
in der Mischung 12%) versetzt. Nach 10 Min. Stehen bei Zimmertemperat~r~) wird durch 
Papier oder feinporige Glasfilter klar filtriert. Mit aliquoten Teilen des Filtrates wird eine 
doppelte Stickstoffbestimmung ausgefiihrt. Der Aufschluss geschah nach B o i s s m  & 
Haselbach6) in Pyrexreagensgliisern. Wir arbeiteten aber nicht mit Ninhydrin, sondern 
mit Nessler-Reagens und massen die Absorption bei 1 = 402 mp mit einem Beckman-Spek- 
trophotometer Model1 B. 

Abbau-Kurven  von a- und /?-Casein. 
In Pig. 1 sind die unter annahernd gleichen Bedingungen erhal- 

tenen NPN/Zeit-Kurven fur reines a-Casein, reines /?-Casein und 
@-Casein mit 30 yo a-Casein zusammengestellt. 

Die Kurve des a-Caseins, die ubrigens in vielen Wiederholungen 
und auch mit anderen a-Caseinpraparaten immer wieder ahnlich ge- 
funden wurde, gleicht sehr den Abbaukurven, die AZais, Mocquot, 
Nitschmann & ZahZer (loc. cit.) rnit Milch und Na-Caseinatlosungen 
erhalten haben. Die rasch verlaufende Primarreaktion und die lang- 

l) Fur eine ausfiihrliche Darstellung siehe W .  Keller, Die Abspaltung von Peptiden 

2, H. J .  Hipp, M. L. Goves, J .  H. Custer & T. L. McMeekin, J. Dairy Science 35, 

3, Bei 25O ist die Gerinnungszeit allerdings nicht mehr umgekehrt proportional zur 

4, Die natiirlichen Schwankungen der Zimmertemperatur haben keinen merklichen 

5, R. A .  Boissonas & Ch. Haselbach, Helv. 36, 576 (1953). 

aus reinen Caseinfraktionen durch kristallisiertes Lab. Diss. Bern 1954. 

272 (1952). 

Labmenge. 

Einfluss auf die NPN-Werte. 
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same, unspezifische Proteolyse (hearer  Kurventeil) heben sich deut,- 
lich voneinander ab. Die maximale Menge NPN, die durch die Primiir- 
reaktion allein abgespalten wird, betragt etwa 1 yo des gesamten 
Proteinstickstoffes und ist damit etwas geringer, als sie gewohnlich 

3 

2 

I 

30 W 50 Minuten 

Fig. 1. 
Konzentrationen im Ansatz: 
l,S-l,S% Casein, krist. Lab entsprechend 4 y N  pro om3 (bringt in gleicher Konzentra- 

tion Magermilch bei 250 in 11-13 Min. zur Gerinnung). pH 6,6; 25O. 
Kurve 1 : a-Casein, 

2 :  /3-Casein mit 30% a-Casein, 
3 : reines ,!?-Casein, 
4: Kontrollversuch mit a-Casein und durch Hitze inaktiviertem Lab. 

bei Milch und bei Losungen des gesamten Caseins gefunden wird 
(ca. 1,5%). Bei anderen cr-Caseinpraparaten haben wir auch hohere 
Werte gefunden (bis ca. 3 yo). Solche Schwankungen der maximalen 
Menge des durch die Primiirreaktion abgetrennten NPN wurden 
iibrigens fruher schon bei Milch und Losungen von Gesamtcasein 
beobachtet. Sie sind zum Teil stofflich bedingt, ohne dass wir sagen 
konnten, wie sie zustande kommen. Der Wert ist aber auch bei ein 
und demselben Casein von den Reaktionsbedingungen bei der Labung 
nicht ganz unabhangig. Uber diesbezugliche Beobachtung an Lo- 
sungen von nichtfraktioniertem Casein sol1 in anderem Zusammen- 
hang berichtet werden. 

,&Casein gibt eine von Anfang an linear ansteigende NPN-Zeit- 
Kurve, ist also nur der unspezifischen Proteolyse unterworfen, 
wiihrend die fur das cr-Casein typische Primarreaktion fehlt. Die 
Kurve des cr-haltigen 8-Caseins zeigt anfangs einen kleinen, diesem 
Gehalte entsprechenden Sprung. 

Die unspezifische Proteolyse verlauft - soweit sie sich in den 
NPN-Werten zu erkennen gibt - bei a-Casein und bei 8-Casein unge- 
fiihr gleich schnell. Sie ist ein reiner Lab-Effekt; die Protease der 
Milch, TTon der sich ja immer etwas im Gesamtcasein findet, ist hier 



Volurnen XXXVIII, Fasciculus IV (1955) - No. 107. 945 

nicht merklich beteiligt, wie die absolut flache Kontrollkurve (Nr. 4 
in Fig. 1) fur a-Casein mit durch Hitze inaktiviertem Lab zeigt. 

