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Übungen in physikalischer Chemie für B. Sc.-Studierende 
Versuch Nr.: S13  Version 2022 
Kurzbezeichnung: Denaturierung 

 

Ermittlung von Reaktionsgrößen der 
Proteindenaturierung  

 
 

Aufgabenstellung 
 
Bei 293 nm ist die Extinktion einer α-Chymotrypsinogen-Lösung 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 für eine Proteindenaturierung ist die Annahme eines Gleichgewichts 
zwischen der nativen (N) und der denaturierten (D) Form: 
 
𝑁𝑁 ⇌ 𝐷𝐷 
Die Lage dieser Gleichgewichte ist neben der Temperatur auch stark vom eingestellten pH-
Wert und der Ionenstärke abhängig. Gleichgewichtskonstanten und Reaktionsgrößen, die bei 
festgelegten Konzentrationen dieser Einflussgrößen ermittelt werden, werden deswegen als 
„apparente“ Reaktionsgrößen bezeichnet und mit einem Apostroph gekennzeichnet.  
 
Für die Gleichgewichtskonstante gilt das Massenwirkungsgesetz. 

 
[D]K '
[N]

=  

 
Das Verhältnis von nativer und denaturierter Konzentration wird im vorliegenden Versuch 
über Extinktionsmessungen ermittelt. Die Extinktion bei 293 nm widerspiegelt 
Absorptionsveränderungen, die durch das Ausklappen von Histidin-Gruppen aus 
hydrophoben Domänen in die wässrige Lösung entstehen.  
 
Es gilt zunächst:  
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erhält man daraus  
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Nach der van’t Hoffschen Reaktionsisobare ist  
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Setzt man hier die Beziehung für K’ ein, erhält man: 
 

2 2
R

ln K dE(T) 1 1H ' RT RT
T dT E(N) E(T) E(T) E(D)

  ∂
∆ = = − −  ∂ − −  

 

 

Da die Denaturierungsenthalpie meist temperaturabhängig ist, ist es auch sinnvoll,  
sie einer bestimmten Temperatur zuzuordnen. Wählt man dafür die sogenannte 
Schmelztemperatur TD, bei der die Konzentration der nativen und der denaturierten Form 
untereinander gerade gleich sind, wird K’=1, und es gelten folgende Beziehungen: 
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Für die Berechnung von '

R TDH∆  resultiert dann: 
 

2
' D

R TD
T TD

4RT dE(T)H
E(D) E(N) dT =

 ∆ =  −  
      (3) 

 
Nach der van’t Hoff‘schen Reaktionsisobare wird  
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'
R TD D TDG RT ln K 0∆ = − =   

 
und aus der Gibbs-Helmholtz-Gleichung erhält man somit  
 

' R
R TD

D

H '
S

T
∆

∆ =          (4) 

Vorbereitungsfragen 
 

- Informieren Sie sich über die Konzentrationsfestlegungen für apparente Größen in der 
biochemischen Thermodynamik. 

- Informieren Sie sich über den Aufbau von UV/Vis-Spektrometern. 
- Wie lautet das Lambert-Beer‘sche Gesetz, und unter welchen Bedingungen ist es 

gültig?   
 
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., vollständig überarbeitete Auflage,Wiley-VCH, Weinheim, 2008 
 
N. Poklar, G. Vesnaver, S. Lapanje,  J. Prot. Chem. 14(1995)709-19 

 
Durchführung 

 
 
Gerätebedienung 
 
Die Bedienung der Gerätschaften erfolgt anhand der detaillierten, am Praktikumsplatz 
ausliegen, Arbeitsanleitung. 
 
Probenvorbereitung: 
 
Dazu erfolgt die Einwaage von 2 mg ((±0,5 mg) des Proteins α-Chymotrypsinogen A direkt in 
den auf die Analysenwaage gestellten Maßkolben mit 2 ml Volumen.  
Die in der Abb.1 dargestellte Menge auf dem Spatel entspricht ca. 2 mg. 
 

