Protein-Analytik: Arbeitsblatt zum Aussalzen von Proteinen

(Chemische Fallungsreaktion)

Salze beeinflussen die Loslichkeit von Proteinen mal3geblich. In geringen
Konzentrationen bewirken sie eine Erhéhung der Léslichkeit von Proteinen.
Was ist der Einsalz-Effekt?

Erhoht sich die Salzkonzentration weiter, nimmt die Loslichkeit von Proteinen ab und
es kommt zum Aussalzen der Proteine (Proteinaggregation). Dieser Effekt beruht
darauf, dass nicht mehr gentigend Wasser-Molekile fir die Lésung der Proteine
(=Solvatisierung) verfugbar sind, damit erhéht sich die Wechselwirkung der Proteine
untereinander und sie aggregieren.

Ist dieser Vorgang reversibel oder irreversibel? Begriinde deine Antwort!

Durch die Hofmeister Reihe, lasst sich eine Aussage treffen, wie gut sich das

jeweilige Salz als Fallungsmittel eignet.

F~>P0Y > S0% > CH,C00™ > CI” > Br™ > 1~ >NO; > ClO; > SCN™ > C,CCO0~

Hofmeister Reihe Anionen

NH; > Rb* > K* > Na® > Lit > Mg”" > Ca’" > Ba’*

Hofmeister Reihe Kationen

Je weiter links ein Salz in der Hofmeister Reihe vorkommt, umso besser dient es als
Fallungsmittel und ist &uRerst schonend. Diese Salze nennt man antichaotrope oder
komotrope Salze. Diese verstarken die hydrophoben Effekte in wassrigen Losungen

und fordern somit die hydrophobe Wechselwirkung, was zum Ausfall von Proteinen
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fuhrt. Die in den Hofmeisterreihen rechts stehenden und damit ungeeigneten
Anionen beziehungsweise Kationen, nennt man chaotrope Salze. Chaotrope Salze
wirken genau umgekehrt, das heil3t sie mindern die hydrophoben Effekte.

In der Regel wird Ammoniumsulfat (NH4).SO,4 zum Aussalzen verwendet.

Nenne einige Grinde warum gerade Ammoniumsulfat eingesetzt wird!

Da verschiedene Proteine bei verschiedenen Salzkonzentrationen ausfallen, lasst
sich durch eine schrittweise Erhéhung der Konzentration und laufender Abtrennung
der Proteinaggregate, die Konzentration eines bestimmten Proteins analysieren

(=fraktionierte Fallung).

Versuch:
Fiur den nachfolgenden Versuch kénnen die hier aufgelisteten Proben und deren
Probenvorbereitung eingesetzt werden:
1. Vollmilch
Sojamilch
Molke
Suppenwirze (Suppenwdrfel in warmen H,O I6sen und auf 100 ml aufftllen)
Eiklar (auf 100 ml mit ention. H,O auffillen und durch Faltenfilter filtrieren)

Tofu (zerkleinern)

N o g s~ w D

Naturjoghurt

Chemikalien:
e Ammoniumsulfat (NH)>,SO4 (1 mol/l)
e Kupfersulfat CuSO, (5%ig)

Entsorgung: Ammoniumsulfat: normal

Kupfersulfat: Schwermetalle



Gefahrenhinweise fiir die einzusetzenden Chemikalien

Kupfersulfat @@

Gerate:
e Eprouvetten und Eprouvettenstander
e Kolbenhubpipette oder gewdhnliche Pipette mit Pipettierhilfe

e Spritzflasche

Durchfihrung:
1 ml der Probe (oder bei festen Proben einen halben Spatel voll mit ca. 2 ml ention.
H,0O bedecken) wird mit 1 ml Ammoniumsulfat oder Kupfersulfat versetzt. Sofort zeigt

die Probe eine Ausféallungsreaktion.

Tipps
Generell ist die genaue Probenmenge nicht ausschlaggebend. Sollte nach Zusatz
von 1 ml Ammoniumsulfat oder Kupfersulfat keine Reaktion auftreten, kann man

einen weiteren Milliliter hinzusetzten.

Ergebnis und Interpretation:




