Phasengleichgewichte beim Ausfallen von Proteinen

aus wassrigen Ldsungen

vom Fachbereich Maschinenbau und Verfahrenstechnik
der Technischen Universitit Kaiserslautern
zur Erlangung des akademischen Grades
Doktor-Ingenieur (Dr.-Ing.)

genehmigte Dissertation

vorgelegt von
Dipl.-Chem. Ekaterina Popova

aus Sankt Petersburg, Russische Foderation

D 386
Kaiserslautern 2007






Phasengleichgewichte beim Ausfallen von Proteinen

aus wassrigen Ldsungen

vom Fachbereich Maschinenbau und Verfahrenstechnik
der Technischen Universitit Kaiserslautern
zur Erlangung des akademischen Grades
Doktor-Ingenieur (Dr.-Ing.)

genehmigte Dissertation

vorgelegt von
Dipl.-Chem. Ekaterina Popova

aus Sankt Petersburg, Russische Foderation

Eingereicht am: 10.01.2007
Miindliche Priifung am: 11.05.2007
Promotionskomission:
Vorsitzender: Prof. Dipl.-Ing. Dr. techn. H.-J. Bart
Referenten: Prof. Dr.-Ing. G. Maurer

Prof. Dr. G. Sadowski
Dekan: Prof. Dr.-Ing. J. Aurich

D 386

Kaiserslautern 2007






Vorwort

Die vorliegende Arbeit entstand in der Zeit von 2002 bis 2006 wihrend meiner Tatigkeit als
wissenschaftliche Mitarbeiterin am Lehrstuhl fiir Technische Thermodynamik der
Technischen Universitidt Kaiserslautern. Herr Prof. Dr.-Ing. G. Maurer hat diese Arbeit
angeregt, stets engagiert betreut und mich tatkréftig unterstiitzt. Fiir die zahlreichen

Diskussionen und die vielen hilfreichen Ratschldge danke ich ihm aufrichtig.

Frau Prof. Dr. G. Sadowski danke ich fiir die Ubernahme des Koreferates und das meiner
Arbeit entgegenbrachte grosse Interesse. Herrn Prof. Dipl.-Ing. Dr. techn. H.-J. Bart danke ich

fiir die Ubernahme des Vorsitzes der Priifungskomission.

Bei allen Mitarbeitern des Lehrstuhls fiir Technische Thermodynamik bedanke ich mich fiir
ein angenehmes Arbeitsklima und eine unkomplizierte Zusammenarbeit. Ein besonderes
Dankeschon fiir die freundliche Unterstilitzung im Lehrstuhlsalltag und fiir das Korrekturlesen

dieser Arbeit gilt Frau Monika Reim.

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, Bonn-Bad Godesberg danke ich fiir die finanzielle

Unterstuitzung.
Von ganzem Herzen bedanke ich bei meinen Eltern und meinem Freund Martin, die mich mit

ihrer Hilfsbereitschaft und ithrem Verstandnis stets liebevoll unterstiitzt und damit auch zum

Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben.

Neustadt an der Weinstrasse, im Mai 2007






Summary

Salting-out is a widely used method for the isolation and purification of proteins on both the
laboratory and the industrial scales. In a salting-out step an aqueous protein solution is forced
to undergo a phase separation by adding an appropriate salt solution. The solution is thus
separated into a protein lean liquid phase and a protein rich phase. The structure of the protein
rich phase may depend on various parameters as, e.g., the initial protein concentration, the
amount of added salt, the pH of solution and the temperature. Caused by kinetically controlled
processes, the precipitating protein might not be in thermodynamic equilibrium but in a

metastable state.

In the present work, the results of a systematic experimental study on the phase behaviour of
aqueous systems of a protein and a single salt are presented. The precipitation of lysozyme,
bovine serum albumin, ovalbumin and trypsin by sodium sulphate, ammonium sulphate as
well as volatile salts (ammonium carbamat and ammonium bicarbonate) was investigated.
Three types of experiments were performed without pH-adjustment of the aqueous solutions
at room temperature: cloud point measurements, phase equilibrium measurements with an
analysis of the compositions of the coexisting phases and light microscopy of the precipitated

phases.

The appearance of a cloud point in aqueous (protein + salt + water) systems implies the start
of phase separation. However, it does not say anything about the structure and the
thermodynamical stability of the coexisting phases. It was shown, that by cloud point
measurements the boundary between one-phase and two-phase regions (solid-liquid
boundary) is overpassed. But it was also shown, that cloud point may occur in a one phase
region. In such cases it is suggested, that a macromolecular impurity precipitates. The
measured cloud point curves cover salt concentrations up to 40 wt% (depending on salt
solubility) at protein concentrations up to 25 wt%. The salt concentration required to turn the

solution cloudy increases rapidly with decreasing protein concentration.

The experimental results for the cloud points in (lysozyme + sodium sulphate (ammonium
sulphate) + water) are in good agreement with literature data for amorphous lysozyme. About

15 wt% of sodium sulphate, or 20 wt% ammonium sulphate, or 9 wt% ammonium carbamate



or 6 wt% ammonium bicarbonate are required to cause the appearance of a cloud point in a

one weight percent solution of lysozyme.

Aqueous solutions of bovine serum albumin and ovalbumin could be turned cloudy with
aqueous solutions of ammonium sulphate. In both cases the concentration of about 30 wt%
salt is required to turn a one weight percent protein solution cloudy. The addition of saturated
sodium sulphate solution results in phase separation neither with bovine serum albumin
solutions nor with ovalbumin solutions. The addition of saturated solutions of the volatile

salts to aqueous bovine serum albumin (ovalbumin) solution results in the formation of gas.

The phase equilibrium measurements gave the coexisting protein lean and protein rich phases.
In systems (bovine serum albumin (ovalbumin) +sodium sulphate + water) a three-phase
equilibrium was observed. In nearly all experiments the supernatant protein lean phase was
homogenous whereas the protein rich precipitate was in all cases a mixture of the “true”
precipitate and the protein lean liquid phase as a complete phase separation could not be

achieved.

In all (lysozyme + salt + water) systems the formation of lysozyme crystals was observed. At
low salt concentration salt free lysozyme crystals are formed. The composition of these
crystals is about 16 wt% water and 84 wt% lysozyme. This observation is in good agreement
with literature data. The crystals which form at high salt concentration may contain up to 15

wt% of salt.

In further work the influence of pH on phase behaviour (lysozyme + sodium sulphate
(ammonium sulphate) + water) systems was investigated. The composition of salt free

lysozyme crystals remained the same over a wide range of pH.

The protein lean phase coexisting with lysozyme crystals may content up to 12 wt% of
protein. The lysozyme solubility is significantly reduced by volatile salts. This can be used in
the treatment of aqueous protein solutions. Moreover, both the protein lean and protein rich

phases can be easily desalted when volatile salts are used as precipitating agent.

The salting-out of bovine serum albumin as well as of ovalbumin with ammonium sulphate

results in the precipitation of an amorphous water-soluble phase. No protein crystals were

II



observed. The amorphous protein rich phase may contain up to 20 wt% of the salt. The

solubility of bovine serum albumin as well as ovalbumin is higher than that of lysozyme.

A metastable equilibrium between a liquid protein lean phase and an amorphous protein rich
phase was observed by salting-out of these proteins with sodium sulphate. The protein
concentration in the protein lean phase is very small and seems to be independent of the salt
concentration. In case of stable three-phase equilibrium a protein lean supernatant phase

coexists with a sodium sulphate decahydrate crystals and a very viscous protein rich phase.

In the system (trypsin + ammonium sulphate + water) a two-phase equilibrium between an
amorphous precipitate and a liquid protein lean phase was observed. The stability of trypsin
should be taken into account when choosing the precipitating salt, as trypsin is only stable at

low pH.

The present work contributes to the understanding of phase behaviour of (protein + salt +
water) mixtures. Some model systems with sodium sulphate and ammonium sulphate were
investigated. It was shown, that volatile salts (i.e. salts from ammonia and carbon dioxide) can
be successfully used for precipitating of proteins from aqueous solutions. The experimental
results of this work provide a basis for modelling the phase behaviour of (protein + salt +

water) systems, e.g. protein salting-out and protein crystallisation.
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1 Einleitung

Der wachsende Bedarf an Enzymen bzw. Proteinen fiir z. B. medizinische, zunehmend aber
auch technische Zwecke, ist nur durch deren biotechnologische Herstellung zu decken. Haufig
werden dafiir gentechnisch verénderte Hefen oder Bakterien eingesetzt, die aus dem ihnen
zugefiihrten Substrat (unter anderem) das gewlinschte Protein metabolisieren. Auf diese
Weise gewonnene Proteine miissen aus wéssrigen Losungen abgetrennt und gereinigt werden.
Zu den hiufig verwendeten Grobreinigungsverfahren gehdren das isoelektrische Ausfillen
und das Ausfillen mit Hilfe von Salzen, organischen Losungsmitteln und Polymeren [1].
Die Fillung mit Hilfe von Salzen (z. B. Ammoniumsulfat) ist ein unkompliziertes und
verbreitetes Verfahren, bei dem die biologischen Eigenschaften eines Proteins erhalten
bleiben. Dieses Verfahren basiert auf dem Aussalzeffekt, d. h. dem Verringern der Loslichkeit
eines Proteins mit steigender Salzkonzentration. Das Phasenverhalten eines proteinhaltigen
Systems wird durch eine Vielzahl von Parametern, z. B. Art und Konzentration der Stoffe,
Temperatur, pH-Wert und lonenstirke, beeinflusst. Beim Ausfillen der Proteine konnen
sowohl stabile als auch metastabile Phasengleichgewichte auftreten. Trotz der grof3en
Bedeutung dieses Phidnomens bei der biotechnologischen Herstellung von Proteinen sind die
das Ausfillen verursachenden physikalisch-chemischen Effekte weitgehend ungeklért.
Deshalb wird die Thermodynamik solcher Phasengleichgewichte intensiv untersucht. Dabei
stehen Arbeiten zur Bestimmung der Triibungskurven in wéssrigen Proteinldsungen [2-8], der
Loslichkeit von amorphen Proteinen in wéssrigen Salzlosungen [9-14] sowie der
Kristallisation von Proteinen [15-18] im Vordergrund des Interesses. Die Untersuchungen
konzentrieren sich meistens auf eines der beschriebenen Phinomene. Uber allgemeine
thermodynamische Forschungen auf diesem Gebiet wird in der Literatur selten berichtet
[10,19,20].
Fiir die Auslegung und Optimierung des Reinigungsverfahrens eines Proteins ist die Kenntnis
aller Phasengleichgewichte in einem System aus Protein, Salz und Wasser und deren
Beeinflussung durch Verfahrensparameter erforderlich. In diesem Zusammenhang muss die
Verteilung aller Komponenten auf die koexistierenden Phasen untersucht werden.
Die vorliegende Arbeit ist Teil eines Projektes am Lehrstuhl fiir Technische Thermodynamik
der Technischen Universitidt Kaiserslautern, das in Zusammenarbeit mit den Arbeitsgruppen
von Prof. P. A. Pessoa Filho von der Faculty of Chemical Engineering der Escola Politecnica,
Sao Paulo / Brasilien und Prof. E. Miranda vom Department of Biotechnological Processes
der Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP, Campinas / Brasilien, mit
1



Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft durchgefiihrt wird. Ziel dieser
Arbeiten ist es, das Phasenverhalten ternédrer Systeme Protein — Salz — Wasser zu bestimmen
und die das Ausfillen verursachenden physikalisch-chemischen Effekte zu modellieren. In
diesem Zusammenhang wurde in der vorliegenden Arbeit das Phasenverhalten solcher
terndrer Systeme bei Umgebungstemperatur experimentell untersucht.

