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mischung, wurden zu 32 g 85-proz. Phosphorsaure unter Ruhren 9,07 g Dien (XXXII 
und/oder XXXIII) innert 20 Min. getropft, wobei die Temperatur unter -loo blieb. Die 
z&he gelbe Paste wurde 15 Min. weiter bei - 1 5 O  bis - 10" geruhrt, innert 15 Min. auf 
Raurntemperatur gebracht und anschliessend 15 Min. bei 60- 60° geruhrt. Nach Zusatz 
von Eiswasser wurde ausgeathert, die Atherlosung mit Wasser uiid Kaliumhydrogen- 
carbonatlosung gewaschen, getrocknet und eingeengt : Ruckstand 8,79 g grdnliches 01. 
Die Destillation ergab etwas harzigen Ruckstand. Bei der zweiten Destillation erhielt man 
7,29 g vom Sdp. 163-165"/12 mm; n g  1,5062. 

C,,H,,O Ber. C 81,99 H 11,18 -OCH, 13,24% 
(234,37) Gef. ,, 81,87 ,, 11,38 ,, 13,14% DZ l,55 

Die Analysen wurden in unserer mikroanalytischen Abtcilung (Leitung Dr. H .  Lehner) 
ausgefiihrt. 

Z us  a m  m enf a s s ung.  
Die Synthese von substituierten, 2 fach ungesaittigten sym- 

Biscyclohexyl-athanen wird beschrieben. 

Dr. A .  Wander AG., Bern, Forschungsinstitut. 
Leiter: PD. Dr. med. G. Schonholxer. 

233. Das Lab und seine Wirkung auf das Casein der Milch. Xl). 
Eine Methode zur direkten Bestimmung der Geschwindigkeit der 

Primarreaktion der Labgerinnung der Milcha) 
von Hs. Nitschmann und H. U. Bohren. 

(12. x. 55.) 

1. E in le i tung .  
Die Reaktionsgeschwindigkeitsmessungen der enzymatischen 

Phase (Primarreaktion) der Labgerinnung der Milch, uber die hier 
berichtet wird, beruhen auf der Tatsache, dass bei dieser Reaktion 
in spezifischer Weise Peptide vom Casein abgespalten werden, die 
vie1 loslicher als das Casein sind und deshalb relativ leicht von diesem 
abgetrennt werden konnen. Dass bei der Labung leichter losliche 
Stickstoffverbindungen auftreten, ist schon sehr lange bekannt 
(Molkenalbumose), aber erst kurzlich ist der Versuch gemacht worden, 
die Entstehung dieses Nicht-Protein- Stickstoffes (NPN) zeitlich 
messend zu verfolgen3). Das kann dadurch geschehen, dass man 
wiihrend der Labung von Milch oder Caseinlosung von Zeit zu Zcit 

I )  Nr. IX dieser Reihe: Hs. Nitschmann & W .  Keller, Helv. 38, 942 (1955). 
2, Unter dem Titel ,,Kinetic measurements of the primary reaction of the rennet 

curdling of milk" in gekurzter Form vorgetragen an1 3. Internationalen Kongress fur  
Biochemie, 1.-6. August 1955 in Brussel. - Fur eine noch detailliertere Darstellung 
siehe Diss. H .  U .  Bohren, Bern 1955. 

,) Ch. Alais, G. Mocquot, Hs. Nitschmann & P. Zahler, Helv. 36, 1955 (1953). 
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den in Trichloressigs5ure loslichen Stickstoff hestimmt. Die so erfass- 
bare Spaltungsreaktion kommt sehr bald zum Abschluss, und weiterer 
NPN wird dann nur noch in ausserordentlich langsamer Reaktion 
durch eine allgemeine, unspezifische Proteolyse gebildet. 

Mit W. Keller konnte gezeigt werdenl), dass die Peptide der 
Primarreaktion nur vom a-Casein stammen, welches schon fruher von 
CherbuZiex Ce: Baudet2) als verantwortlich fur die Gerinnung der Milch 
erkannt worden ist. Diese Versuche, zusammen mit weiteren von 
Mattenheimer3) uber die Wirkung andeser proteolytischer Fermente 
auf das Casein, lassen keinen Zweifel daran, dass die rasche anfang- 
liche Peptidabspaltung wirklich dic die Gerinnung auslosende Reak- 
tion ist und nicht nur eine insignifikante Begleiterscheinung. Hier 
bietet sich somit die Moglichkeit, die Geschwindigkeit der Primar- 
reaktion direkt und losgelost vom Gerinnungsvorgang zu bestimmen, 
was bisher nicht moglich gewesen ist. Wir haben versucht, besonders 
den ersten, steil ansteigenden Teil der Spaltungskurven (NPN auf- 
getragen gegen die Zeit) moglichst genau aufzunehmen, um aus ihm 
Reaktionsgeschwindigkeits-Konstanten ermitteln zu konnen. Es wird 
im folgenden gezeigt, dass dies tatsachlich moglich ist und dass man 
mit dieser Technik den Einfluss verschiedener Faktoren auf die Ge- 
schwindigkeit der Prim&rreakt8ion untersuchen kann. 

