Uber die spontane Ausscheidung einer Caseinverbindung
aus Milch.

Von
Dr. Luigi Preti, aus Pavia.

(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat zu Berlin.)
(Der Redaktion zugegangen am 11. September 1907.)

In einer jahrelang durch Chloroformzusatz konservierten
Milch hatte sich ohne Anderung der Reaktion der Milch eine
reichliche weil’e Ausscheidung am Boden der Flasche gebildet,
die von vornherein als Casein angesehen werden mulfite, da
die Uber dem Niederschlag stehende gelbliche klare Flissigkeit
nur noch eine sehr geringe Trubung auf Essigsaurezusatz zeigte.
Da die Reaktion der Milch sich, wie gesagt, nicht verandert
hatte, so lag es am nachsten, diese Erscheinung als auf einem,
wenn auch sehr geringen, Gehalt der Milch an Labferment be-
ruhend anzusehen. Dieses konnte aber nur dann als bewiesen
angesehen werden, wenn es gelang, nachzuweisen, dal} das
ausgeschiedene Casein In der Tat Paracasein und nicht ge-
wohnliches Casein war. Auf Veranlassung von Prof. E. Sal-
kowski Ubernahm ich die Aufgabe, die Entscheidung hiertiber
durch genauere Untersuchung des Niederschlages herbeizu-
fuhren. Vorher aber erschien es notwendig, die Angaben Uber
Unterschiede zwischen Casein und Paracasein oder, wie man auch
vielfach sagt, zwischen Saurecasein und Labcasein einer Nach-
orifung zu unterziehen. Dies erschien um so notwendiger, als
KUrzlich Loewenhardtl) die Frage nach dem Unterschied der
peiden Caseine In einer ganz abweichenden Weise beantwortet
nat. L. sagt 1 c. S. 185:

«Aus all den Angaben scheint hervorzugehen, dal} bis
jetzt zwischen Casein und Paracasein keine anderen Unter-
schiede gefunden wurden, als solche, die einfach auf einer Ver-
schiedenheit in der GroRe der LOosuugsaggregate beruhen, d. h.

b Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 177.
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das Paracasein existiert in Losungen mit hoherem kolloidalen
Zustand, und also weiter entfernt vom Bereich der wahren
Losungen als das Casein. Auf diese Weise lielle sich er-
klaren, warum Paracasein von allen Fallungsmitteln der Kol-
loide leichter ausgefallt wird als Casein. In bezug auf einige
chemisch einfachere Kolloide wurde demonstriert, dal} dieselbe
Substanz In verschiedenem kolloiden Zustande existieren kann
und daR thre Losungsaggregate unter verschiedenen Bedingungen
variieren konnen. Diese Tatsachen lassen es als sehr moglich
erscheinen, dall Casein und Paracasein chemisch dieselben Sub-
stanzen sind und dal die beobachteten Verschiedenheiten da-
rauf beruhen, dal} das Paracasein im Zustande eines hoheren
Grades der Assoziation sich befindet als Casein.»

Meine Versuche hinsichtlich der Unterschiede von Casein
und Paracasein fihrten nun zu folgenden Ergebnissen. Zu-
nachst muld ich erwahnen, dal die zu meinen Versuchen die-
nenden Praparate von Casein und Paracasein nicht durch Ldsen
In Alkali und Wiederfallen durch Essigsaure gereinigt worden
sind. Dieses mulite vermieden werden, da ich ja die spontane
Abscheidung aus der Milch auch nicht in Alkali 16sen und nicht
wieder ausfallen konnte. Das durfte nicht geschehen, da die
Eigenschaften des Niederschlages dadurch moglicherweise ver-
andert worden waren. Ich habe das Casein und Paracasein
jedesmal aus derselben Kuhmilch dargestellt und zwar fir jeden
Versuch neu. Die Milch wurde mit dem anderthalbfachem Vo-
lumen Wasser verdinnt und in zwei gleiche Teile geteilt. Der
eine Teil wurde vorsichtig mit verdinnter Essigsaure versetzt,
bis das Casein flockig ausfiel, dem anderen Teil wurde auf je
100 ccm 5 ccm einer 0,lI°/oigen Labpulverlosung zugesetzt
und die Mischung fur einige Stunden in den Thermostaten (39 °)
gestellt, das Koagulum zerkleinert. Beide Niederschlage wurden
filtriert, vom Filter genommen, mit Wasser angerihrt, wieder
filtriert, dies mehrmals wiederholt, mit Alkohol und Ather ge-
waschen. Mit beiden Praparaten wurden vergleichende Unter-
suchungen ausgefihrt in bezug auf folgende Punkte:

1. Calciumgehalt,

2. Phosphorgehalt,
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3. Loslichkeit In einer Suspension von Calciumcarbonat.