    Abb. 1  
 
Anschließend ist mittels einer Tropfpipette der Maßkolben bis zum Halsansatz (ca. 1 ml) mit 
der bereitgestellten 0,01 M Glycin/NaCl-Puffer-Lösung zu füllen und das Protein unter 
Schütteln zu lösen. Mehrmals ist der Glasstopfen zu öffnen, damit gebildete Schaumbläschen  
entweichen können. Ist eine vollständige Auflösung des Proteins erfolgt, wird das 
Endvolumen von 2 ml durch weitere Zugabe von Glycin-Lösung bis genau zur 
Eichmarkierung des Maßkolbens aufgefüllt und nochmals gründlich geschüttelt.  
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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 temperaturabhängig 
sind.  
Diese Temperaturabhängigkeit kann allerdings im Denaturierungsbereich zufriedenstellend 
durch Geradengleichungen ausgedrückt werden.  
 
Abb. 2   

 
 

Die Auswertung von Gleichung 3 durch das Vorauswertungsprogramm, die mit Hilfe der 
Abbildung 2 erläutert werden soll, beruht nun darauf, dass zunächst  der Verlauf dieser 
Geraden anhand der Messpunkte festgestellt wird, die vor bzw. hinter dem 
Denaturierungsbereich liegen. 
Als nächstes wird die Senkrechte gesucht, deren Schnittpunkt mit der Messkurve denselben 
Abstand zur Extinktionsgerade der nativen und der denaturierten Form aufweist, wodurch TD, 
E(N) und E(D) bestimmt sind.  
Schließlich wird bei TD eine Tangente an die Messkurve gelegt. Der Anstieg dieser Tangente 

entspricht 
T TD

dE(T)
dT =

 
 
 

 . Bezeichnet man mit ∆T das Temperaturintervall zwischen den 

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

dann ist    
T TD

dE(T) E(D) E(N)
dT T=

−  =  ∆ 
 und Gleichung 3 vereinfacht sich zu; 
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(ΔT und TD  sind also bereits im ausgerechneten Formular der Vorauswertung enthalten.) 
 

Die apparente Standardreaktionsentropie erhält man aus Gleichung 4.  
 

Nachbereitungsfragen 
 
Leiten Sie Gleichung (1) her. 
 

Gehen Sie dazu von der Stöchiometrie der Reaktion  
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𝑁𝑁 ⇌ 𝐷𝐷  
und davon aus, dass gilt:  
 

N D

D 0

N 0

E(T) E(M) f [N] f [D]
E(D) E(M) f [N]
E(N) E(M) f [N]

= + +
= +
= +

  

E(M) ist die Extinktion der „Matrix“  (Gesamtheit der Substanzen, deren Konzentrationen 
nicht durch die Reaktion bestimmt werden, z.B. Lösungsmittel, Verunreinigungen), fD und fN 

sind die Proportionalitätsfaktoren zwischen Konzentration und Extinktion der jeweils reinen 
Komponenten (Produkt aus molarem Extinktionskoeffizienten und der Küvettendicke).  
 

Symbole 
  Symbol  Bedeutung 
  N native Form 
  D denaturierte Form 
  K' apparente Denaturierungskonstante 

  [N]0 Anfangs- bzw. Totalkonzentration  

  E(N) Extinktion der reinen nativen Form bei [N]0 

  E(D) Extinktion der reinen denaturierten Form bei [D]=[N]0 

  E(T) Extinktion einer Lösung bei der Temperatur T und [N]0 

  𝛥𝛥𝑅𝑅H' apparente Denaturierungsenthalpie 

 𝛥𝛥𝑅𝑅S' apparente Denaturierungsentropie 

  TD Denaturierungs- bzw. "Schmelz"temperatur 
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Übungen in physikalischer Chemie für B. Sc.- Studierende 
 
Datenblatt: Proteindenaturierung 
□Anmeldung nicht vergessen! 
Gruppe:.........        Datum:.........  
 
 
 
 

θ in °C E(T) 
45   
46   
47   
48   
49   
50   
51   
52   
53   
54   
55   
56   
57   
58   
59   
60   
61   
62   
63   
64   
65   

 
 
 
 
 
Der Versuch wurde ordnungsgemäß durchgeführt, die Daten in das Excel-Formular 
eingetragen und der Arbeitsplatz übergeben. 
 
 
 
Unterschrift:......................... 
□Abmeldung nicht vergessen! 
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