2. 31 e t h o d isc  h e s. 
F e r m e n t :  Alle Versuche wurden mit dem kristallisierten Lab (Geschenk von 

N .  J .  Berridge, Reading, England) durchgefiihrt, das schon in den vorhergehenden Arbei- 
ten dieser Publikationsreihe verwendet und durch den einen von uns mit Schwander & 
Zahler4) naher charakterisiert worden ist. Das Lab wurde jeweils in destilliertem Wasser 
gelost und die Losungen mit etwas Thymol im Kiihlraum aufbewahrt. Um ein Mass fur 
die wirksame Fermentmenge zu haben, wurde neben dem N-Gehalt die Milchgerinnungs- 
aktivitat bei 25O bestimmt, bei welcher Temperatur die meisten Abbauversuche durch- 
gefiihrt wurden. Da die Gerinnungszeit hier nicht umgekehrt proportional der Labmenge 
gcht, muss eine Eichkurve aufgenommen werden. 

S u b  s t r a t :  Das venvendete Casein wurde wie friiher aus frischer Misch-Magermilch 
durch Fallung mit HC1 und dreimaliges Umfallen aus neutraler Losung (Na-Caseinat) 
gewonnen. Zwischen dem ersten und dem zweiten Urnfallen wurde das abgepresste Casein 
iiber Nacht unter 50-proz. Alkohol stehengelassen, um das der Milch eigene proteolytische 
Enzym zu inal~tivieren~). Trotzdem schien das Casein Spuren von proteolytischer Aktivitat 
zu enthalten, denn die NPN/Zeit-Kurven mit Lab zeigten nach dem anfanglichen steilen 
Sprung ein ganz leicht ansteigendes Plateau, das aber horizontal wurde, wenn wir die 
Na-Caseinatlosung (pH 6,7) vor dem Versuch 10 Min. auf SOo erhitzten. Auch die Kontroll- 
Kurven (Na-Caseinat ohne Lab) verliefen erst nach dieser Warmebehandlung absolut 
parallel der Zeit-Achse. Wir haben deshalb die Na-Caseinat-Stammlosung immer zuerst 
durch derartiges Erwarmen von begleitender Protoase befreit. Dass das Casein durch dieses 
Erhitzen denaturiert und dabei in seinem Verhalten gegen das Lab entscheidend verandert 
werden kinnte, glauben wir aus folgenden Griinden verneinen zu konnen: 

l) Hs. Nitschmann & W .  KeZEr, Helv. 38, 942 (1955). 
2, E .  Cherbuliez & P. Bazldet, Helv. 33, 1673 (1950). 
3 ,  H. Mattenheimer & Hs. Nitschmann, Helv. 38, 687 (1955). 
4 ,  H. Schwander, P. Zahler & Hs. Nitschmann, Helv. 35, 553 (1952). 
5 ,  R. C. Warner, J. Amer. chem. Soc. 67, 531 (1945). 
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Die Abbaukurven erhitzter und nicht erhitzter Na-Caseinatlosung verlaufen - ab- 
gesehen von dem schon erwahnten Unterschied - ausserordentlich iihnlich. Weiter wur- 
den das W.-Absorptionsspektrum, die optische Drehung und der Gehalt an freien NH,- 
Ionen (Saureamidspaltung) vor und nach dem Erhitzen genau gleich gefunden. 

Papierelektrophoresen (mit Michaelis-Puffer p H  7,35 bei 1 0  ausgefuhrt) sind vor und 
nach Erhitzen vollkommen identisch. Man erkennt a- und ,!2-Casein (kein y ! ) ,  und nach 
der Labung erscheinen bei beiden Losungen noch zwei sehr deutlich abgesetzte Streifen, 
die nach der Kathode zu wandern scheinenl). 

Die relative Viskositat (nach Zusatz von 0J5-n. KCl im Ostwald-Viskosimeter bei 
ZOO bestimmt) ist direkt nach dem Erhitzen allerdings merklich kleiner (1,645 gegenuber 
1,798), doch nahern sich die Werte im Laufe von einigen Std. wieder einander. Es handelt 
sich also hier offenbar um eine reversible Verschiebung der Assoziationsverhaltnisse, die 
zwischen den Caseinmolekeln in Losung herrschen. 

Schliesslich sei auch noch darauf hingewiesen, dass Hipp et  a1.2) bei Caseinfrak- 
tionen, die sehr hohen Harnstoffkonzentrationen ausgesetzt waren, ebenfalls keine An- 
zeichen fur eine Denaturierung finden konnten. 