Bei der Auswahl der verwendeten Proteine war zu beachten, dass diese in ausreichender
Reinheit erhiltlich und {iber einen hinreichenden langen Zeitraum in den zu untersuchenden
terndren Systemen stabil sind. In der vorliegenden Arbeit wurden mehrere Proteine
untersucht. Lysozym ist ein in fast allen tierischen Korperfliissigkeiten vorkommendes
Enzym, das gegen Bakterien wirkt, indem es deren Zellwand abbaut. Therapeutisch
verwendetes Lysozym wird aus Hiihnereiern gewonnen (Hiithnereiweif3-Lysozym). Lysozym
aus Hiihnereiweil3 ist das am griindlichsten untersuchte Lysozym, deshalb wurde es als
Modellprotein fiir die Versuche ausgewihlt. Ein weiteres hier verwendetes Protein ist das aus
Rinderblut gewonnenes Bovin Serum Albumin (BSA). Genauso wie Ovalbumin (Albumin
aus Eiweil}) ist es gut in Wasser 16slich und in einem breiten pH- und Konzentrationsbereich
stabil. Trypsin gehort zu den wichtigsten Verdauungsenzymen (Proteasen). Diese in der
Medizin (Enzym-Therapie) eingesetzten Enzyme werden aus tierischen Quellen gewonnen.
Als ,,Standardsalze® fiir die experimentellen Untersuchungen wurden Natriumsulfat und
Ammoniumsulfat gewéhlt. In weiteren Untersuchungen wurden sogenannte ,,fliichtige* Salze
(auf der Basis von Ammoniak und Kohlendioxid) eingesetzt. Solche Salze haben den Vorteil,
dass die nach einer Abtrennung der Proteine verbleibenden Salzlosungen durch Erwdrmung
weitgehend entsalzt und die dabei zuriickgewonnenen Gase (Ammoniak und Kohlendioxid)
zuriickgefiihrt werden konnen. Die Ergebnisse der experimentellen Untersuchungen sollen die

Grundlagen fiir eine in weiterfithrenden Arbeiten vorgesehene Modellierung liefern.



2 Stand des Wissens

2.1 Physikalisch-chemische Eigenschaften der Proteine
2.1.1 Aufbau der Proteine

Proteine sind Makromolekiile aus Aminosduren. Die Aminosduren sind ausschlielich durch
Peptidbindungen verbunden. Eine Peptidbindung entsteht zwischen einer sauren
Carboxylgruppe und einer basischen Aminogruppe zweier Aminosduren unter Abspaltung
eines Wassermolekiils (Abb. 2.1). Diese starke kovalente Bindung kann nur durch
konzentrierte Sduren oder Basen, hohe Temperaturen oder proteolytische Enzyme (andere
Proteine, sogenannte Proteasen) zerstort werden. Natiirliche Proteine enthalten nur 20 von
iber 80 bekannten Aminosduren. Die Seitenketten R, die diese 20 Aminosduren
unterscheiden, bestehen aus Kohlenwasserstoffgruppen, die z. B. aromatische Ringe, Amino-
und Carboxylgruppen, sowie Schwefelwasserstoffgruppen enthalten konnen. Einige Proteine
besitzen ,,nicht natiirliche® Aminosduren. Solche Proteine entstehen z. B. durch chemische

Modifikation nach der Synthese oder durch Eingriffe in den Synthesevorgang.

a) b)
R, R,
| |
NH,— CH— COOH + NH,— CH— COOH R
|
l -H,0 H— (NH—C —CO),— OH
|
R, R, H

[ o
NH,— CH-CO—NH + CH—COOH

Abb. 2.1 Primdrstruktur des Proteins: a) Bildung der Peptidbindung zwischen zwei
Aminosduren mit unterschiedlichen Seitenketten R; b) generelle Formel einer

Polypeptidkette mit R;

Die Vielfalt der chemischen Eigenschaften der Aminosduren ermoglicht den Einsatz von
Proteinen beispielsweise als strukturelle Proteine (z. B. Membranproteine), katalytische
Proteine (Enzyme), Transport- und Speicherproteine (z. B. Himoglobin), Regulationsproteine

(z. B. Hormone) und Immunsystemproteine (z. B. Immunoglobuline).



Die Anzahl der Aminoséduren in einem Proteinmolekiil variiert zwischen etwa 100 und 27000.
Die Aminosduresequenz bestimmt die Primarstruktur eines Proteins (Abb. 2.2a). Von {iber
40000 Proteinen ist die Primédrstruktur aufgeklart.

Die Aminosdurenkette ist zu einer Sekundérstruktur (Abb. 2.2b) gefaltet. Unter der
Sekundirstruktur eines Proteins versteht man eine {ibergeordnete Struktur, die sich einstellt,
wenn nicht benachbarte Aminosduren der Primérstruktur miteinander in Wechselwirkungen
treten, z. B. durch Wasserstoffbriicken, elektrostatische Anziehungskrifte, etc. Drei
Sekundarstrukturen (wie a-Helix, B-Faltblitter und Loops) sind bekannt. Bei einer a-Helix-
Struktur faltet sich eine Polypeptidkette zu einer zylinderartigen Struktur, welche eine
durchschnittliche Linge von 10 Aminosduren besitzt und alle Seitenketten nach auflen
gerichtet hat. Bei einer [-Faltblatt-Struktur werden Wasserstoffbriicken zwischen zwei
nebeneinander liegenden Peptidketten, welche vollig ausgestreckt sind, gebildet. Loops
bestehen zum Grofteil aus hydrophilen Aminosduren und sind dadurch recht hiufig an der
Oberfldache von Proteinen anzutreffen. Wie aus dem Namen schon ersichtlich ist, ermdglichen

sie es der Polypeptidkette, innerhalb von wenigen Aminosduren ihre Richtung zu dndern.

d)

Abb. 2.2 Réumliche Struktur des Proteins: a) Primdrstruktur, b) Sekunddrstruktur o-

Helix und p-Faltblatt; c) Tertidrstruktur und d) quaterndire Struktur

Als Tertidrstruktur bezeichnet man die rdumliche Anordnung, die das Protein in einer
wissrigen Losung unter bestimmten Bedingungen (z. B. Temperatur und pH-Wert),
einnimmt. Die Tertidrstruktur (Abb. 2.2c) kann sich aus verschiedenen Sekundérstrukturen
zusammensetzen. Die Tertidrstruktur eines Proteins hidngt von zwei wichtigen Faktoren ab:
von der Primirstruktur und von den physikalisch-chemischen Bedingungen, die von der
Umgebung aufgeprigt werden. So brechen bei Temperaturerh6hung einige der schwachen
intramolekularen Bindungen (meistens Dipol-Dipol Wechselwirkungen) auf, so dass sich die

Tertidrstruktur dndert. Verdndert sich der pH-Wert des Mediums, so verlieren einige saure



oder basische Seitenketten ihre negativen bzw. positiven Ladungen, und darauf basierende
Bindungen werden aufgelost, das wirkt sich wiederum auf die Tertidrstruktur aus. Die
biochemischen Eigenschaften eines Proteins hingen von der Tertidrstruktur ab. Wird
beispielsweise die Tertidrstruktur eines Enzyms verdndert, so dndern sich seine katalytischen
Eigenschaften; im Extremfall verliert das Enzym seine katalytische Wirkung.

Viele Proteine besitzen eine so genannte quaterndre Struktur (Abb. 2.2d). Sie entsteht
dadurch, dass zwei oder mehrere rdumlich gefaltete Polypeptidketten durch nichtkovalente
Wechselwirkungen zusammengehalten werden.

Man unterscheidet zwei Hauptgruppen von Proteinen: globulare und fibrillare Proteine. Die
globularen Proteine, deren Tertidr- oder Quaternarstruktur einer Kugel oder einer Birnenform
dhnelt, sind meist in Wasser (Albumine) oder in wissrigen Salzlosungen (Globuline) gut
16slich (s. Abschnitt 2.1.2). Die fibrillaren Proteine weisen eine fadenférmige Struktur auf und

sind in Wasser unloslich (z. B. Keratin oder Kollagen).

2.1.2 Loslichkeit von Proteinen in wassrigen Losungen

Durch Aminosdurereste und unpolare bzw. polare Gruppen der seitlichen Ketten des
Proteinmolekiils, die sich auf der Proteinoberfliche befinden, besitzen die Proteinmolekiile
sowohl hydrophobe als auch hydrophile Oberflichen. Die Verteilung der hydrophoben und
hydrophilen Oberflichen bestimmt die Loslichkeit eines Proteins in Wasser (vgl. Abb. 2.3).

R R

o Lo _
HN—CH—COOH § HN—CH—COO

20

R
| _
H,N—CH—CO0O

Abb. 2.3 Loslichkeit der Proteine: links - Sdure-Base-Gleichgewicht einer Aminosdure;
rechts - Verteilung der Ladungen und hydrophoben Oberflichen eines

Proteinmolekiils.

Basierend auf dem Ldslichkeitsverhalten werden die globularen Proteine in Albumine und

Globuline unterteilt. Albumine sind gut in Wasser sowie in verdiinnten wéssrigen



Salzlosungen 16slich. Globuline dagegen sind ausschlieBlich in wéssrigen Salzlésungen
16slich.

Das Loslichkeitsverhalten der Proteine in wissrigen Losungen resultiert aus verschiedenen
Arten von Wechselwirkungen (s. Tabelle 1). In der Losung lagern sich Wassermolekiile an
das Protein an. Sie bilden eine Hydrathiille, wobei die hydrophilen und hydrophoben
Oberflichen von Wassermolekiilen ,,geschiitzt“ werden. Sind in der Ldsung ionische
Komponenten vorhanden, so konnen sie zur Loslichkeit des Proteins beitragen. Kationen und
Anionen konnen auf unterschiedliche Weise mit einem Proteinmolekiil in Wechselwirkung
treten. Dabei unterscheidet man zwischen nicht spezifischer (elektrostatischer) und
spezifischer (chemischer) Bindung. Die Aggregation der Proteinmolekiile (und als Folge das

Verringern der Loslichkeit) wird durch Protein-Protein-Wechselwirkungen bedingt.

Tabelle 1 Wechselwirkungen zwischen einem Proteinmolekiil und seiner Umgebung
Proteinmolekiil
Hydrophobe Oberfldchen Hydrophyle Oberflidchen
Hydrathiille
Protein-Protein-Wechselwirkungen Elektrostatische Wechselwirkungen
(Abschirmen)
chemische Bindung lon-Protein
(Bindung mit H', OH", Gegenionen)

Aufgrund der Vielfalt physikalisch-chemischer Wechselwirkungen zwischen den
Komponenten einer wissrigen Proteinlosung wird die Loslichkeit eines Proteins von vielen

Parametern beeinflusst.