Die Steilheit des geradlinigen Kurventeils, d. h. die Geschwindig- 
keit der unspezifischen Proteolyse ist beim a-Casein nicht nur von der 
Labkonzentration, sondern bei konstanter Labkonzentration auch 
von der Substratkonzentration abhangig. Uberraschenderweise ver- 
lauft die Reaktion um so rascher, je geringer die Substratkonzen- 
tration ist. Dies kommt besonders deutlich zum Ausdruck in den 
Kurven der Fig. 2, wo fiir ’Abbauversuche mit verschiedener Substrat- 
konzentration der N- Gehalt der Trichloressigsaurefiltrate in mg pro 
em3 gegen die Zeit aufgetragen wurde. 

mgNpl0 un’TCE-fi/frat 
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Fig. 2. 
Kurve 1 : a-Casein-Konzentration im h t z  1,2%. 

2 : a-Casein-Konzentration 2,4%. 
3 : a-Casein-Konzentration wiihrend der Fermentierung 2,4%. Unmittelbar vor 

jeder TCE-Fiillung wurde auf das doppelte Volumen mit H,O verdiinnt, 80 dass 
die Casein-Konzentration fur die Fiillung nur noch 1,2% wie bei 1 betrug. 

Alle iibrigen Bedingungen gleich wie bei den Versuchen der Fig. 1. 

Der Vergleich von Kurve 1 mit Kurve 2 zeigt, dass im linearen 
Kurventeil die NPN-Zunahme pro Zeit fi ir  die 1,2-proz. a-Caseinat- 
losung wesentlich grosser ist als f i i r  die 2,4-proz. Losung. Bei Kurve 3 
war die Casein-Konzentration wahrend des Abbaus 2,4 yo. Dicht vor 
der TCE-Fallung wurde aber noch auf 4 2 %  verdunnt. Das lineare 
Kurvenstuck wird dadurch nicht steil wie bei 1, d. h. der Einfluss der 
Caseinkonzentration betrifft wirklich die Labaktivitat und ist nicht 
etwa durch die hohere Verdunnung bei der TCE-Fallung vorge- 
tauscht. 

Der beobachtete Effekt kann auf einer Fermenthemmung durch 
Substratuberschuss, wie sie ja von einigen anderen Enzymen her 
bekannt ist, beruhen, oder darauf, dass das Substrat in der ver- 
dunnten Losung qualitativ nicht ganz dasselbe ist wie in konzen- 
trierterer Losung. Es ist lange bekannt, dass Casein in seinen Lo- 
60 
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sungen zur Assoziation neigt, wobei der Assoziationsgrad von den 
Bedingungen wie Konzentration, Salzgehalt und pH abhiingt. Erst 
kiirzlich hat AawZerl) mit Streulichtmessungen diese Assoziations- 
tendenz auch bei Losungen von isoliertem a- und ,!?-Casein nachge- 
wiesen. Es ist nun sehr wohl moglich, dass grossere Teilchen, die bei 
hoheren Caseinkonzentrationen im Assoziationsgleichgewicht bevor- 
zugt sind, dem Abbau durch das Lab weniger zugiinglich sind als 
kleinere Teilchen. Bei der Zusammenlagerung der Nolekeln werden 
vielleicht auch spaltbare Gruppen direkt abgedeckt. 

SUMMARY. 

During the action of crystalline rennin on solutions of a-casein, 
Non Protein Nitrogen (NPN) soluble in 1 2  yo trichloroacetic acid is 
split off. The NPN/time curves greatly resemble the ones obtained 
by Alais, Mocquot, Nitschmann & Zahler for whole casein. Both 
primary reaction and general proteolysis are clearly recognizable. 
,!?-casein under the same conditions shows only the general proteo- 
lysis (straight NPN/time curve). As is known, the a-casein alone is 
responsible for the curdling of milk under the action of rennet. These 
results, therefore, support the assumption that the specific splitting 
reaction, which sets free a small amount of NPN very quickly, is 
directly responsible for the milk clotting. 

Bern, Institut fur organische Chemie der Universitlt 
und Theodor Kocher Institut. 

108. Uber den Einfluss von Salzzusatzen auf das 
Dampf-Fliissigkeits-Gleichgewicht wasseriger Ameisensaure 

von A. Guyer, A. Guyer jr. und B. Karth Johnsen. 
(27. IV. 5 5 . )  

Fur die destillative Trennung zweier Stoffe, die ein azeotropes 
Gemisch bilden oder bei denen die Lage der Gleichgewichtskurve die 
destillative Separierung erschwert, wird oft der Zusatz einer chemisch 
indifferenten, dritten fliissigen Komponente empfohlen. Es ist auch 
schon gezeigt worden, dass mittels loslicher SalzzusMze ganz iihnliche 
Wirkungen erzielt werden konnen. 

So haben Garwin & Hutchinson2) die Einwirkung von Calciumchlorid auf die relative 
Fliichtigkeit des Systems Essigsaure-Wasser untersucht, wodurch diejenige des Wassers 
so stark erniedrigt wird, dass nicht wie iiblich Wasser, sondern reine Saure als DestilIat 

M .  Hawler, Arch. Biochem. Biophys. 51, 79 (1954). 
2, L. Garwin & K.  Hutchinson, Ind. Eng. Chem. 42, 727 (1950). 