Die Na-Caseinat-Stammlosungen mussen ein etwas tieferes p H  aufweisen, als in der 
Mischung gewunscht wird, da das p H  beim Verdiinnen etww ansteigt. Beim Versetzen 
von 4 Teilen 3,5-proz. Na-Caseinatlosung rnit 1 Teil Lablosung stieg das pH z.B. von 
6,5 auf 6,7. Losungen mit p H  zwischen 6,5 und 5,5 wurden mit einer entsprechend klei- 
neren Menge NaOH hergestellt. Kleine Korrekturen nach unten wurden mit HCl vorge- 
nommen. Die in diesem Falle gebildete Menge NaCl war so gering (Bruchteile eines Pro- 
mills), dass sie die Aktivitat des Labes nicht beeinflussen konnte. 

Zur Herstellung von Caseinlosungen mit p H  unter dem isoelektrischen Punkt 
(2,O-3,5) wurde die notige Menge Casein mit NaOH gelost und dann mit HC1 isoelektrisch 
gefallt und ausgewaschen. Der nasse Niederschlag lasst sich nun mit HC1 leicht als Casein- 
hydrochlorid in Losung bringen. Kleine pH-Korrekturen wurden hier, wenn notig, mit 
ein wenig NaOH durchgefuhrt. 

Die Caseinlosungen wurden nicht besonders gepuffert. Die Pufferungskapazitat des 
Proteins selber geniigt, um das pH wahrend eines Versuches innerhalb sehr enger Grenzen 
konstant zu halten. 

Versuchsfuhrung:  4 Teile Substrat- und 1 Teil Enzymlosung werden im Thermo- 
staten auf die gewunschte Temperatur gebracht und dann gemischt. I n  bestimmten Zeit- 
abstanden werden der Mischung Teile entnommen und sofort (Zeitmessung) zu einem 
doppelten Volumen 18-proz. HC1-freier Trichloressigsaure (TCE) gegeben, z. B. 2 om3 zu 
4 cm3 TCE, und gut geschuttelt. Die TCE-Konzentration in der Mischung betrug also, 
wo nichts anderes angegeben, 12%. Die Fallungstemperatur war stets etwa 20°, doch haben 
wir nachgewiesen, dass Schwankungen von & 5 O  keinen merklichen Einfluss auf die 
N-Gehalte der TCE-Filtrate hatten. Der Niederschlag wurde nach 10-minutigem Stehen 
abfiltriert. Im Filtrat wurde alsdann der Stickstoff bestimmt. 

Der Nullwert, d. h. der NPN-Wert der Reaktionsmischung zur Zeit Null, wurde so 
festgestellt, dass zu 4 Teilen TCE zuerst l ,6  Teile Substratlosung und dann 0,4 Teile 
Lablosung zugesetzt wurden. Alles iibrige gleich. 

Jede Versuchsreihe wurde doppelt ausgefiihrt, ebenso die einzelnen N-Bestimmungen 
jeder Reihe. 

S t i c k s t o f f b e s t i m m u n g e n :  Die Aufschlusse wurden ganz ahnlich, wie Boissonas 
& Haselbachs) es beschrieben haben, durchgefuhrt. 

l) Diese beiden neuen Streifen (Peptide) werden bei der ublichen Farbetechnik 
ausgewaschen und deshalb nur gefunden, wenn die Streifen mit Ninhydrin-Spray (wie 
Papierchromatogramme) entwickelt werden. - iiber die elektrophoretische und chro- 
matographische Untersuchung der abgetrennten Peptide wird spater berichtet werden. 

2, N. J .  Hipp, If. L.Groves & T. L.MeMeekin, J. Amer. chem. SOC. 74, 4822 (1952). 
3, R. A. Boissonas & Ch. Haselbach, Helv. 36, 576 (1953). 
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Mit Hilfe einer handelsublichen elektrischen Heizplatte konnten auf einmal 30 Pro- 
ben (bis 1 em3 TCE-Filtrat mit 1-20 y N) in Jenaer Reagensglasernl) aufgeschlossen 
werden. Die Proben wurden jede in ihrem Reagensglas kolorimetrisch auf NH, analysiert. 

Wahrend wir uns fur die Aufschlussbedingungen genau an Boissonas & Haselbach 
hielten, bestimmten wir das NH, statt mit Kinhydrin-Hydrindantin mit Nessler-Reagens. 
Dadurch wird die Methode noch einfacher und rascher. Wir erhielten sehr gut reprodu- 
zierbare Resultate (Fehlerbreite max. & 4%) und eine absolut geradlinige Eichkurve 
(optische Dichte aufgetragen gegen die XH,-Menge) bei folgender Arbeitsweise : 

Nach Aufschluss abgekuhlte Proben mit 5 em3 H,O verdunnen, unter Vermeidung 
von Flussigkeitsverlusten umschwenken und mit 2 em3 Nessler-Reagens versetzen. Nach 
volliger Durchmischung sofort, spatestens aber nach 20 Min., im ,,kleinen" Beckman- 
Spektrophotometer (Modell B) bei 402 mp (Absorptionsmaximum) kolorimetrieren. 