2.1.3 Einfluss von pH und Einfluss eines Salzes auf die Loslichkeit

Je nach pH-Wert ist das Sdure-Base-Gleichgewicht der restlichen Amino- und
Carboxylgruppen in einem Proteinmolekiil (Abb. 2.3a) verschoben. Die Gesamtmenge der
Ladungen aller Gruppen legt die Nettoladung eines Proteins fest. Die Nettoladung wird
deshalb vom pH-Wert der umgebenden Losung (Abb. 2.4a) bestimmt. Der pH-Wert, bei dem
sich die positiven und negativen Ladungen des Proteinmolekiils gegenseitig autheben (die

Nettoladung also Null wird), nennt man den isoelektrischen Punkt. Dieser pH-Wert wird




durch pl gekennzeichnet. Die Loslichkeit eines Proteins ist am isoelektrischen Punkt am
geringsten (Abb. 2.4b). Ober- oder unterhalb des isoelektrischen Punktes tragen die
Proteinmolekiile Ladungen mit gleichen Vorzeichen (positiv oder negativ) und stoflen sich ab.
Eine Zusammenballung zu unloslichen Aggregaten wird dadurch vermindert und die
Proteinmolekiile bleiben in Losung. So ist z. B. die Loslichkeit von Lactalbumin bei pH 5,2
bis 5,3 am geringsten, ober- oder unterhalb dieses pH-Wertes steigt die Loslichkeit des
Proteins stark an. Dieses Verhalten ist typisch fiir globulare Proteine, wobei der pH Wert, bei
dem das Loslichkeitsminimum auftritt, von Protein zu Protein verschieden ist.

Da die Nettoladung eines Proteins sich auch auf dessen Tertidrstruktur auswirken kann, sind
viele Proteine nur in einem bestimmten pH-Bereich stabil. Verldsst man diesen pH-Bereich,
kommt es in der Regel zu irreversiblen Verdnderungen der rdumlichen Struktur des Proteins.

Diese Erscheinung nennt man Denaturieren [1].
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Abb. 2.4 Einfluss des pH-Wertes auf die Proteinldslichkeit: a) Abhdngigkeit der
Nettoladung von Ovalbumin vom pH-Wert der Losung [21]; b) Loslichkeit

eines globularen Proteins

Durch Erhohung der Konzentration eines Salzes kann die Loslichkeit eines Proteins sowohl
erhoht als auch erniedrigt werden.

Die Zunahme der Proteinldslichkeit wird ,,Salting-In‘“ (Einsalzen) genannt. Dieser Effekt wird
iiberwiegend bei niedriger lonenstirke (unter 0,5 M) beobachtet und kann durch nicht
spezifische elektrostatische Wechselwirkungen zwischen geladenem Protein und Salzionen, z.
B. mit der Debye-Hiickel-Theorie, erklart werden [22].

Die Erniedrigung der Loslichkeit bei Zugabe eines Salzes wird ,,Salting-Out™ (Aussalzen)

genannt. Aussalzen wird insbesondere bei hoherer lonenstirke beobachtet. Dieser Effekt



beruht vor allem auf der Konkurrenz von Protein und Salzionen um die Wassermolekiile der
Hydrathiille. Bei hoher Ionenkonzentration stehen nicht mehr geniigend Wassermolekiile zur
Hydratisierung der Proteine zur Verfligung. Die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen
Proteinmolekiilen werden dadurch verstirkt, dies fithrt zur Aggregation. Aus diesen
Erlduterungen erkennt man, dass am isoelektrischen Punkt die Auswirkung einer Anderung

der Konzentration eines Salzes gering ist [23,24].

2.2 Phasenverhalten wassriger, proteinhaltiger Systeme

Ein Phasendiagramm zeigt die Gleichgewichtszusammensetzungen als Funktion der
Einflussgrofen, z. B. Temperatur und Konzentration. Wéssrige Proteinlosungen sind in der
Regel sehr komplex. Dies resultiert daraus, dass Proteine selten hochrein vorliegen, sondern
als mehr oder weniger verunreinigte Stoffe. Als Verunreinigungen treten hiufig Salze oder
andere makromolekulare Verbindungen (z. B. andere Proteine oder Fettsduren) auf. In
Systemen aus Protein, Salz und Wasser untersucht man {iblicherweise den Einfluss der
Temperatur oder der Konzentration eines oder mehrerer Salze auf die Proteinldslichkeit.

Die beim Annihern oder Uberschreiten einer Phasengrenze auftretenden thermodynamischen
Phinomene sind in wéssrigen Proteinlosungen die gleichen wie in wissrigen Losungen
niedermolekularer Stoffe. Allerdings verursacht die komplexe Struktur der in Wasser geldsten
Proteine einige Besonderheiten, die iiberwiegend auf kinetischen Effekten beruhen. Aus
diesem Grund werden oft metastabile Zustinde (Ubersittigung) beobachtet, die zur
Nukleation und zum Phaseniibergang (z. B. Kristallisation) fithren. Ein Schema eines solchen
Phasendiagramms fiir eine konstante Temperatur ist in der Abb. 2.5 dargestellt.

Die Loslichkeitskurve bildet die Grenze zwischen ,ungesittigten und ,libersittigten*
Losungen. In ungesittigter Losung befindet sich das System in einem thermodynamisch
stabilen Zustand. Dort findet kein Phasenzerfall statt. Unmittelbar an die Loslichkeitskurve
grenzt der Bereich der metastabilen Losung an. In diesem Bereich ist die Losung stabil gegen
kleine Einwirkungen von auflen und kann lange einphasig bleiben. Bei noch hoheren Salz-
bzw. Proteinkonzentrationen wird die Stabilititsgrenze erreicht, bei deren Uberschreiten ein
Phasenzerfall eintreten muss. Die dabei ausfallende proteinreiche Phase kann eine stabile
(kristalline) Phase oder eine metastabile (z. B. fliissige oder amorphe) Phase sein. Diese Phase
koexistiert mit einer proteinarmen Losung. Die Zusammensetzung dieser Losung stellt die
Proteinloslichkeit, die bei konstanter Temperatur vom Salzgehalt und der lonenstirke

abhingt, dar.
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Abb. 2.5 Phasenverhalten proteinhaltiger Losungen

Die Grenzen zwischen einer metastabilen und einer stabilen Phase ist im Experiment in der
Regel nicht exakt zu bestimmen, da kinetische Effekte sich entscheidend bemerkbar machen.
Das bedeutet auch, dass bei experimentellen Untersuchungen das thermodynamisch stabile
Gleichgewicht in der Regel nicht erreicht wird. Aus diesem Grund wird zwischen den
Proteinloslichkeiten in Prisenz von Proteinkristallen und einem amorphen Niederschlag
unterschieden.

In den folgenden Abschnitten werden die in proteinhaltigen, wéssrigen Systemen auftretenden
Phasengleichgewichte diskutiert. Die Darstellung dieser Phasengleichgewichte z. B. in
Temperatur-Konzentration Diagrammen wird im Abschnitt 2.2.4 beschrieben. Ein Ansatz der
molekularen Thermodynamik zum Beschreiben des Phasenverhaltens proteinhaltiger

Losungen wird im Abschnitt 2.2.5 vorgestellt.

2.2.1 Spontanes Ausfallen durch Salzzugabe: Salting Out

Nach der von Melander und Horvath vorgeschlagenen Theorie der hydrophoben
Wechselwirkungen [22] dominieren beim Aussalzen zwei Faktoren: die Bildung einer
Hydrathiille und die elektrostatischen Wechselwirkungen. Die Zugabe eines Salzes zu einer
proteinhaltigen Losung fiihrt bei ausreichend hoher Salzkonzentration zur Zerstérung der

Hydrathiille des Proteinmolekiils durch Verdnderungen in der Struktur des Wassers. Dies



verstarkt die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den Proteinmolekiilen und die
Proteinmolekiile lagern sich zusammen. In der Regel sind diese Anziehungskrifte so stark,
dass das Protein in einem amorphen Zustand ausfallt.

Elektrostatische Wechselwirkungen spielen dabei eine wichtige Rolle: einerseits treten nicht-
spezifische elektrostatische Wechselwirkungen und andererseits spezifische Bindungen
zwischen Salz und Protein auf. Untersuchungen zu Protein-Salz-Wechselwirkungen wurden
von Timasheff und Mitarbeitern durchgefiihrt [25-29]. Dabei zeigte sich, dass die
Eigenschaften der Salzionen zu den Wechselwirkungen beitragen. Salze, die an das
Proteinmolekiil chemisch gebunden sind, destabilisieren das Protein. Optimal fiir das
Ausfillen sind Salze, die das Hydratisieren von polaren Stellen und das Dehydratisieren von
hydrophoben Stellen fordern, ohne sich dabei an das Protein zu binden. Dieser Einfluss wird
durch die empirisch gefundene Hofmeister-Reihe [30-32] beschrieben. Fiir eine Reihe
wichtiger Anionen und Kationen ist die Hofmeister-Reihe in der Tabelle 2 angegeben. Die
Effektivitit der Ionen beim Aussalzen nimmt dabei von links nach rechts ab. So wird, um ein
Protein mit einem Sulfatsalz zum Ausféllen zu bringen, eine geringere Menge als mit dem

entsprechenden Chloridsalz benétigt.

Tabelle 2 Hofmeister-Reihe fiir Anionen und Kationen

Anionen | pQ* > SO? > CH,COO™ >Cl > NO, >SCN~

Kationen NH4+ >K*>Na*

Die Proteinloslichkeit in salzhaltiger wiéssriger Losung wird hiufig mit der Cohn Gleichung
beschrieben [33]:

logS=p-K,I (1)
Darin ist S die Proteinloslichkeit (iiblicherweise in mg/g H,O) und / die Ionenstirke der
Losung (liblicherweise mit der Molalitdtsskala beschrieben). K ist die Aussalzkonstante, die

von Protein und Salz abhingt. Der Parameter £ hingt von der Temperatur und dem Protein

ab [34,35]. Die Cohn Gleichung wird ebenfalls benutzt, um den Einfluss eines Salzes auf die
Loslichkeit organischer Substanzen und Gase in Wasser zu beschreiben.

Die Abbildung 2.6a zeigt ein Schema eines Phasengleichgewichts in einer wiassrigen Losung
eines Proteins mit einem Salz. Im Bereich geringer lonenstirke (d. h. niedrigen Salzgehalts)

nimmt die Ldslichkeit mit steigender Salzkonzentration zu (Einsalzen). Nachdem ein
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Maximalwert {iberschritten ist, beobachtet man das Phinomen des Aussalzens. Dabei folgt der
Verlauf der Loslichkeit S in Abhiangigkeit von der lonenstérke 7 der Gleichung (1).

In der Literatur gibt es mehrere Angaben zur Proteinldslichkeit (in Form eines amorphen
Niederschlags), z. B. fiir Lysozym [10,19,34] sowie fiir verschiedene Serum Albumine [14].
In der Abbildung 2.6b sind die Messergebnisse von Shih et al. [10] fiir die Loslichkeit von
Lysozym in wissrigen Losungen von Natriumchlorid in einer der Gleichung (1)
entsprechenden Darstellung gezeigt. Dabei wird als weiterer Parameter der pH-Wert der
Losung betrachtet. Die Messergebnisse tiberdecken ausschlieBlich den ,,Salting-Out* Bereich.
Die Loslichkeit von Lysozym nimmt im mittleren pH-Bereich mit steigendem pH-Wert ab,

eine Erkldrung hierfiir ist die Lage des isoelektrischen Punktes (pI = 11).
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Abb. 2.6 Proteinloslichkeit: a) Einfluss eines Salzes auf das Loslichkeitsverhalten eines

Proteins; b) Literaturdaten von Shih et al. [10] fiir die Loslichkeit von Lysozym

in wdssrigen Losungen von NaCl bei 25 °C.