4. Verhalten zu Lab.

|. Da die Veraschung des Caseins bekanntlich sehr
schwierig erfolgt, so wurde statt dessen genau abgewogene,
bei 110° getrocknete Quantitaten — zwischen 0,5—1 g — mit
Salpetermischung geschmolzen, die Schmelze in Wasser gelost,
mit Salpetersaure angesauert, erhitzt, mit oxalsaurem Ammon
versetzt usw. Um die Ausscheidung von phosphorsaurer Am-
monmagnesia zu verhdten, wurde schlielich mit Essigsaure an-
gesauert. Es ergab sich:

Tabelle I.
Prozentgehalt an Calcium.
Nr. Casein Paracasein
1 0,562 2,048
2 1,343 2,002
3 0,558 2,552
4 0,461 1,365
0 0,142 2,833

Aus der Tabelle genht hervor, dal} der Calciumgehalt des
Rohcaseins sehr wechselnd ist, vielleicht im Zusammenhange
mit der willktrlich gewahlten Quantitat Essigsaure, stets aber
geringer, meist erheblich geringer, als der des Labcaseins; nur
In einem Falle, der verschiedene Milchproben betrifft, war der
Unterschied gering. Im Mittel betrug der Calciumgehalt des
Saurecaseins 0,613 °/o, der des Labcaseins 2,16 °/o. Der hohere
Calciumgehalt des Labcaseins ist bereits bekannt.

lI. Der Gehalt an Phosphor wurde in der Ublichen Welise
gleichfalls durch Schmelzen mit Soda und Salpeter bestimmt.
Es wurden flr L'abcasein folgende Werte gefunden: 1,138°/0
— 1,528°0 — 1,171 00 — 1,4020/0 — 1,337 ®o —, im Mittel
1,315 °/o.

Baschl) fuhrt als P-Gehalt 1,37°/0 an, Lindemann)

0 Prager, med. Wochenschr., 1896, Nr. 29.
2) VVirchows Archiv, Bd. GXLIX, S. 60 (1897).
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1,368 °/o fur ein noch etwas fetthaltiges Praparat. Der hohere
Gehalt an Phosphor wird wohl allgemein auf den grdflieren
Gehalt an Calciumphosphat bezogen.l) In der Tat konnte ich
mich in einem nebenher angestellten Versuche Uberzeugen,
dal mit verdunnter Salzsaure (ca. 10°/o HCI) extrahiertes Lab-
casein den normalen P-Gehalt des Caseins aufwies. Von der
gleichfalls beabsichtigten P-Bestimmung des Rohcaseins wurde
Abstand genommen, da sie sich inzwischen ‘als entbehrlich
herausgestellt hatte.

[1l. Die Bestimmungen Uber die Loslichkelt in einer Sus-
pension von Calciumcarbonat wurden so angestellt, dal} ca. 2 g
Casein mit etwa 150 g Wasser unter Zusatz von Calciumcarbonat
(trockenes Praparat) langere Zeit in der Reibschale verrieben,
dann filtriert wurde. Die Versuche wurden sowohl mit luft-
trockenen als mit bei 100° getrockneten Praparaten angestellt.
Die Filtrate zeigten beil Verwendung von lufttrockenen Prapa-
raten sich schon aullerlich verschieden: Das Filtrat von Saure-
casein war undurchsichtig, milchig, das von Labcasein fast ganz
klar. Die Unterschiede waren nicht bemerkbar, wenn bei 110°
getrocknete Praparate angewendet wiaren. Dem entspricht auch
der Stickstoffgehalt und Calciumgehalt der Filtrate.

Tabelle Il.

100 ccm des Filtrates enthalten:

Casein Paracasein
N Ca N Ca

luft- 0,1321 0,0171 0,0011 0,0044

0,1562 0,020 Spur Spur
trocken 0,1433 0,0504 0,0039 0,0028

0,0134 0,0096 Spur 0,008

bei 110° 0,0020 0,0088 0,0067 0,009
getrocknet 0,0078 0,0114 0,0179 0,0150
oan? 0,0130 0,0151 0,0110

n Hammarsten, Lehrbuch der physiologischen Chemie, 6. Aufl,,

S. 521 (1907).
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Darnach ist Labcasein kaum l10slich in der Suspension
von Calciumcarbonat und Wasser, Saurecasein merklich 10slich,
entsprechend den Angaben von Hammarsten. Die Lo0slich-
keit des letzteren geht verloren durch Erhitzen auf 110° und
beide Caseine verhalten sich alsdann ganz gleich. Feuchtes
abcasein scheint sich Ubrigens etwas mehr zu l0sen.