h'essler-Reagens: 42 g K J  und 31,5 g Jod in 28 om3 H,O losen. Wenn gelost, 42 g 
Hg zugeben und schutteln (unter Kuhlung) bis Farbe gelb-orange. Einstellen der Losung 
durch tropfenweises Zugeben von KJ/J,-Losung (0,32 g J,+0,44 g KJ in 100 cm3 H,O), 
bis 2 Tropfen der Losung, zu 4 Tropfen 1-proz. Starkelosung gegeben, gerade Blaufarbung 
ergeben. Die Losung ist dann braungelb. Mit H,O auf 280 om3 verdunnen und zu einer 
Losung von 142 g NaOH in 1220 em3 H,O geben. Eine Woche stehenlassen. Filtrieren 
und zur Verhinderung von Kristallausscheidungen 4 g Na J zugeben. 

A u s w e r t u n g  d e r  N€"/Zei t -Kurven:  Die Mittelwerte der doppelten N-Bestim- 
mungen wurden jeweils fur die beiden parallelen Abbauversuche in ein und dasselbe 
Diagramm eingezeichnet. Bei guter Ubereinstimmung wurde eine Kurve so gczogen, dass 
die Punkte von dieser Kurve moglichst wenig weit weg und vor allem zu beiden Seiten 
lagen. Fur die Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten wurden diese ge- 
zogenen Kurven verwendet. Nun wurde log [s/(a - x)] (worin a die maximale NPN-Zu- 
nahme iind x die NPN-Zunahme zur Zeit t bedeutet) fur eine Reihe von Punkten dieser 
Kurve gcgen die Zeit aufgetragen. Die Punkte liegen meist recht gut auf einer Geraden, 
die durch den Nullpunkt geht. Die Abbaukurven verlaufen also in diesen Fallen wie bei 
eincr Reaktion 1. Ordnung. Das beweist nicht, dass die Reaktionskinetik wirklich so ein- 
fach ist, aber wenn die Kurven durch die Gleichung k = l/t . In [a/(a - x)],) beschrieben 
werden konnen, so darf man wohl fur vergleichende Messungen, wie wir sie vorhatten, 
k als Reaktionsgeschwindigkeitskonstante betrachten. Die sonst fur die Bestimmung von 
Fermentaktivitaten ubliche Methode der Messung des Umsatzes pro Zeiteinheit im Ge- 
biete, wo der Umsatz noch proportional der Zeit verlauft, kann hier nicht angewandt 
werden, da die Messungen in diesem Gebiete noch zu ungenau sind. 

3 .  Die  Versuche.  

a) E i n  f l u  s s d e r  T r  i c  hlo r e s s ig  s Bur e konz e n  t r a t i o  n b e i  
d e r  Depro te in i s i e rung  auf d i e  Grosse d e r  Reak t ionsge -  
s c h win d ig  ke i  t s k o n s  t a n  t e. Alais,  Mocquot,  N i t s c h m a n n  & Zahler 
(1. c.) haben gezeigt, dass bei Verwendung von nur 2 %  TCE zur Fal- 
lung der gelabten AnsBtze wesentlich mehr NPN in Losung bleibt 
als bei 12  %. Sie haben such darauf hingewiesen, dass 12  yn TCE eine 
Fraktionierung der NPN-Verbindungen bewirlit und dass der losliche 
Anteil relativ einheitlich erscheint, wiihrend das Total des in 2 yo TCE 
liislichen NPN's sicher heherogen ist. ?Vir haben deshalb am selben 
Abbauversuch zwei UmsatzlZeit-Kurven (s. Fig. I) aufgenommen, die 
eine mit 2 yo und die andere mit 1 2  yo TCE bei der Fallung. 

l) Nach gleiclier optischer Dichte ausgcsucht. 
2, Vi'o im Text fur  k Zahlenwerte angegeben sind, wurde fur die Berechnung t in 

Sekunden, a und x in yo NPN bezogen auf den Gesamt-N, und lu (nicht log) eingesetzt. 
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Bedingungen: Casein in der Mischung: 2,0%; Labkonz. in der Mischung: 0,087 
N/cm3; pH: 6,7; Temp. 30°; NPN-Nullwerte fur 2”/b TCE: 0,4%; fur 12% TCE: 0,35%. 

4.0 

3.0 

2.0 

1.0 

20 40 Min 
Fig. 1. 

Einfluss der Trichloressigshre-Konzentration auf den Verlauf der Abbaukurven. 

