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Ubungen in physikalischer Chemie fiir B. Sc.-Studierende
Versuch Nr.: S13 | Version 2022
Kurzbezeichnung: Denaturierung

Ermittlung von Reaktionsgrof3en der
Proteindenaturierung

Aufgabenstellung

Bei 293 nm ist die Extinktion einer a-Chymotrypsinogen-Losung mit einem Gehalt von ca.

1 mg/ml bei pH 3 im Temperaturintervall von 45-65 °C aufzunehmen, die Schmelztemperatur
und das Schmelzintervall zu ermitteln, und daraus sind die apparente
Standardreaktionsenthalpie und -entropie zu berechnen.

Grundlagen

Das einfachste Modell fiir eine Proteindenaturierung ist die Annahme eines Gleichgewichts
zwischen der nativen (N) und der denaturierten (D) Form:

N =D

Die Lage dieser Gleichgewichte ist neben der Temperatur auch stark vom eingestellten pH-
Wert und der Ionenstérke abhéngig. Gleichgewichtskonstanten und Reaktionsgrof3en, die bei
festgelegten Konzentrationen dieser Einflussgrofen ermittelt werden, werden deswegen als
»apparente Reaktionsgroflen bezeichnet und mit einem Apostroph gekennzeichnet.

Fiir die Gleichgewichtskonstante gilt das Massenwirkungsgesetz.

[0
[N]

Das Verhiltnis von nativer und denaturierter Konzentration wird im vorliegenden Versuch
iiber Extinktionsmessungen ermittelt. Die Extinktion bei 293 nm widerspiegelt
Absorptionsverdnderungen, die durch das Ausklappen von Histidin-Gruppen aus
hydrophoben Doménen in die wissrige Losung entstehen.

Es gilt zunichst:

[N] _ E(T)-E(D)
[N], E(N)-E(D)

(1)

Mit
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_INT

o [DI_[N},=[N] _ " [NJ,
N N N
[N],

erhilt man daraus

E(N)-E(D) _ E(T)-E(D)
_EMN)-E(D) EN)-E(D)

K'

E(T)-E(D)
E(N)-E(D)
)
_ EMN)-E(D)
E(T)-E(D)

Nach der van’t Hoffschen Reaktionsisobare ist

,0lnK

AH'=RT
oT

Setzt man hier die Beziehung fiir K’ ein, erhélt man:

NRTOI S L. [_ dE(T) [ 1 ﬂ
oT dT (E(N)-E(T) E(T)-E(D)

Da die Denaturierungsenthalpie meist temperaturabhdngig ist, ist es auch sinnvoll,

sie einer bestimmten Temperatur zuzuordnen. Wiahlt man dafiir die sogenannte
Schmelztemperatur Tp, bei der die Konzentration der nativen und der denaturierten Form
untereinander gerade gleich sind, wird K’=1, und es gelten folgende Beziehungen:

K

D

=1
E(N) - E(T,) = E(T,,) - E(D)

E(N)+E(D)

E(TD) = 5

Fiir die Berechnung von A, H;, resultiert dann:

4RT, (dE(T)j

AH,p =
TPEM)-E(N)\ dT ©)

Nach der van’t Hoff*schen Reaktionsisobare wird
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Ay Gy, =—RT, InK,, =0

und aus der Gibbs-Helmholtz-Gleichung erhdlt man somit

. A H'
AgSyp = ;

D

(4)

Vorbereitungsfragen

- Informieren Sie sich iiber die Konzentrationsfestlegungen fiir apparente Gréfen in der
biochemischen Thermodynamik.

- Informieren Sie sich iiber den Aufbau von UV/Vis-Spektrometern.

- Wie lautet das Lambert-Beer‘sche Gesetz, und unter welchen Bedingungen ist es

giiltig?

LITERATUR: C. Czeslik, H. Seemann, R. Winter, Basiswissen Physikalische Chemie,
4., aktualisierte Auflage, Vieweg+Teubner, Wiesbaden, 2010, Kap. 2.4
P.W. Atkins, J.de Paula, Kurzlehrbuch Physikalische Chemie,
4., vollstindig liberarbeitete Auflage,Wiley-VCH, Weinheim, 2008
N. Poklar, G. Vesnaver, S. Lapanje, J. Prot. Chem. 14(1995)709-19

Durchfiihrung
Geritebedienung

Die Bedienung der Gerétschaften erfolgt anhand der detaillierten, am Praktikumsplatz
ausliegen, Arbeitsanleitung.