V. LOost man Casein (Saurecasein) in Kalkwasser und
zwar den Angaben von Courantl) folgend in dem Verhaltnis
von 0,3 Casein zu 10 ccm gesattigtem Kalkwasser, neutralisiert
die Losung unter andauerndem starken RuUhren nahezu mit
sehr verdinnter Phosphorsaure, so zeigt die Losung bei Lab-
zusatz nach kurzer Zeit Gerinnung. LoOsungen von Labcasein
sollen diese Gerinnung nicht zeigen. Bel Ausflhrung dieses
Versuches stieR ich beim Labcasein auf eine Schwierigkeit,
welche den Versuch vereitelte. Beim Zusatz von Phosphor-
saure bildeten sich jedesmal Niederschlage, lange ehe neutrale
Reaktion erreicht war. In dem alkalisch reagierenden Filtrat
war durch Lab keine Gerinnung zu erhalten, doch ist dieses
nattrlich nicht beweisend, da die alkalische Reaktion an sich
schon die Labgerinnung hindert. Vielleicht beruhte die Un-
moglichkeit, den Gerinnungsversuch anzustellen, darauf, daf}
das Labcasein nicht gereinigt und sehr kalkreich war.

Endlich werden noch Unterschiede zwischen dem Filtrat
von Saurecasein und Labcasein hinsichtlich des Gehalts an
Calcium und Eiweil’kOrpern angegeben und zwar in dem Sinne,
dal das Labcaseinfiltrat, wie erklarlich, armer ist an Calcium,
dagegen reicher an Eiweil3korpern. Quantitative Angaben nach
dieser Richtung scheinen nicht vorzuliegen, ich habe daher
einige Versuche hiertber angestellt. Nachfolgende Tabelle Il
enthalt den N-Gehalt und Calciumgehalt der betreffenden Fil-
trate bezogen apf 100 ccm Milch.

Der hohere Stickstoffgehalt des Filtrats bei der Labge-
rinnung wird von Hammarsten und seinen Schuilern auf die
Bildung eines Eiweil3korpers bei der Labgerinnung zurtickgefuhrt.

0 Pflugers Archiv, Bd. L, S. 109, und Inaug.-Dissertation 1891,
S. 28.

28*
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Nach E. Fuld!) bildet sich eine Albumose, eventuell aul3er-
dem noch ein Eiweil3korper.

Tabelle IlI.
Filtrat von Essigsaurefallung Filtrat von Labfallung
N Ca N ) Ca
— 0,1014 — 0,0444
0,084 0,1037 0,224 0,0643
0,0957 0,1007 0,1526 0,0659
0,087 0,1099 0,205 0,0486

Danach hat sich also ergeben, dal} das Paracasein sich
von dem Casein unterscheidet:

1. Durch seinen grofieren Gehalt an Calcium und Phosphor.

2. Durch geringere Loslichkeit in einer Suspension von
Calciumcarbonat im Wasser.

3. Durch die Fallbarkeit der Losung in Kalkwasser durch
Phosphorsaure, wenigstens insoweit es sich um nicht weiter
gereinigtes Labcasein handelt.

4. Durch den grofRReren Stickstoffgehalt und geringeren
Calciumgehalt des Milchserums.

Nunmehr konnte ich an die Untersuchung des beim Stehen
der mit Chloroform konservierten Milch gebildeten Nieder-
schlags gehen.

Derselbe wurde abfiltriert und zunachst das Serum unter-
sucht. Dieses war Kklar, etwas gelblich gefarbt, von neutraler
Reaktion. Beim Ansauern mit Essigsaure bildete sich eine ge-
ringe Trdbung, die bei nachtraglichem Erhitzen nur wenig zu-
nahm, starker bei Zusatz von konzentrierter Kochsalzlosung
zu der heiflen Mischung. Das von Eiweil} befreite Filtrat zeigte
deutliche, aber nur schwache Biuretreaktion, enthalt tbrigens
noch reichlich Zucker nach Ausweis der Tromm ersehen Probe.
Die weitere Untersuchung des Filtrats ergab, dal dasselbe
nicht weniger als 0,470 bezw. 0,480, im Mittel 0,475 N In

*) Bilochemische Zeitschrift, Bd. IV, S. 489 (1907).
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100 ccm enthielt. Dies wirde auf Eiweild umgerechnet 2,968 g
ergeben. Da nun aber nur Spuren von Casein resp. Eiwell}
und Albumose vorhanden waren, so mul} der Stickstoff auf
Spaltungsprodukte der Eiweil3korper durch autolytische Fer-
mente der Milch bezogen werden. Der N-Gehalt des Filtrats
konnte unter diesen Umstanden zu irgend welchen Schllssen
bezilglich der Natur des spontan gebildeten Niederschlages na-
tarlich nicht verwertet werden.

Die Untersuchung des durch Alkohol und Ather ent-
fetteten Niederschlages ergab zunachst das unerwartete Resul-
tat, dall derselbe sich zu einem sehr erheblichen Teil aus an-
organischer Substanz bestehend erwies. 0,5148 g der bis zur
Gewichtskonstanz bei 110° getrockneten Substanz wurde ver-
ascht bezw. verkohlt. Da die vollige Veraschung nicht gelang,
wurde sie durch Aufstreuen von gepulvertem Ammoniumnitrat
befordert. Die Asche wurde mit Ammoniumcarbonat Uber-
gossen, nach langerem Stehen zur Trockene gedampft und vor-
sichtig gelind gegliht. Der erhaltene Gluhrickstand wog 0,1654 g
gleich 32,11 °/o. Die Substanz bestand also zu fast 1h aus
anorganischen Verbindungen. Die Asche, die etwas alkalisch
reagierte, erwies sich sehr reich an Calcium und Phosphor-
saure. In der getrockneten Substanz selbst wurde Calcium
und Phosphorsaure, auch durch Schmelzen mit Soda und Sal-
peter, bestimmt. 0,7382 g gaben 0,1102 CaO = 10,7°/o Calcium.

0,7572 g gaben 0,1176 M@P207 = 4,337 °/o P. Eine
nahere Betrachtung der beiden ermittelten Zahlen ergibt folgen-
des: Der Niederschlag besteht in 100 Teilen zu 67,89 orga-
nischer Substanz, als welche wohl kaum etwas anderes wie
Casein angesehen werden kann.

Nimmt man mit Hammarsten den P-Gehalt des reinen
aschefreien Casein zu 0,85 °/o an, so wirden die obigen 67,98 T.
0,578 P enthalten. Gefunden sind 4,337 P. Es sind somit
3,759 T. In Form von Phosphorsaure vorhanden, gebunden an
Calcium. Nehmen wir nun selbst an, daf} die Phosphorsaure
als Ca?P20§ vorhanden war, so wurde die Phosphorsaure 7,275 T.
Calcium erfordern. Da nun in 100 T. des Niederschlages
10,700 T. Calcium gefunden sind, so folgt daraus, dal 3,425 T.
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Calcium in anderer Form gebunden waren und zwar, da
weitere anorganische Sauren in dem Niederschlag nicht vor-
handen waren, augenscheinlich als Caseincalcium. Somit kommen
wir zu dem Resultat, dall der Niederschlag, der sich spontan
In der aufbewahrten Milch gebildet hat, tberhaupt nicht Casein
Ist, wie vorausgesetzt wurde, sondern eine Calciumverbindung
des Caseins. Dementsprechend stimmt sein sonstiges Verhalten
auch weder mit S&urecasein, noch mit Labcasein Uberein.

Beim Verreiben- mit Calciumcarbonat ging nur aul3erst
wenig in Losung. 100 ccm des Filtrats enthielten nur 0,0028 N
und 0,0038 Ca. Auch In Kalkwasser l0ste sich nur wenig.
100 ccm des Filtrats enthielten nur 0,07 N, was 0,446 g Casein
entsprechen wirde. Die LoOsung mit sehr verdinnter Phos-
phorsaure nahezu neutralisiert gerann mit Lab nicht. Ob man
Indessen aus dieser Beobachtung irgend etwas fir die Natur
des Niederschlages ableiten kann, ist bel der geringen Kon-
zentration der LoOsung zweifelhaft.

Dall dem Niederschlag eine betrachtliche Quantitat Cal-
ciumphosphat beigemischt ist, geht aus seinem Verhalten zu
verdinnter Salzsaure (ca. 10°/0 HCI) hervor. 2 g desselben
wurden bel gelinder Warme mit der verdinnten Salzsaure be-
handelt, es gingen 0,1217 g Ca In LOosung, somit mehr als die
Halfte des Calciumgehaltes. In einem Kontrollversuch mit Lab-
casein gingen aus 2 g nur 0,0396 Ca in Lo6sung.

Wir gelangen somit zu dem Schlul3, dald der beil langer
steriler Aufbewahrung der Milch allmahlich gebildete Nieder-
schlag ein Gemisch von Calciumphosphat und Calciumcaseinat
Ist, dal3 sich aber Uber die Natur, des darin enthaltenen Caseins
— ob Saurecasein oder Labcasein — nichts aussagen laft,
dall wir also auch nicht entscheiden kdnnen, ob es sich bei
der allmahlichen Ausscheidung des Niederschlages um ein rein
physikalisches Phanomen oder um Fermentwirkung handelt.