Wie schon Aluis et al. gefunden haben, erhalt man mit 2 %  TCE 
kein horizontales Plateau. Im  Gegensatz zurn 12 %-TCE-Versuch 
kommt hier die unspezifische Proteolyse im geradlinig ansteigenden 
Kurventeil deutlich zum Ausdruck. Verlangert. man ihn ruckwarts 
bis zum Schnittpunkt mit der Ordinate, so gibt diese Gerade den 
ganzen Verlauf der unspezifischen Proteolyse wieder, die sich der 
Primarreaktion uberlagert. Durch Abziehen der NPN-Betrage, die der 
Ersteren zuzusehreiben sind, von der gefundenen Summationskurve 
erhalt man eine korrigierte Kurve (gestriehelt), welche die Prim&= 
reaktion allein zum Ausdruck bringt. Die k-Werte uber die Zeit fur 
diese Kurve sowie fur die Kurve mit 12 %-TCE sind in Tab. 1 zusammen- 
gestellt. 

Tabelle 1. 

2% TCE 2,12 2,18 2,22 2,24 2,34 2,48.10-3 
_ - - ~ _ _ _ _ _ _ .  

12% TCE 2,lO 2,15 2,lO 2,15 2,13 2,20.10F’ 

Die Konstanz ist befriedigend und man kann feststellen, dass 
in beiden Fallen innerhalb der Fehlergrenze dieselbe Reaktions- 
geschwindigkeitskonstante herauskommt. Wir mochten vorlaufig nur 
darauf hinweisen, dass diese interessante Tatsache die Moglichkeit 
eroffnet, bei Reaktionsgeschwindigkeitsstudien der Primarreaktion 
die Deproteinisierung auch mit 2 yo TCE vorzunehmen. Trotzdem 
mit 2% TCE die NPN-Werte im Verhaltnis zum Gesamt-N grosser 
sind, was gunstig ware, haben wir im weiteren mit 12% TCE gear- 

l) Diese Konzentration bringt frische Magermilch bei 25O in ca. 25 Min. zur Ge- 
rinnung. 
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beitet, weil dann die Kurven mit ihren horizontalen Plateaus nicht 
korrigiert werden mussen. Ob diese Technik wirklich die bessere ist, 
bleib t aber abzukliiren. 

b) E in f lus s  d e r  L a b k o n z e n t r a t i o n .  
Bedingungen: Casein in der Mischung: 2,0%; Labkonz. in der Mischung: 0,l; 0,2; 

Die 5 Abbaukurven sind in Pig. 2 nach steigender Labkonzentration von 1-5 
0,Sl); 1,6; 3,2 y N/cm3; pH: 6,7; Temp. 25O; NPN-Nullwert: 0,34%. 

numeriert wiedergegeben. 

1 
2 0  40 Min 

Fig. 2. 
Einfluss der Labkonzentration. 

Bei Labkonzentrationen iiber 0,8 y N/cm3 ist der NPN-Endwert 
bei praktisch vollkommen ebenem Plateau iiberall gleich j die Ge- 
schwindigkeit, mit der er erreicht wird, ist aber stark konzentrations- 
abhangig. 

Bei Labgehalten unter 0,8 y N/cm3 tritt eine Senkung des Plateaus 
in Erscheinung, d. h. der maximale NPN-Wert der vorherigen Ver- 
suchc wird nicht mehr erreieht. 

Die reaktionskinetische Auswertung der Kurven stosst hier auf 
Schwierigkeiten. Rei den grossen Labdosen verlauft die Reaktion so 
rasch, dass die Kurven wegen xu grosser Ungenauigkeit der Zeit- 
mcssung nicht quantitativ ausgewertet werden konnen. Bei kleineren 
Labdosen verlauft die Reaktion wohl genugend langsam, aber man 
ist wegen der Plateausenkung im Zweifel, was man als maximalen 
NPN-Endwert einsetzen soll. Berechnet man fur die Kurven 1 bis 3 
die k unter Verwendvng ein und desselben Endwertes (Plateau der 
Kurve 3 ) ,  so findet man einen ziemlich starken Abfall mit der Zeit. 
(Fur die Labkonzentration 0,2 y N/cm3 z.B.  sinkt k von 0,0027 bei 
4 Min. auf 0,0017 bei 15 Min.) Berechnet man die k-Werte fur die 
Kurven 1 und 2 mit ihren individuellen NPN-Endwerten (60-Min.- 
Wertc) so wird die zeitliche Konstanz besscr, aber die Werte konnen 
nun nicht mehr ohne weiteres miteinander verglichen werden, weil 
vom einen zum anderen Versuch mehr als eine Grosse veriindert wird. 

I n  den Kurven 1 und 2 der Fig. 2 kommt offenbar eine Hemmung 
des Labes durch Reaktionsprodukte oder vielleicht sogar eine irre- 
versible Schadigung zum Ausdruck. Wir haben in einem Abbauver- 
such mit 0,l y Lab-N/cm3 (Kurve 1) nach 25 Min. die Konzentration 
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auf 0,s y Lab-N/cm3 erhoht. Die Kurve (Nr. 6, gestrichelt) steigt 
erneut an und nach kurzer Zeit wird das Plateau der hochsten Lab- 
konzentration erreicht. 

Zusammenfassend Iasst sich sagen: Die von AZais et al. (1. c.) 
gemachte Feststellung, dass die NPN-Endwerte von der Menge des 
zugesetzten Labes unabhiingig sind, gilt nur fur Labkonzentrationen 
oberhalb eines bestimmten kritischen Wertes. Darunter maeht sich 
eine Hemmung des Fermentes geltend, die einen kleineren Endwert 
fur die Primarreaktion vortguschtl). 

c) Einf lu  s s d e s p H . Am ubersichtlichsten und am leichtesten 
deutbar sind vorlaufig diejenigen Versuchsreihen, bei denen Substrat- 
und Enzymkonzentration konstant gehalten und nur die Reaktions- 
bedingungen wie pH oder Temperatur variiert wurden. 

Der pH-Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit wurde fur 
pH zwisehen 5,5 und 6,7 und zwischen 2,0 und 3,5 untersucht. Zwi- 
schen diesen beiden pH-Gebieten ist das Casein unloslich; bei pH 
uber 7 kann man auch nicht arbeiten, weil da das Lab rasch inakti- 
viert wird. 

In  Fig. 3 sind die Abbau-Kurven fur funf pH im oberen Bereich 
(5 ,5;  5 , s ;  6 , l ;  6,4; 6,") bei 25O wiedergegeben. 

Bedingungen: Casein in der Mischung: 2,0%; Labkonz. in der Mischung: 0 , 2 y  
N/cm3; NPN-Nullwert : 0,4%. 

1.0 

I J 
10 20 30 40 50 Min 

Fig. 3.  
Einfluss des pH zwischen 5,5 und 6,7. 

Alle Kurven enden genau beim gleichen NPN-Endwert und folgen, wie aus Fig. 4 
hervorgeht, recht gut dem Gesetz fur Reaktionen 1. Ordnung. Die Reaktionsgeschwindig- 
keitskonstanten als Funktion des pH sind ebenfalls in Fig. 4 wiedergegeben. 

In  Fig. 5 finden sich die Abbau-Kurven fur die sauren Casein- 
hydrochloridlosungen bei pH 2,O; 2,7 und 3,5, bei 25O. 

Bedingungen: Casein in der Mischung: 2,0%; Labkonz. in der Mischung: 0,5y 
Njcm3 ; NPN-Nullwert : 0,4%. 

Die Labkonzentration ist also 2,5mal grosser als bei den Versuchen der Fig. 3 und 4. 
Zum Vergleich ist deshalb eine Abbaukurve (punktiert) eingezeichnet, die mit der gleichen 
Labkonzentration bei pH 6,7 erhalten wurde. 

1) Ganz ahnliche Ergebnisse wurden ubrigens mit Keller bei Losungen von reinem 
a-Casein erhalten. Diss. W. Keller, Bern 1954. 
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Aus Fig. 4 ergibt sich klar, dass die Geschwindigkeit der Primiir- 
reaktion beim Senken des pH von 6," nach 5,s beinahe verdreifacht 
wird. Von der Labgerinnung der Milch weiss man, dass sie als Ganzes 
durch pH-Senkung ebenfalls beschleunigt wird. Mit der neuen 
Technik ist es nun aber moglich geworden, den pH-Einfluss auf die 
Enzymreaktion vollstiindig losgelost von den kolloidchemischen Vor- 
giingen der Gerinnung zu ermitteln. 

Be 

. .  
Fig. 4. 

pH- Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeitskonstante. 

2.0 

1.0 

20 40 Min 
Fig. 5. 

Einfluss des pH zwischen 2 und 3,5. 

den Abbaukurven der sauren Losungen fiillt zuerst auf, dass 
das lineare Kurvenstuck nicht parallel zur Abszisse verlauft wie bei 
p H  6,7 sondern ziemlich steil ansteigt. Die unspezifische Proteolyse 
ist hier also kraftig am Werke. Nur die Kurve fur pH 3,5 zeigt einen 
anfanglichen Sprung, der fast gleich hoch ist wie der bei p H  6 ,7 .  