Probenvorbereitung:

Dazu erfolgt die Einwaage von 2 mg ((£0,5 mg) des Proteins a-Chymotrypsinogen A direkt in
den auf die Analysenwaage gestellten MaB3kolben mit 2 ml Volumen.
Die in der Abb.1 dargestellte Menge auf dem Spatel entspricht ca. 2 mg.

Abb. 1

Anschlielend ist mittels einer Tropfpipette der Maflkolben bis zum Halsansatz (ca. 1 ml) mit
der bereitgestellten 0,01 M Glycin/NaCl-Puffer-Lésung zu fiillen und das Protein unter
Schiitteln zu 16sen. Mehrmals ist der Glasstopfen zu 6ffnen, damit gebildete Schaumbléschen
entweichen konnen. Ist eine vollstdndige Auflosung des Proteins erfolgt, wird das
Endvolumen von 2 ml durch weitere Zugabe von Glycin-Losung bis genau zur

Eichmarkierung des MaBlkolbens aufgefiillt und nochmals griindlich geschiittelt.
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Hinweise zur Versuchsauswertung

Bei der Auswertung von Gleichung (2) muss man beachten, dass die molaren
Extinktionskoeffizienten der nativen und der denaturierten Formen selbst temperaturabhingig
sind.

Diese Temperaturabhidngigkeit kann allerdings im Denaturierungsbereich zufriedenstellend
durch Geradengleichungen ausgedriickt werden.

Abb. 2

E(N) \
E(D) \

Die Auswertung von Gleichung 3 durch das Vorauswertungsprogramm, die mit Hilfe der
Abbildung 2 erldutert werden soll, beruht nun darauf, dass zunachst der Verlauf dieser
Geraden anhand der Messpunkte festgestellt wird, die vor bzw. hinter dem
Denaturierungsbereich liegen.

Als néchstes wird die Senkrechte gesucht, deren Schnittpunkt mit der Messkurve denselben
Abstand zur Extinktionsgerade der nativen und der denaturierten Form aufweist, wodurch Tp,
E(N) und E(D) bestimmt sind.

SchlieBlich wird bei Tp eine Tangente an die Messkurve gelegt. Der Anstieg dieser Tangente

E(T
&j . Bezeichnet man mit AT das Temperaturintervall zwischen den
T=TD

entspricht (

Schnittpunkten der Tangente mit den waagerechten Geraden, die zu E(N) und E(D) fiihren,

dann ist (@j = ED)-EM) und Gleichung 3 vereinfacht sich zu;
dT )i mp AT
. _4RT;
AgHyp = ATD (%)

(AT und Tp sind also bereits im ausgerechneten Formular der Vorauswertung enthalten.)
Die apparente Standardreaktionsentropie erhilt man aus Gleichung 4.

Nachbereitungsfragen

Leiten Sie Gleichung (1) her.

Gehen Sie dazu von der Stochiometrie der Reaktion
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N=D

und davon aus, dass gilt:
E(T) = E(M) + £ [N]+f;,[D]
E(D) = E(M) +£,[N],

E(N) = E(M) + £ [N],

E(M) ist die Extinktion der ,,Matrix“ (Gesamtheit der Substanzen, deren Konzentrationen
nicht durch die Reaktion bestimmt werden, z.B. Losungsmittel, Verunreinigungen), fb und fx
sind die Proportionalitdtsfaktoren zwischen Konzentration und Extinktion der jeweils reinen
Komponenten (Produkt aus molarem Extinktionskoeffizienten und der Kiivettendicke).

Symbole
Symbol Bedeutung
N native Form
D denaturierte Form
K' apparente Denaturierungskonstante
[N]o Anfangs- bzw. Totalkonzentration
E(N) Extinktion der reinen nativen Form bei [N]o
E(D) Extinktion der reinen denaturierten Form bei [D]=[N]o
E(T) Extinktion einer Loésung bei der Temperatur T und [N]o
ApH' apparente Denaturierungsenthalpie
ARS' apparente Denaturierungsentropie
To Denaturierungs- bzw. "Schmelz"temperatur
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Datenblatt: Proteindenaturierung

OAdnmeldung nicht vergessen!

Oin°C

E(T)

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

08.04.2022

Der Versuch wurde ordnungsgemill durchgefiihrt, die Daten in das Excel-Formular

eingetragen und der Arbeitsplatz iibergeben.

0Abmeldung nicht vergessen!
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