Die experimentellen Untersuchungen zeigen einen Einfluss der Ladung sowohl der Anionen
als auch der Kationen eines Salzes auf die Steigung der Loslichkeitskurve (Faktor K in
Gleichung 1), wobei der Einfluss von Anionen und Kationen gegenldufig ist. Der Betrag von
K nimmt mit steigender Ladungszahl der Kationen und mit abnehmender Ladungszahl der
Anionen ab [22,26,27]. Salze aus monovalenten Kationen und polyvalenten Anionen (z. B.
Natriumsulfat und Ammoniumsulfat) beeinflussen deshalb die Loslichkeit von Proteinen am

starksten.
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2.2.2 Kristallisation eines Proteins

Proteinkristalle werden u. a. zur Analyse der rdumlichen Struktur eines Proteins bendtigt. Die
Forschung auf dem Gebiet der Proteinkristallisation befasst sich mit physikalisch-chemischen
Grundlagen und experimentellen Methoden, um fiir eine Rontgenstrukturanalyse geeignete
Kristalle zu erzeugen. In der pharmazeutischen Technik ist die Proteinkristallisation ein
wichtiger Schritt bei der Feinreinigung und Formulierung der Wirkstoffe. Es wurden mehrere
experimentelle Methoden zur Proteinkristallisation entwickelt [36-39]. Obwohl Proteine
schon vor 150 Jahren kristallisiert wurden [40-41], sind die Mechanismen der Kristallisation
biologischer Makromolekiile nicht vollstindig bekannt.

Die Kiristallisation eines biologischen Makromolekiils ist aus mehreren Griinden komplizierter
als die Kristallisation einer niedrigmolekularen  Verbindung. Protein-Protein-
Wechselwirkungen dhneln den Wechselwirkungen zwischen kleinen Molekiilen. Allerdings
sind die Kréfte, die einen Kristall zusammenhalten, antiproportional dem Molekulargewicht
und wirken in einem Kristall aus Makromolekiilen viel schwécher. Ein Proteinmolekiil besitzt
mehrere Konformationen, mit Auswirkung auf die Kristallstruktur. Die Vielfalt der
chemischen Gruppen in einem Proteinmolekiil fiihrt dazu, dass schon kleine Verdnderungen
von pH-Wert, Ionenstirke oder Temperatur die Kristallisation deutlich beeinflussen konnen.
Die physikalisch-chemischen Grundlagen der Proteinkristallisation wurden in Ubersichten z.
B. von Durbin und Feher [18] und von Rosenberger [16,17] diskutiert. Eine Datensammlung
iiber bereits kristallisierte Proteine wurde von Gilliland [42] vorgestellt.

Fiir eine Kristallbildung miissen hydrophobe Wechselwirkungen zwischen Proteinmolekiilen,
die beispielsweise in der Nédhe des isoelektrischen Punktes stirker wirken, reduziert werden.
Dies wird in der Regel (nach einer Einstellung des pH auf pH# pl) durch die Zugabe von
Salzen (NaCl, NH4NO; usw.) erreicht. Giinstige Kristallisationsbedingungen werden dann
erreicht, wenn alle Ladungen des Proteinmolekiils abgeschirmt sind [43]. Das geschieht
iiblicherweise bei Salzkonzentrationen zwischen 0,5 und 1,0 mol/l.

Die Proteine bilden Kristalle, die groBBe Hohlrdume (bis zu 85 % des Volumens) aufweisen.
Die Hohlrdume sind mit Losung gefiillt und mit Wassermolekiilen (sogennantem gebundenem
Wasser [44]) ,.gefiittert. Es wird oft behauptet, dass die Lésung in den Riumen des
Proteinkristalls die gleiche Zusammensetzung, wie die umgebende Ldsung, aufweist. Diese

Behauptung wird jedoch in Frage gestellt [18].
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In der Regel betrigt der Wassergehalt in einem Proteinkristall zwischen 13 und 43 Massen-%
[45]. Er kann mittels analytischer Methoden [19] sowie durch Rontgenstrukturanalyse [45-47]
bestimmt werden.

Es wurde bereits erwéhnt, dass die Loslichkeit eines Proteins davon abhéngt, in welcher Form
es aus der Losung ausfillt. Die Loslichkeit von kristallinem Lysozym [34,48-58],
Hemoglobin [59,60], Ovalbumin [61], Canavalin [62], Rennin [63], Collagenase [64],
Concanavalin A [65] und Aprotinin [66] wurde in wissrigen Salzlosungen experimentell
bestimmt.

Die Abbildung 2.7 zeigt den Einfluss verschiedener Parameter auf die Loslichkeit von

Lysozymkristallen [34].
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Abb. 2.7 Experimentelle Ergebnisse fiir die Loslichkeit von Lysozym in wdssrigen

Losungen von NaCl bei 25 °C: a) Einfluss der Salzkonzentration bei pH=5,0
[34]; b) Einfluss des pH-Wertes bei festgehaltener Salzkonzentration,
Evacs =3.5 Massen-% [34]

Im linken Teil der Abbildung ist der Einfluss der Salzkonzentration auf die Proteinloslichkeit
dargestellt. Die Proteinkonzentration in der proteinarmen Ldsung, die sich im Gleichgewicht
mit Proteinkristallen befindet, nimmt mit steigender Salzkonzentration ab (Aussalzen).
Retailleau et al. [24] haben festgestellt, dass bei der Kristallbildung kein Einsalzen, wie z. B.
im Fall des Auflosens eines amorphen Niederschlags, auftritt. Der Einfluss der Temperatur
auf die Loslichkeit von kristallinem Protein wurde z. B. in Systemen mit Lysozym [34,54]
und Ovalbumin [61] untersucht. In der Regel nimmt die Proteinloslichkeit mit steigender

Temperatur zu.
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Es ist nicht uniiblich, dass Proteine mehrere Kristallstrukturen bilden (sog. Polymorphie).
Lysozym wurde beispielsweise in mehr als 4 unterschiedlichen kristallographischen Formen
kristallisiert [66]. Die Eigenschaften dieser verschiedenen Kristallformen, wie z. B.

Loslichkeit [53,54,56] oder Wiarmekapazitét, unterscheiden sich erheblich.

2.2.3 Metastabiles Flussig-Flussig-Gleichgewicht

Bei einer Verianderung der Umgebungsbedingungen, wie Temperatur, pH-Wert oder
Konzentration von Komponenten, wird in proteinhaltigen wéssrigen Losungen manchmal die
Bildung einer zweiten Fliissigkeit beobachtet (Abb. 2.8a). Die Tropfen dieser Fliissigkeit, die
als Koazervat bezeichnet werden, enthalten das Protein in hoher Konzentration.

Ein solches Phasenverhalten wird in der Regel bei Temperaturen unterhalb der
Loslichkeitsgrenze Fliissig-Fest beobachtet. Daher handelt es sich um ein metastabiles
Fliissig-Fliissig-Gleichgewicht. Insbesondere fiir kleine Proteine kann sich das Fliissig-
Fliissig-Gleichgewicht zu hoheren Temperaturen hin verlagern, so dass es auch zu einer
Uberlagerung von stabilen Fliissig-Fest- und Fliissig-Fliissig-Gleichgewichten kommen kann.
Aus diesem Grund hat das metastabile Gebiet der Fliissig-Fliissig-Entmischung
Konsequenzen sowohl fiir das Kristallisationsverhalten von Proteinen als auch fiir die

Morphologie der gebildeten Kristalle.
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Abb. 2.8 Fliissig-Fliissig-Gleichgewicht: a) Bildung von Koazervat im System Bovin yE
Crystallin — Natriumphosphat — Wasser bei pH=7,1 [3]; b) schematische
Darstellung des Fliissig-Fliissig-Gleichgewichts.

In der Abbildung 2.8b ist ein solches Fliissig-Fliissig-Gleichgewicht schematisch in einem
Diagramm dargestellt, in dem die Temperatur iiber der Proteinkonzentration aufgetragen ist.
Die eingetragene Kurve bildet die Grenze zwischen dem ein- und dem zweiphasigen Bereich.
Die Punkte kennzeichnen die Zusammensetzungen zweier koexistierender fliissiger Phasen.
Dabei wird angenommen, dass sich lediglich die Konzentration des Proteins in beiden Phasen
unterscheidet, d. h. der Konzentrationsunterschied des Salzes in beiden Phasen gering ist.
Oberhalb der kritischen Temperatur ist die Losung einphasig.

Die Triibungskurven wurden bereits fiir mehrere Proteine in salzhaltigen Losungen gemessen,
z. B. fiir y-Crystallin [3,4], Lysozym [2,7,68] und Immunoglobulin [69]. In der Abbildung 2.9
ist die Abhéngigkeit der Triibungstemperatur von der Ionenstirke der Losung im System
Lysozym — Natriumchlorid — Wasser dargestellt [2]. Dabei wurden wéssrige Losungen mit
einem konstanten Lysozymgehalt (87 mg/ml) sowie verschiedener Salzkonzentration
hergestellt und langsam abgekiihlt, bis eine Triibung durch Bildung einer zweiten fliissigen

Phase beobachtet wurde.
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Abb. 2.9 Fliissig-Fliissig-Gleichgewicht im System Lysozym — Natriumchlorid — Wasser
bei pH-Werten von 4 und 7 [2]

2.2.4 Komplette Phasendiagramme

Das Phasendiagramm einer proteinhaltigen Losung dient dazu, die physikalisch-chemischen
Eigenschaften und das Verhalten der Proteine zu verstehen. Das Phasenverhalten eines
proteinhaltigen Systems muss unter Einbeziehung aller Einflussparameter (z. B. Temperatur,
pH-Wert und Salzkonzentration) aufgeklart werden.

In verschiedenen Publikationen z. B. von Broide et al. [3], Muschol und Rosenberger [7]
wurden die Phasendiagramme in Systemen mit y-Crystallin und Lysozym untersucht.

In der Abbildung 2.10a ist das Phasendiagramm des Systems Lysozym — Natriumchlorid —
Wasser dargestellt [7]. Die schwarzen Punkte kennzeichnen die Triibungskurve. Diese
Triibungskurve entspricht dem Phédnomen der Fliissig-Fliissig-Entmischung (s. 2.2.3). Die
Konzentration von Natriumchlorid ist in den beiden fliissigen Phasen gleich. Der kritische
Punkt liegt bei etwa 20 °C und einer Lysozymkonzentration von ~260 mg/ml. Bei geringerer
Proteinkonzentration und bei Temperaturen unter 25 °C wurde die Bildung von tetragonalen
Kristallen beobachtet. Orthorhombische Kristalle wurden bei Temperaturen iiber 25 °C

beobachtet [59].
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Abb. 2.10 Phasenverhalten proteinhaltiger Systeme: a) Phasendiagramm des Systems
Lysozym — Natriumchlorid — Wasser, cfS = 5 Massen-%, pH = 4,5 (0,1 M

Natriumazetat-Puffer) [7]; b) allgemeines Temperatur-Konzentration

Phasendiagramm

In der Abbildung 2.10b ist das generelle Phasenverhalten eines proteinhaltigen Systems in
einem Temperatur — Konzentration Diagramm gezeigt. Ein solches Phasendiagramm weist ein
breites Fest-Fliissig-Gebiet auf. Die Loslichkeitskurve bezeichnet die Loslichkeit von
Kristallen. Wenn ein Protein (z. B. Lysozym) unterschiedliche Kristallformen bildet, konnen
mehrere Loslichkeitskurven auftreten. Innerhalb des Fest-Fliissig-Gebietes befindet sich ein
metastabiles Fliissig-Fliissig-Gleichgewicht.

In einem Dreiecksdiagramm, in dem die Ecken die reinen Komponenten darstellen, wird die
Zusammensetzung koexistierender Phasen bei einer konstanten Temperatur aufgetragen.

Von Moretti et al. [19] wurde das Phasenverhalten des Systems Lysozym — Ammoniumsulfat
— Wasser bei Umgebungstemperatur untersucht. Je nach Konzentration des Proteins und des
Salzes wird Kristallisation, ein Ausfédllen oder die Bildung eines Gels beobachtet. In der Abb.
2.11 sind die Ergebnisse dieser Untersuchungen bei pH=8 gezeigt. Bei hoheren
Salzkonzentrationen (iiber 20 Massen-%) wurde das Ausfillen einer amorphen Phase
beobachtet. Die gefiillten bzw. offenen Kreise kennzeichnen entsprechend die
Zusammensetzungen der proteinarmen und proteinreichen Phasen. Bei niedrigeren Salz- und
Proteinkonzentrationen wurde die Bildung von Proteinkristallen beobachtet. Die
Zusammensetzung dieser Kristalle betrdgt 16 Massen-% Lysozym und 84 Massen-% Wasser.
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In Rahmen der Messgenauigkeit konnte in diesen Kristallen kein Ammoniumsulfat

nachgewiesen werden.
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Abb. 2.11 Phasengleichgewichte im System Lysozym — Ammoniumsulfat — Wasser bei
Umgebungstemperatur und pH=8 (Moretti et al. [19])

Nach der Abtrennung der proteinreichen amorphen Phase blieb die proteinarme Phase
iberséttigt und es wurde eine Kristallbildung beobachtet. In dem Gebiet mit
Proteinkonzentrationen bis zu 10 Massen-% und Salzkonzentrationen von etwa 2 Massen-%

bildete sich eine Gelphase aus.
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2.2.5 Molekulare Thermodynamik proteinhaltiger Lésungen

Die Protein-Protein- und Protein-Salz-Wechselwirkungen bestimmen die thermodynamischen
Eigenschaften wissriger proteinhaltiger Losungen auf molekularer Ebene. Sowohl
experimentelle als auch theoretische Untersuchungen tragen zu Aufkldrung dieser
Wechselwirkungen bei. Die Ergebnisse experimenteller Untersuchungen sind fiir die
Entwicklung molekularer, thermodynamischer Modelle unabdingbar. Die Modelle konnen
dann zu Vorhersagen fiir das Phasenverhalten, die Proteinkristallisation sowie die
Proteinaggregation [70,71] verwendet werden. Erste theoretische Untersuchungen des
Aussalzens wurden von Melander und Horvath durchgefiihrt [22]. Thre Theorie der
hydrophoben Wechselwirkungen behandelt den Einfluss des Salzes auf die freie Energie des
Proteins.

Um eine quantitative Beschreibung des Phasenverhaltens proteinhaltiger Losung zu
ermOglichen, werden zwei Informationen benétigt. Zundchst braucht man eine Beziehung
zwischen dem chemischen Potential des Proteins und der Temperatur, der Konzentration
weiterer Komponente und dem pH-Wert der Losung. Diese Zusammenhénge ermittelt z. B.
die statistische Thermodynamik. Als Zweites benétigt man quantitative Angaben zu den
intermolekularen Wechselwirkungen zwischen den geldsten Proteinmolekiilen. Diese Angabe
bezeichnet man hiufig als ,potential of mean force (PMF) W(r). W(r) ist die
zwischenmolekulare Energie der Wechselwirkungen zweier Teilchen, aus der die zwischen
den beiden Molekiilen wirkende Kraft F folgt:
—dW(r)

dr

Das PMF bestimmt das Phasenverhalten eines Systems und kann sowohl aus theoretischen als

F= )

auch aus experimentellen Untersuchungen bestimmt werden [21].

Molekulare Simulationen, die vereinfachte Darstellungen fiir W(r) verwenden [72] (z. B.
»square-well potential®), zeigen, dass wissrige Proteinldsungen ein metastabiles Fliissig-
Fliissig-Gleichgewicht aufweisen. Ein von ten Wolde und Frenkel [73-78] berechnetes
Phasendiagramm dhnelt den experimentell bestimmten Diagrammen [3-7] (vgl. Abb. 2.10).
Da wissrige Proteinlosungen auch als kolloidale Systeme bezeichnet werden koénnen,
benutzen manche Modelle [5] die Grundlagen der kolloidalen Chemie, z. B. so genannte
Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek Theorie (DLVO). Die DLVO Theorie [79] betrachtet

die Proteinmolekiile als geladene dielektrische Kugeln.

19



Die PMF wird durch drei Beitrage definiert:

W(r) =W () + W () + W) gy 3)
Der erste Beitrag W(r),s entspricht dem Potential zwischen zwei harten Kugeln. W(r),; steht
fiir elektrostatische Wechselwirkungen zwischen geladenen Partikeln und kann z. B. mit Hilfe
der Debye-Hiickel Theorie approximiert werden. W(r)s,, resultiert aus anziehenden
Dispersionskriften und kann mit Hilfe der Hamaker Theorie abgeschitzt werden.
Eine andere Gruppe von Modellen basiert auf der McMillan-Mayer Theorie [80]. Danach

besteht zwischen dem Proteinmassenbruch in der Losung &, und dem osmotischen Druck 77
einer Proteinlosung folgende Beziehung (,,osmotische Virialgleichung®):

r _ L
ERT M,

+ B,5, + ... 4)

M, ist die Molmasse des Proteins. By, ist der zweite osmotische Virialkoeffizient des geldsten
Proteins. Er ist ein Mal} fiir die intermolekularen Wechselwirkungen zwischen zwei
Proteinmolekiilen im Losungsmittel. Wegen der in der Regel unbekannten Virialkoeffizienten
hoherer Ordnung ist diese Gleichung jedoch nur fiir den hochverdiinnten Bereich und nicht
zur Beschreibung von Fliissig-Fliissig- oder Fliissig-Fest-Gleichgewichten geeignet. Der
Vorteil der Beschreibung mit Hilfe der osmotischen Virialgleichung besteht darin, dass der
zweite Virialkoeffizient experimentell zugénglich ist. Er kann z. B. aus Lichtstreumessungen
verdiinnter Proteinlosungen [81,82] oder aus Messungen des osmotischen Druckes [83]
wassriger Losungen mit hoherer Proteinkonzentration (und Extrapolation in den Bereich der
unendlichen Verdiinnung) bestimmt werden.

Die Bedeutung des zweiten osmotischen Virialkoeffizienten als Mal} fiir Protein-Protein-
Wechselwirkungen wurde von Georg und Wilson [84] beschrieben. Sie ermittelten
experimentell, dass eine erfolgreiche Proteinkristallisation nur moglich ist, wenn die
Zahlenwerte von B,; innerhalb eines ,,Kristallisationsfensters* liegen: positive Werte von By,
deuten auf eine abstolende Wechselwirkung zwischen den Proteinen hin; es kommt nicht zur
Kristallisation. Bei stark negativen Werten von B, sind die anziechenden Wechselwirkungen
zwischen den Proteinmolekiilen so stark, dass die Zeit zur Kristallbildung nicht ausreicht,
sondern amorphe Agglomerate gebildet werden. Kristalle werden in der Regel nur gebildet,
wenn By, leicht negative Werte annimmt (Abb. 2.12).

Diese zunidchst rein empirisch gefundenen Zusammenhinge werden durch die Arbeiten
weiterer Autoren gestiitzt [85-87]. Damit ist die Moglichkeit gegeben, mit Hilfe des
experimentell zuginglichen zweiten Virialkoeffizienten eine qualitative Abschétzung des
Kristallisationsverhaltens von Proteinen zu treffen.
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Abb. 2.12 Die Lage eines Kristallisationsfensters in einem Phasendiagramm

Den Zusammenhang zwischen dem zweiten osmotischen Virialkoeffizient By, und der PMF

W(r) liefert die statistische Mechanik:

N 0 W(I")
B22 = _%J.O |:exp(— WJ - 11|47Z7"2d7‘ (5)

Die Gleichung (5) erlaubt ,riickwérts auch die Abschéitzung der PMF aus experimentell
bestimmten zweiten osmotischen Virialkoeffizienten. Derartige Berechnungen fiir

Modellsysteme wurden von verschiedenen Autoren durchgefiihrt [88-90].
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3 Experimentelle Untersuchungen

3.1 Einflhrung

Ziel der experimentellen Arbeiten war die Bestimmung des Phasenverhaltens ternérer
Systeme vom Typ Protein — Salz — Wasser bei Umgebungstemperatur. In solchen Systemen
ist der experimentell zugédngliche Konzentrationsbereich aufgrund der hohen Viskositit
konzentrierter Proteinldsungen auf Losungen mit einem Proteingehalt von in der Regel unter
20 bis 30 Massen-% beschrankt.

Die Beschreibung des Phasengleichgewichts erfolgt durch die Bestimmung der
Zusammensetzung der koexistierenden Phasen sowie der Struktur eventuell auftretender
koexistierender Phasen. Die experimentellen Untersuchungen erfolgten in zwei Stufen.
Zunichst wurden die Triibungskurven bestimmt und danach — in getrennten Versuchen — die
Zusammensetzung der koexistierenden Phasen ermittelt. Die Vorgehensweise zur
Bestimmung der Triibungskurven wird im Kapitel 3.4 beschrieben. Die experimentelle
Vorgehensweise zur Bestimmung der Zusammensetzung koexistierender Phasen
einschlieBlich der Analysemethoden wird im Kapitel 3.5 beschrieben.

Die experimentellen Untersuchungen wurden ohne Einstellung des pH-Wertes durchgefiihrt.
In weitergehenden Arbeiten ist vorgesehen, den Einfluss des pH-Wertes zu untersuchen.

Die Tabelle 3 gibt einen Uberblick iiber die untersuchten Systeme.

Tabelle 3 Untersuchte Systeme bei 25 °C und pH = 5,5-9,5

_ Salz Na,SOy4 (NH.),SO04 NH,COONH;4 NH,HCO;

Protein
Lysozym + + + +
Bovin Serum

+ - - +
Albumin
Ovalbumin + + +
Trypsin +
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3.2 Verwendete Materialien

Die Tabellen 4 und 5 geben einen Uberblick iiber die in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Proteine, Salze und die weiteren Chemikalien.

Die Reinheit des verwendeten Lysozyms betrug nach Herstellerangaben iiber 95 Massen-%
(die Verunreinigungen bestehen vor allem aus Salzen, wie Natriumacetat und
Natriumchlorid). Die Reinheit der Proteine Bovin Serum Albumin und Ovalbumin betrug
nach Herstellerangabe 98 Massen-% (ohne Angaben zu den Nebenkomponenten). Trypsin
enthdlt nach Angaben des Lieferanten Spuren von Chymotrypsin, Elastase und Laktose (ohne
zahlenmiBige Angabe). Die Proteine Lysozym, Trypsin und Chymotrypsin wurden bei

—18 °C gelagert. Bovin Serum Albumin und Ovalbumin wurden bei 4 °C aufbewahrt.

Die nichtfliichtigen Salze wurden vor der Verwendung mehrere Tage im Vakuumschrank bei
60 °C getrocknet. Die fliichtigen Salze wurden im Kiihlschrank bei 4 °C in dicht

verschlossenen Gliasern aufbewahrt.

Tabelle 4a Untersuchte Proteine

Protein Herkunft / Organismus | Lieferant Art. Nr. EC Nr.
Lysozym Hiihnereiweif} Sigma L6876 3.2.1.17
Bovin Serum Rinderserum )

Sigma AT7906 —
Albumin
Ovalbumin Hiihnereiweif} Sigma AS5503 —
Trypsin Pankreas vom Schwein Sigma T4799 3.4.24.4

Tabelle 4b Verwendete Salze

Name Lieferant Art. Nr. Molmasse
Natriumsulfat Na,SO4 p.a. Merck 106649 142,04
Ammoniumsulfat (NHy),SO4 p.a. Merck 101217 132,14
Ammoniumcarbamat p.a. Fluka 09699 78,07
Ammoniumhydrogenkarbonat p.a. | Riedel-de-Haén 11213 79,02
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Tabelle 5 Sonstige verwendete Chemikalien

Name Lieforant Kennzeichen Bemerkung bzw.
bzw. Art. Nr. Molmasse
Natriumnitrat NaNOs p.a. Merck 106537 84,99
Ammoniumnitrat NH4sNO3 p.a. Merck 101188 80,04
Kaliumchlorid — Losung Merck 108164 3 mol/l
2 — Propanol p.a. Merck 100993 60,10
Phthalsdure CcH4(COOH); p.a. Merck 109611 166,13
Tris(hydroxymethyl)- Merck 108382 121,14
aminomethan C4H;;NO; p.a.
Borsdure H;BO; p.a. Merck 100165 61,83
Pufferlosung pH=4 Metrohm Biphthalat
Pufferl6sung pH=7 Metrohm Phosphat
Pufferl6sung pH=9 Metrohm Borat
Coomasie Brilliant Blau Fluka 27815 G 250
Phenylmethansulfonylfluorid Fluka 78830 174,20

C/H7FO,S

Titrant Hydranal-Composite SK

Riedel-de-Haén

Karl-Fischer-Reagent

Solvent K

Riedel-de-Haén

Karl-Fischer-

Losungsmittel

3.3 Eigenschaften der reinen Komponenten

Die Loslichkeit der Proteine und Salze in Wasser bei 25 °C ist in den Tabellen 6a und 6b

zusammengestellt.

Die Loslichkeiten von Bovin Serum Albumin und Ovalbumin wurden aus der Literatur

entnommen. Die Ldslichkeiten von Lysozym, Trypsin und Chymotrypsin in reinem Wasser

wurden in der vorliegenden Arbeit experimentell bestimmt. Die Loslichkeit der untersuchten

Proteine in reinem Wasser liegt im Bereich zwischen etwa 30 und 56 Massen-%. In der

vorliegenden Arbeit wird davon ausgegangen, dass ein Protein ndherungsweise wie ein reiner

Stoff behandelt werden kann. Die Loslichkeitsgrenze gilt also fiir ,,pseudoreine* Proteine.
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Diese Bezeichnung wurde gewédhlt, um auszudriicken, dass eine Verunreinigung die
Léslichkeit beeinflussen kann.

Zur Bestimmung der Triibungskurven und der Zusammensetzung der koexistierenden Phasen
wurden wissrige Stammlosungen von Proteinen bzw. Salzen verwendet. Da die
experimentellen Untersuchungen ohne Einstellung des pH-Wertes durchgefiihrt wurden,
wurden zusdtzlich die pH-Werte der wéssrigen Stammldsungen gemessen.

Der pH-Wert der wissrigen Losung eines Elektrolyten sowie eines Proteins hdngt von der
Konzentration des Stoffes ab. In den Tabellen 6a und 6b sind die gemessenen pH-Werte und

die Konzentrationen, bei denen der pH-Wert bestimmt wurde, angegeben.

Tabelle 6a  Eigenschaften der untersuchten Proteine

pH-Wert der Losung
. Loslichkeit in Wasser .
Protein M, pl . [eigene Messungen]
bei 25 °C, g/g
pH Sp
0,28
Lysozym 14388 10,5 [23] _ 6,90 0,07
[eigene Messungen]
BSA 66430 5,7 [98] 0,56 [92] 7,60 0,30
Ovalbumin 44287 4,6 [21] 0,56 [93] 7,20 0,25
0,41
Trypsin 23800 10,5 [99] _ 4,60 0,30
[eigene Messungen|

Tabelle 6b  Eigenschaften der verwendeten Salze

pH-Wert der Losung
Loslichkeit in Wasser .
Salz [eigene Messungen|
bei 25 °C, g/g

pH §S

7,0 0,05
Na,S04 0,218 [91]

6,8 0,15

5,6 0,20
(NH4)2SO4 0,435 [91]

5,2 0,40
NH,COONH4 0,441 [91] 9,1 0,20
NH4HCO;3 0,199 [91] 7,8 0,14
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3.4 Triubungskurve

3.4.1 Experimentelle Vorgehensweise

Das experimentelle Vorgehen zur Bestimmung der Triibungskurven ist in der Abb. 3.1
skizziert. In einem verschlieBbaren, thermostatisierten Zentrifugenglas (Volumen ca. 12 cm?®)
werden ca. 3 g einer Losung eines Proteins mit vorgegebener Konzentration in Wasser
vorgelegt. Die Zusammensetzung dieser wéssrigen Losung ist in der Abb. 3.1 durch den
Punkt B gekennzeichnet. Zu dieser Losung wird mit einer Spritze unter Riihren tropfenweise
(Masse eines Tropfens ca. 0,04 g) eine wissrige Losung des Salzes zugegeben. Die
Salzkonzentration in dieser Losung ist durch den Punkt A gekennzeichnet. Nach jeder Zugabe
werden die Zentrifugenglaser fest verschlossen. Zwischen je zwei Zugaben wird die Probe in
einem Riihrbehidlter thermostatisiert und unter Verwendung eines Magnetriihrers geriihrt.
Durch diese Zugabe éndert sich die Zusammensetzung der Losung ausgehend von Punkt B
entlang der Bilanzlinie BA. Liegt der Mischungspunkt innerhalb der Mischungsliicke, so zeigt
sich dies an einer bleibenden Triibung. Die Triibung wird visuell festgestellt. Sobald sich eine

Triibung eingestellt hat, wird die weitere Zugabe der Salzlosung beendet.

Salz

Triibungspunkte

Wasser B Protein

Abb. 3.1 Schematische Vorgehensweise zur Bestimmung der Triibungskurve
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Zur Kontrolle wird die Probe noch bis zu 5 Stunden im thermostatisierten Behalter
aufbewahrt. Ist sie nach diesem Zeitraum immer noch triibe, wird davon ausgegangen, dass
die Grenze zwischen ein- und mehrphasigem Bereich iiberschritten ist. Wird die Probe im
Laufe dieser Zeit wieder klar, d. h. einphasig, wird bis zu erneuter Eintriibung wieder
tropfenweise die entsprechende Salzlosung zugegeben. Aus den Massen der Komponenten in
der Ausgangslosung und der gesamten Masse der zugegebenen Salzlosung wird die
Zusammensetzung der Probe (Punkt auf der Triibungskurve) berechnet. Zur Bestimmung der
Triibungskurve wird dieses Vorgehen wiederholt, wobei Ausgangslésung und zugegebene
Losung vertauscht werden.

Proteine und Salze wurden ohne Zugabe von Puffer im Wasser gelost. Die pH-Werte der
eingetriibten Losungen wurden gemessen.

Die Ergebnisse fiir die Vielzahl der Triibungspunkte sind im Anhang B tabelliert.

3.4.2 Anmerkungen

Aufgrund der Existenz metastabiler Zustinde kann die Triibung — trotz stindigen Riihrens —
manchmal erst nach deutlichem Uberschreiten der Loslichkeitskurve, d. h. teilweise weit im
zweiphasigen Bereich, auftreten. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten
Proteine enthalten bis zu 5 Massen-% Verunreinigungen. Es kann deshalb nicht
ausgeschlossen werden, dass in manchen Experimenten die Triibbung wesentlich durch das

Ausfillen der Nebenkomponenten verursacht wurde.
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3.5 Phasengleichgewicht

3.5.1 Experimentelle Vorgehensweise

Zur Herstellung der Protein — Salz — Wasser Systeme wurden zundchst Stammldsungen des
Proteins und des Salzes angesetzt. Lediglich Natriumsulfat wurde bei einigen Versuchen
direkt eingewogen. Pro System wurden 6 bis 10 Feedlosungen (Masse je ca. 6 g)
unterschiedlicher Zusammensetzung vorbereitet. Dabei wurden ungepufferte wéssrige
Stammlosungen in verschlieBbare Zentrifugengldser mit Magnetriihrstibchen mit einer
Prazisionswaage (Typ AG 204, Fa. Mettler Toledo GmbH, GieBen, Deutschland)
eingewogen.

Die Zusammensetzungen der Feedldosungen wurden zunidchst so gewihlt, dass sie sich
innerhalb der Triibungskurve befanden. In der Regel wurde dann ein sofortiger Phasenzerfall
beobachtet. Ein Phasenzerfall wurde ebenfalls bei Proben beobachtet, deren
Zusammensetzung auflerhalb der Triibungskurve lag. Bei diesen Proben trat der Phasenzerfall
in der Regel erst nach einigen Stunden auf.

Die Proben wurden griindlich durchmischt, bevor sie zur Gleichgewichtseinstellung fiir 5 bis
12 Stunden in einem thermostatisierten Riihrbehélter aufbewahrt wurden. Danach wurden die
triitben Mischungen in einer auf 25 °C thermostatisierten Laborzentrifuge (Typ Labofuge A.
Fa. Heraeus Sepatech GmbH, Berlin, Deutschland) bei 4000 U/min aufgetrennt (Dauer 3-4 h).
Mittels einer Spritze (mit Kaniile und aufgesetztem Filter) wurde die proteinarme,
transparente Phase so weit wie mdglich entfernt und ihre Masse (aus der Massendifferenz vor
und nach dem Entfernen) bestimmt. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Phasen nicht
wieder vermischt wurden. Beide Phasen wurden gegebenenfalls mit destilliertem Wasser
verdiinnt und anschlieBend analysiert.

Bei den Versuchen wird davon ausgegangen, dass der pH-Wert aller Feedlosungen etwa
gleich ist. Als pH-Wert im Gleichgewicht wurde der Mittelwert iiber verschiedene
Ausgangszusammensetzungen bestimmt. Die einzelnen gemessenen Werte unterscheiden sich
um * 0,5 pH-Einheiten.

Die experimentellen Ergebnisse der Phasengleichgewichtsmessungen sind im Anhang C

zusammengestellt.
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3.5.2 Uberblick Giber Messmethoden

Zur Bestimmung der Zusammensetzung einer terndren Mischung miissen mindestens die
Konzentrationen von zwei der drei Komponenten gemessen werden. Zu Minimierung der
experimentellen Unsicherheit ist es in der Regel empfehlenswert, die Konzentrationen
derjenigen Komponenten zu messen, die in geringerer Konzentration vorliegen.

Fiir proteinarme (und salzreiche) Phasen wurde in den meisten Féllen die Konzentration von
Protein und Salz bestimmt. Die Proteinkonzentration lag dabei unter 5 Massen-%. Bei den
Untersuchungen von Systemen mit ,,fliichtigen® Salzen wurden die Konzentrationen von
Protein und Wasser in der proteinarmen Phase gemessen.

Die Analyse der Proteinkonzentration erfolgte mittels UV/VIS Spektrophotometrie (s. 3.5.3).
Die Salzkonzentration in der proteinarmen Phase wurde mit Hilfe der lonenchromatographie
(s. 3.5.4) gemessen. Die Analyse des Wassergehalts sowohl der proteinarmen als auch der
proteinreichen Phasen erfolgte mittels Karl-Fischer-Titration (s. 3.5.7) bzw. Gefriertrocknung
(s. 3.5.5).

Die proteinreiche Phase war in den meisten Féllen nicht einphasig, sondern in der Regel
mehrphasig und sehr viskos. Diese Phase enthielt auler dem ausgefallenen Stoff viel Wasser
und trocknete an der Luft schnell aus. Aus diesen Griinden war die bei einer fliissigen Phase
ibliche Probennahme nicht mdglich. Fiir die Analyse wurde die proteinreiche Phase, die als
Rest im Zentrifugenglas vorlag, mit einer bekannten Menge destillierten Wassers in eine
Aluschale fiir die Gefriertrocknung gespiilt.

Bei Verwendung eines nicht fliichtigen Salzes liegt nach der Gefriertrocknung eine
wasserfreie Mischung aus Protein und Salz vor. Im Fall der Verwendung von
Ammoniumsulfat wurde der Proteingehalt dieser Mischung analysiert, in Systemen mit
Natriumsulfat wurde der Salzgehalt analysiert (s. 3.5.6).

Bei Verwendung eines ,,fliichtigen® Salzes liegt nach der Gefriertrocknung der proteinreichen
Phase ,reines Protein vor. Dadurch wurde in Systemen mit ,fliichtigen® Salzen der
Proteingehalt ermittelt. Die Zusammensetzung der proteinreichen Phase wurde aus der
Zusammensetzung der proteinarmen Phase und dem Proteingehalt der proteinreichen Phase
berechnet.

Zusitzlich wurden Proben der proteinreichen Phasen unter dem Mikroskop untersucht, um die

Struktur der Phase aufzukldren (s. 3.6).
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3.5.3 UV/VIS Spektrophotometrie

Die spektroskopische Analyse der Proteinkonzentration ist unkompliziert, schnell und
zuverléssig. Proteine absorbieren UV-Licht mit zwei Maxima bei ca. 205 und 280 nm.

Bei 280 nm werden die Elektronen in aromatischen Ringen angeregt. Die
Elektronenanregungszustinde in einem Proteinmolekiil werden durch intramolekulare
Wechselwirkungen stabilisiert, wobei die Tertidrstruktur des Proteins eine gro3e Rolle spielt.
Dementsprechend beeinflussen alle Faktoren, die die Tertidrstruktur des Proteins dndern (z. B.
pH-Wert und lonenstérke), das Analysenergebnis. Die Starke der Lichtabsorption bei 280 nm
unterscheidet sich stark von Protein zu Protein.

Peptidbindungen sind im Wellenldngenbereich unter 210 nm UV-aktiv. Da die Anzahl der
Peptidbindungen in einem Proteinmolekiil hoch ist, ist dieser Spektralbereich sehr
empfindlich. Die Unterschiede zwischen verschiedenen Proteinen sind weniger ausgepragt.
Viele chemische Verbindungen sind in diesem Bereich auch UV-aktiv, insbesondere Stoffe,
die C=C oder C=0 Bindungen besitzen.

Der Konzentrationsbereich in dem die UV-Analysen durchgefiihrt wurden, lag zwischen 20
bis 3000 pg/g H,O bei 280 nm und 1 bis 100 pg/g H,O bei 205 nm.

Die Absorption folgt fiir verdiinnte Losungen und monochromatisches Licht dem Lambert —

Beerschen Gesetz:

A:—lgizg-c-l (5)
1 0

Die Absorption A4 ist der Konzentration des Stoffes ¢, der Schichtdicke / und dem
Extinktionskoeffizienten ¢ proportional. Der Extinktionskoeffizient ist die charakteristische
Stoffkonstante.
Fiir die UV-Analyse wurde ein Einstrahl - Spektrometer (Model 8452A, Fa. Hewlett Packard,
Palo Alto, USA) benutzt. Im Einstrahl - Spektrometer wird nur ein Lichtstrahl eingesetzt (vgl.
Abb. A.2 im Anhang A). Die Strahlungsintensitdt I, wird deshalb zu Beginn der Analyse mit
einer Referenzlosung bestimmt. In dieser Arbeit wurde destilliertes Wasser als Referenz
verwendet.
Fir jedes Protein wurden Kalibrierungen durchgefiihrt. Die entsprechenden

Extinktionskoeffizienten und Konzentrationsbereiche sind in der Tabelle 7 zusammengestellt.
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Tabelle 7 Extinktionskoeffizienten der untersuchten Proteine in wdssriger Losung

Komponente v, nm & &1,0 / mg - cm Sprotein, Mg / g0

205 35,5 0,01-0,04
Lysozym

285 1,98 0,1-0,6

205 28,1 0,01-0,05
Albumin (BSA)

281 0,612 0,1-2,0

. 205 10,7 0,01-0,1

Ovalbumin

278 1,69 0,1-0,7
Trypsin 280 0,206 1,0-6,0

Sind in einer zu analysierenden wéssrigen Proteinlosung weitere Komponenten (z. B. Salze)
vorhanden, konnen diese die UV-Analyse beeinflussen. Die Absorption setzt sich dann aus
den Absorptionen aller Komponenten zusammen. Um den Einfluss eines Salzes bei der UV-
Analyse auszuschlieBen, wurde die Kalibrierung mit salzhaltigen Proteinlosungen wiederholt.
Die Abb. 3.2 zeigt den Vergleich der Kalibrierkurven ,,mit* und ,,ohne* Salz bei 280 nm. Bei
Salzkonzentrationen unter 5 Massen-% konnte im Rahmen der Messgenauigkeit kein Einfluss

des Salzes festgestellt werden.
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Abb. 3.2 Kalibrierkurve fiir die UV-Analyse von Lysozym bei 280 nm ,,mit* und ,,ohne*
Salz.

Lediglich bei Verwendung von Ammoniumcarbamat (bei 205 nm) zeigt sich ein Einfluss auf
die Kalibrierkurve des Proteins. Deshalb wurden Eichungen fiir mehrere Salzkonzentrationen
vorgenommen. Die Auswertung der UV-Analyse zur Bestimmung der Proteinkonzentration
erfolgte mit entsprechend (fiir Ammoniumcarbamat) korrigierten Kalibrierkurven bzw. nach
Abzug der von Ammoniumcarbamat verursachten Absorption von der Gesamtabsorption.

Fiir die Analyse wurden Proben der proteinarmen Phase (etwa 2 g) so mit Wasser verdiinnt,
dass die gemessene Absorption im linearen Bereich der Eichkurve lag und der Salzeinfluss
ausgeschlossen ist. Bei der Bestimmung der Proteinkonzentration in den proteinreichen
Phasen nach der Gefriertrocknung wurde der Feststoff bis zu einer Konzentration von etwa
0,3 mg Protein/(g H,O) verdiinnt. Die Losungen wurden anschlieBend filtriert, um eventuell
vorhandene Partikel zu entfernen, die durch Streuung des UV-Lichts einen Fehler verursachen
konnen.

Die relative Unsicherheit der durch UV-Analyse ermittelten Proteinkonzentration ist kleiner

als +2 %. Lediglich in den Féllen, in denen eine Phase nur sehr wenig Protein (unter 0,5
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Massen-%) enthilt, wird diese Fehlergrenze deutlich iiberschritten. In diesem Fall wurde der

Fehler aus der Streuung der experimentellen Ergebnisse abgeschétzt.

3.5.4 lonenchromatographie

Fiir die quantitative Analyse der Sulfationen wurde die Ionenaustausch - Chromatographie mit
einer Anionensiule Shodex IC (Typ 1-524A, Techlab GmbH, Erkerode, Deutschland) in einer
HPLC-Anlage (Einzelteile vgl. Anhang A) verwendet. Als Eluent wurde eine vom
Trennsdulenhersteller =~ empfohlene  Losung  von  Borsdure,  Phtalsdure  und
Tris(hydroxymethyl)aminomethan in chromatographischem Wasser eingesetzt. Zur Detektion
wurde ein Leitfahigkeitsdetektor verwendet. Die Beschreibung der Versuchsapparatur sowie
die Analysebedingungen befinden sich im Anhang A.

Da bei der Messung der Salzkonzentration das Injektionsvolumen des Autosamplers nicht
exakt reproduzierbar war, wurde bei der Analyse die vom Injektionsvolumen unabhéngige
Methode des ,,internen Standards® gewéhlt. Dabei wird einer zu analysierenden Probe eine
Standardsubstanz in bekannter Konzentration zugesetzt. Als Standardsalz zur Analyse von
Sulfat wurde Nitrat verwendet.

Die Abhéngigkeit des Verhéltnisses der Peakflache der zu analysierenden Substanz A4; zu der

Peakfliche der Standardsubstanz 4; vom Konzentrationsverhéltnis c/c; ist linear:

A g6 ®
A./ cj

c; ist aus der Einwaage bekannt, 4,/4; aus der Ergebnissen der IC-Analyse, der Faktor a wird
bei einer Kalibrierung ermittelt. Fiir jede Salzkombination (Natriumsulfat/Natriumnitrat und
Ammoniumsulfat/ Ammoniumnitrat) wurde die Kalibrierung bei den gleichen Bedingungen
wie bei der Analyse der proteinarmen Phase, durchgefiihrt.

Fiir die Analyse wurden etwa 0,7 g der zu analysierenden verdiinnten Phase und etwa 0,8 g
der wissrigen Standardlosung in ein verschlieBbares Probenglas eingewogen. Die
Salzkonzentration wurde dann aus dem Peakfldchenverhéltnis, der Konzentration des Nitrates

und dem Kalibrierungsfaktor berechnet. Der relative Fehler der Analyse wurde aus der

Streuung der experimentellen Ergebnisse zu kleiner als £0,5 % abgeschétzt.
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3.5.5 Gefriertrocknung

Fiir die Bestimmung des Wassergehalts wurde die gesamte proteinreiche Phase (ca. 1,5 bis

3 g) nach einer genauen Wigung mit etwa 30 g Wasser verdiinnt und in eine
Aluminiumschale  gegeben. Durch die Verdinnung wird zum einen die
Gefrierpunktserniedrigung der Losung verringert, zum anderen wird sichergestellt, dass beim
Gefriertrocknen ein faseriges, groBporiges Produkt ohne Wassereinschliisse anfillt. Die
verdlinnten Proben wurden in einem Gefrierschrank bei —18 °C eingefroren und anschlieBend
mit fliissigem Stickstoff auf ca. —190 °C abgekiihlt. Danach wurden die Proben in einem
Gefriertrockner (Typ Lyovac GT2, Fa. Amsco/Finn-Aqua, Hiirth, Deutschland) bei einem
Druck von 51 Pa (entsprechend einer Sublimationstemperatur von —30 °C) etwa 72 Stunden
getrocknet. Das Ende des Trocknungsvorgangs ist an einem deutlichen Anstieg der
Temperatur im Kondensatorraum zu erkennen. Die getrockneten Proben wurden entnommen
und mit einer Analysewaage gewogen.

Aus den Massen des getrockneten Restes und der Masse der Probe vor der Verdiinnung mit
Wasser wurde der Wasserverlust beim Trocknen und daraus der Wassergehalt der Probe
berechnet. Anschliefend wurde die trockene Mischung auf Protein gegebenenfalls auch auf
Salz analysiert. Die relative experimentelle Unsicherheit bei der Bestimmung des

Wassergehalts wird auf etwa * 3 % geschitzt.