Fur den Versuch bei pH 3,s  haben wir in gleicher Weise, wie in 
Abschnitt 1 beschrieben, eine korrigierte Kurve (gestrichelt) kon- 
struiert, welche die Primiirreaktion allein zum Ausdruck bringt. Ihre 
graphische Auswertung ergab eine Reaktionsgeschwindigkeitskon- 
stante, die innerhalb der Fehlergrenze gleich der fur den entsprechen- 
den Versuch bei pH 6,7 war. Das pH-Optimum der Primkreaktion 
muss also zwischen 3,5 und 5,5 liegen. 
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Beim Ubergang zu tieferen pH verandern sich die Abbaukurven 
in merkwiirdiger Weise. Der Sprung, der die Primiirreaktion aus- 
druckt, verschwindet immer mehr und fehlt bei pH 2 bereits ganz. 
Die unspezifische Proteolyse bleibt aber trotzdem noch sehr aktiv, 
wenn sie auch von pH 2,7 gegen 2 etwas verlangsamt wird. Dies steht 
in guter Ubereinstimmung mit den Versuchen yon B e w i d g e l )  und 
von de Baun, Connors & Sullivan2) uber die proteolytische Aktivitat 
des Labes gegenuber Hamoglobin. Sie fanden fur die Aktivitatskurve 
bei pH ca. 3,7 ein Maximum, das nach tieferen pH flach, nach hiiheren 
p H  aber sehr steil abfiel, so dass oberhalb pH 5 praktisch uberhaupt 
keine Aktivitat mehr gefunden wurde. Letzteres findet in den hori- 
zontalen Plateaus der Abbaukurven unserer Na-Caseinatlosungen 
seine Bestatigung. 

Die pH-Versuchsreihe zeigt besonders deutlich, dass Prim&- 
reaktion und unspezifische Proteolyse zwei voneinander unabhiingige 
Reaktionen sind, die verschiedenen Gesetzen folgen. Die Primar- 
reaktion ist nicht einfach der Anfang der allgemeinen Proteolyse, 
denn bei p H  2 haben wir Proteolyse ohne Primarreaktion. Ahnliche 
Beobachtungen haben Mattenheimer & Nitschmann3) gemacht, indem 
sie fanden, dass gewisse proteolytische Permente wie Trypsin, Pilz- 
protease und Papain unter bestimmten Bedingungen mit Casein 
geradlinige Abbaukurven ergeben, d. h. Proteolyse ohne Primar- 
reaktion bewirken. Die beiden Autoren konnten auch zeigen, dass 
in diesen Fallen das Casein tatsachlich auch nicht in Lab- oder Para- 
casein ubergefuhrt wird. 

Wir haben dieselbe Peststellung fiir den Abbau-Versuch bei pH 2 
gemacht. Dazu wurde wie folgt vorgegangen : 

Die beiden Versuche bei pH 2,O und bei 3,5 wurden mit unveranderten Bedingungen 
wiederholt. Nach 120 Min. war im pH-2-Ansatz 1,7% NPN abgespalten, was etwa dem 
Endwert einer normal verlaufenden Primarreaktion entsprechen wurde. Die Reaktion 
wurde deshalb nach dieser Zeit abgebrochen, indem der Ansatz in 2 Volumen SOo warme 
Pufferlosung (Acetat/Veronal, p H  7,8; Ionenstarke 0,2) eingegossen wurde. Der voriiber- 
gehend entstandene Caseinniederschlag loste sich rasch auf. Die Losung, die nun ein pH 
von 6,6 zeigte, wurde 10 Min. bei SOo belassen, urn das Lab zu inaktivieren. PITach dem 
Abkuhlen wurden zu 3 om3 dieser Losung 2 em3 1-m. CaCl,-Losung gegeben. - Der Ab- 
bauversuch bei pH 3,5 wurde nach 15 Min. (1,9% NPN) in analoger Weise abgebrochen 
und weiterbehandelt (pH des Puffers 7,5, End-pH ebenfalls 6,6). Zu beiden Abbauver- 
suchen wurden Kontrollversuche durchgefiihrt, bei denen einzig das Lab weggelassen wurde. 

Die beiden Kontrollen hatten, wie zu erwarten, das Aussehen von Magermilch. Die 
bei pH 2 gelabte Losung sah ebenfalls wie homogene Magermilch aus, wahrend in der bei 
pH 3,5 gelabten Losung das Calciumcaseinat ausgeflockt war und bald sedimentierte. Da 
die Koagulierbarkeit durch Calcium das typischste Merkmal des Paracaseins ist, beweist 
dieser Versuch, dass bei Labung bei pH 2 die Primarreaktion trotz Proteolyse tatsachlich 
ausbleibt . 

l) N .  J .  Berridge, Biochem. J. 39, 179 (1945). 
2)  R. M .  de Baun, W .  M .  Connors & R. A.  Sullivan, Arch. Biochem. Biophys. 43, 

3, H .  Mattenheimer & Hs. Nitschmann, Helv. 38, 687 (1955). 
324 (1953). 
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d) E in f lus s  d e r  T e m p e r a t u r .  Die Reaktion wurde bei lo, l o o  
20° und 30° untersucht (Fig. 6) .  

Das pH betrug wieder 6,7; ubrige Bedingungen wie bei der pH-Versuchsreihe ober- 
halb 5,5. NPN-Nullwert : 0,35%. 

20 40 Min 
Fig. 6. 

Einfluss der Temperatur zwischen 1 0  und 30O. 

Tragt man fiir die vier Kurven log [%/(a - x)] gegen die Zeit auf und 
verwendet dabei uberall als a den bei 30° gefundenen maximalen NPN- 
Wert, so ergeben sich bis hinauf zu etwa 12 Min. Geraden, die durch den 
Nullpunkt gehen j nachher fallen die Werte allmiihlich ab, besonders fiir 
die tieferen Temperaturen. Den aus den Geraden ermittelten Reaktions- 
gcschwindigkeitskonstanten darf deshalb keine grosse Genauigkeit bei- 
gemessen werden, doch bieten sie trotzdem noch genugend Interesse. 

In  Tab. 2 sind die Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten fur die vier 
Temperaturen eingetragen, dazu die daraus mit Hilfe der bekannten 
Formeln berechneten Grossen : Qlo = Temperatur-Koeffizient pro loo ,  
E = Aktivierungsenergie in caljMo1 und A S = Aktivierungsentropie in 
cal/Mol* Grad. 

Tabellc 2. 

1,78 10000 
9 850 1,83 

2,00 10500 

0,0023 
loo o,00126 

0,00063 

A S  

- 38 
- 39 
- 37 

Qlo darf uber das ganze Temperaturgebiet als ungefahr gleich 
mgesehen werden und betragt 1,s -2. Diese Temperaturabhangigkeit 
ist grosser als die, welche de Baun, Connors & Wullivan. (1. c.) fur 
die proteolytische Aktivitat des Labes bei p H  3,9 gefunden haben 
(Qlo = 1,2). Sie ist aber noch lange nicht so gross, wie die der Lab- 
gerinnungszeiten der Milch1). Das ist nicht verwunderlich, da in die 
Gerinnungszeit aueh die Sckunda,rreaktion, d. h. der eigentliche 

1) Q ist hier sehr temperaturabhangig, und zwar mit fallender Temperatur steigend. 
Zwischen 20O und 30O betragt Qlo wenigstens 5-6. Siehe E .  R. Ling, A Textbook of 
Dairy Chemistry, Bd. 1, S. 149 (1949). 
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Koagulationsvorgang eingeht, der ja besonders stark temperatur- 
abhangig ist. Die Sekundarreaktion verandert in der Kalte sogar 
ihren Charakter weitgehend. Unter 15O kann mit dem blossen Auge 
gar keine Gerinnung mehr festgestellt werden. Aggregation der Ca- 
Caseinat-Teilchen findet aber trotzdem statt, nur bleiben die Flockchen 
so klein, dass man sie hochstens mit einer Lupe sehen kann. Durch 
Streulicht- I) oder Absorptionsmessungen2) ist die Aggregation sehr 
leicht zu verfolgen. Bei Erhohung der Ca-Ionen-Konzentration uber 
den normalen Wert der Milch hinaus erhalt man aber auch bei 
tieferen Temperaturen eine Ton blossem Auge sichtbare Gerinnungl). 

Es ist gelegentlich vermutet worden, dass die starke Temperatur- 
abhangigkeit der Geschwindigkeit der Labgerinnung der Milch da- 
durch bedingt ist, dass ein Denaturierungsvorgang entscheidend 
beteiligt ist. Unsere Versuche haben gezeigt, dass mindestens bei der 
Primarreaktion eine Denaturierung nicht geschwindigkeitsbestim- 
mend sein kann. Q und E mussten dann vie1 grosser und A S sollte 
positiv sein. Unsere Werte sind aber gut vereinbar mit der Annahme, 
dass die enzymatische Reaktion eine Proteolyse ist. 

SUMMARY. 
The velocity of the splitting reaction, which casein undergoes 

under the action of rennin and which is responsible for the rennet 
curdling of milk, can be determined by measuring at suitable time 
intervals the nitrogen soluble in trichloroacetic acid (non protein 
nitrogen : NPN). The NPN/time curves thus obtained generally 
follow fairly well the equation for first order reactions. The velocity 
constants have been determined graphically. 

This method is less accurate than the ones with which hydrolysis 
velocities are determined by titrating the newly liberated groups, 
because it is based on the differences in solubility of the degradation 
products. It is, however, up to now the only method by which this 
primary reaction has successfully been measured detached from the 
colloid chemical processes of the curdling, and it seems useful a t  
least for comparative studies. 

Some results concerning the influence of the enzym concentra- 
tion, the p H  and the temperature are reported. The optimum of the 
primary reaction lies between p H  3,5 and 5,5. At p H  2 the primary 
reaction is suppressed completely though the unspecific proteolysis 
is much stronger than in the range above p H  5,5. The temperature 
coefficient Q1, of the velocity of the primary reaction at p H  6,7 
between lo and 30° C. is 1,8-2,0. This value is consistent with the 
assumption of a proteolysis but not of a denaturation. 

Bern, Institut fur organische Chemie der Universitat . 
l) 0. Claesson & Hs. Nitschmann, in Vorbereitnng. 
2, W .  Neudert, Milchwirtschaftl. Forsch. 18, 87 (1936). 