3.5.6 Analyse von Natriumsulfat in der proteinreichen Phase

Die trockene Mischung aus Protein und Salz aus der Gefriertrocknung wurde in einen Tiegel
eingewogen und bei 700 °C in einem Muffelofen (Model T16A, Fa. Heraeus, Berlin,
Deutschland) verbrannt. Nach der Verbrennung bleibt im Tiegel reines Natriumsulfat
(Schmelzpunkt: 884 °C [94]). Aus der Massen der Probe vor und nach der Verbrennung
wurde der Salzgehalt der trockenen Mischung ermittelt. In der Regel lag der Salzgehalt in der
proteinreichen Phase zwischen 5 und 23 Massen-%. Die relative experimentelle Unsicherheit

bei der Analyse betrug weniger als + 3 %.
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3.5.7 Karl-Fischer Titration

Der Wassergehalt der proteinarmen Phase in Systemen mit einem fliichtigen Salz wurde mit
Hilfe der Karl-Fischer Titration bestimmt. Die Methode beruht auf einer Reaktion, bei der Jod

mit Schwefeldioxid und Wasser zu Jodwasserstoff und Schwefelsdure umgesetzt wird:
J, + 80, +2H,0 —2HJ + H,SO, 7)

Ist das in der Probe vorhandene Wasser vollstindig verbraucht, bleibt freies Jod in der
Mischung zuriick. Dies wird zur Bestimmung des Titrationsendpunktes verwendet, da freies
Jod die elektrische Leitfdhigkeit der Mischung stark beeinflusst.

Zur Analyse einer Probe der proteinarmen Phase wurden Solvent K und Titrant Hydranal-
Composite 5K verwendet (s. Tabelle 5). Die Proben wurden in eine geschlossene Titrierzelle
eingewogen, die ungefihr 30 cm® Solvent enthielt. Die Probenmenge wurde so gewihlt, dass
etwa 4 ml Titrant zudosiert werden musste (etwa 0,02 g), bis das Wasser in der Probe
vollstindig verbraucht war. Aus dem zudosierten Titervolumen wurde die Wassermasse in der

Probe ermittelt.

3.6 pH-Wert-Messungen

Die Messung des pH-Wertes erfolgte mit einem pH/ION Meter (Typ pMX 3000, WTW,
Weilheim, Deutschland) in Verbindung mit einer kombinierten Glaselektrode (Typ
6.0224.100, Metrohm, Filderstadt, Deutschland). Die Kalibrierung des pH-Meters, die vor
jeder Messreihe vorgenommen wurde, erfolgte mit gebrauchsfertigen Pufferlosungen
(pH=4,0; 7,0 und 9,0) bei 25 °C. Die Messung des pH-Wertes wurde unmittelbar nach der
Losungsvorbereitung bzw. nach Ende der Triibungskurvenmessungen durchgefiihrt, um einen
Einfluss von CO; aus der Atmosphére zu minimieren.

Die Unsicherheit der experimentell ermittelten pH-Werte wird zu +0,05 pH-Einheiten

abgeschitzt.
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3.7 Mikroskopische Untersuchungen

Die Lichtmikroskopie eignet sich zur Untersuchung von Gewebestrukturen, Zellen und
Organellen. Man unterscheidet die Durchlichtmikroskopie, bei der das Objekt transparent
oder sehr diinn ist und von der dem Objektiv des Mikroskops abgewandten Seite beleuchtet
wird, und die Auflichtmikroskopie, bei der durch Beleuchtung der dem Objektiv zugewandten
Seite die Oberfliche des Objekts untersucht wird. In der vorliegenden Arbeit wurde fiir die
Untersuchung der Struktur der proteinreichen Phase die Durchlichtmikroskopie im Hellfeld
eingesetzt, da bei dieser Methode die besten Abbildungen erhalten wurden.

Die Probe der proteinreichen Phase wurde auf ein Triagerglas so diinn wie mdglich
aufgetragen, mit einem Deckglas bedeckt (um das Verdunsten von Wasser zu vermeiden) und
unter einem Lichtmikroskop (Model Leitz Orthoplan, Ernst Leitz GmbH, Wetzlar,
Deutschland) untersucht. Die Aufnahmen erfolgten mit Hilfe einer Spiegelreflexkamera bzw.
einer Digitalkamera. Die Gesamtvergrof3erung des Mikroskops betrug je nach Probe 400 oder
1000.

Um Proteinaggregate bzw. Proteinkristalle besser von Salzkristallen unterscheiden zu kénnen,
wurden manche Proben mit ,,Coomasie Brilliant Blau* gefarbt. Diese Substanz wird an freie
Aminosédurenreste eines Proteins gebunden und verleiht dem Protein eine intensive, blaue
Farbe, die im Mikroskop deutlich zu sehen ist.

Die Rasterelektronenmikroskopie (REM) liefert Abbildungen mit einer VergréBerung bis zu
900000. Die REM kann zur Abbildung von Oberflichen und Bruchfldchen von Feststoffen, z.
B. Membranen, Werkstoffen oder medizinischen und biologischen Prédparaten eingesetzt
werden. Allerdings eignet sich diese Methode nur zur Untersuchung fester, nicht fliichtiger
und wasserfreier Materialen. Dazu wird die zu untersuchende Probe mit einem Metallfilm (z.
B. Goldfilm) beschichtet, da nur die leitenden Oberfldchen dargestellt werden kdnnen. Da die
Struktur der proteinhaltigen Aggregate bzw. Proteinkristalle dabei leicht zerstort werden
kann, wurde nur eine Probe der proteinreichen Phase untersucht. Diese Untersuchung erfolgte
am Rasterelektronenmikroskop (Modell JEOL JSM-6400F, JEOL GmbH, Eching,
Deutschland).

Die mikroskopischen Aufnahmen sowie die Zusammensetzungen der untersuchten Proben

sind im Anhang D zu finden.
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4 Ergebnisse und Diskussion
4.1 Lysozym

4.1.1 Lysozym - Na,SO, - H,0O

Die Abbildung 4.1 zeigt die experimentellen Ergebnisse der Triibungskurvenmessungen fiir

das System Lysozym — Na,SO,; — Wasser bei 25 °C und pH=7.
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°
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Abb. 4.1 Experimentelle Ergebnisse fiir das System Lysozym — Na;SOy, — Wasser bei
25 °C und pH=7:
® - Triibungskurvenmessungen (diese Arbeit); /\ - Loslichkeit von amorphem

Lysozym [10]

Dabei ist der Massenanteil von Lysozym in Abhédngigkeit von der lonenstirke der Losung
aufgetragen. Die lonenstirke wird stets allein aus der Salzkonzentration berechnet. Die
Ionenstérke ist in der Konzentrationseinheit Molalitdt dargestellt (I). Die gefiillten Punkte
markieren die experimentell bestimmten Triibungspunkte. Die Grofle der Symbole entspricht
ungefdhr der Messgenauigkeit.

Die Konzentrationen der Stammldsungen von Lysozym bei diesen Untersuchungen lagen

zwischen 1 und 18 Massen-%. Stammldsungen mit hoherem Lysozymgehalt wurden nicht
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verwendet, da die erhohte Viskositit der Losung die Einstellung der Triibung stark verzogert.
Wegen der geringen Loslichkeit von Na,SO4 in Wasser wurden die Messungen auf
Salzkonzentrationen bis etwa 20 Massen-% beschriankt. Die experimentell bestimmte
Triibungskurve iiberdeckt deshalb den Konzentrationsbereich bis etwa 10 Massen-%
Lysozym und bis 20 Massen-% Natriumsulfat. Zum Beispiel werden etwa 8 Massen-%
Natriumsulfat ~ bendtigt, um  eine  Trilbbung bei der hochsten untersuchten
Lysozymkonzentration (etwa 10 Massen-%) zu verursachen. Die fiir eine Triibung bendtigte
Konzentration von Natriumsulfat betrdgt bei einem Massen-% Lysozym ungefdhr

15 Massen-%.

Die Abb. 4.1 zeigt die Ergebnisse von Shih et al. [10] fiir das gleiche System bei pH=7. Die
leeren Dreiecke kennzeichnen die von Shih et al. angegebene Zusammensetzung der
proteinarmen Phase, die zusammen mit einem amorphen, proteinreichen Niederschlag
vorliegt. Man erkennt eine gute Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit. Basierend auf den Ergebnissen fiir die Triibungskurve kann man keine Aussagen iiber
die Struktur oder die Stabilitdt der ausgefdllten Phase machen. Der thermodynamische
Zustand (stabil oder metastabil) der proteinarmen Phase ist nicht bekannt.

Die in Phasengleichgewichtsmessungen bestimmten Zusammensetzungen der koexistierenden
Phasen im System Lysozym — Na,SO4 — Wasser bei 25 °C und pH=7 sind in der Abb. 4.2
dargestellt. Die entsprechenden Zahlenwerte sind im Anhang C tabelliert.

Die mit Lysozym angereicherte Phase bildet die Unterphase, die proteinarme Phase die
Oberphase. Die Unterphasen sind durch leere Quadrate und die Oberphasen durch leere
Kreise gekennzeichnet. Die Zusammensetzungen der Feedlosungen liegen auf der Linie,
welche die beiden Phasen verbindet (Erfiillung der Massenbilanz), der Konode. Die
Feedpunkte sind zum besseren Uberblick in der Abb. 4.2 nicht gezeigt. Die gefiillten Kreise

markieren Punkte auf der Triibungskurve.
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Abb. 4.2 Experimentelle Ergebnisse fiir das Phasengleichgewicht des Systems Lysozym
— Na;SO,— Wasser bei 25 °C und pH=7:
@ - Triibungskurve; O - Zusammensetzung der proteinarmen Phase;

U - Zusammensetzung der proteinreichen Phase

Es wurde festgestellt, dass durch Zentrifugieren keine vollstindige Trennung der Phasen
erreicht wird. Die Unterphase stellt eine Mischung aus der proteinreichen und der
proteinarmen Phase dar. Bei einer Verldngerung der Konoden werden zwei Schnittpunkte S;
und S; beobachtet. Der Punkt S; liegt bei etwa 83 Massen-% Lysozym und enthélt kein Salz.
Der Punkt S; liegt bei etwa 27 Massen-% Lysozym und etwa 10 Massen-% Salz. Dieses
Ergebnis wird so interpretiert, dass sich immer eine proteinreiche Phase ausbildet (entweder
S oder S,), die mit einer proteinarmen Losung koexistiert. Wenn die Phasen nicht komplett
getrennt werden konnen, liegt die gemessene Zusammensetzung der ,,Unterphase auf der
Linie, welche den jeweiligen Schnittpunkt S; bzw. S, mit der Oberphase verbindet.

Die mikroskopischen Untersuchungen haben gezeigt, dass die proteinreiche Phase eine
kristalline Struktur aufweist. Fiir diese Untersuchungen wurden die Proben genauso wie fiir
die Versuche zur Bestimmung der Zusammensetzung der koexistierenden Phasen hergestellt
und separiert. Die proteinreiche Phase wurde unter dem Lichtmikroskop untersucht (s.

Abschnitt 3.7). Die Abbildung 4.3 zeigt fotographische Aufnahmen der untersuchten Proben.
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Abb. 4.3 System Lysozym — Na;SOy4 — Wasser bei 25 °C und pH=7. Mikroskopische
Aufnahmen von Proben der Unterphase:

a) Zusammensetzung der Feedlosung (&p=0,0563; £ =0,1379; &, =0,8059);

b) Zusammensetzung der Feedlosung (&p=0,1302; £3=0,0261; &, =0,8437).

Im linken Teil der Abbildung 4.3 sind stibchenformige Lysozymkristalle zu erkennen. Die
Feedlosung der untersuchen Probe enthielt etwa 6 Massen-% Lysozym und 14 Massen-%
Natriumsulfat, d. h. der Mischungspunkt liegt in jenem Konzentrationsbereich, aus dem der
Schnittpunkt S, resultiert. Die Grofe der Kristalle betrdgt ungefidhr 50 pum. Bei
Salzkonzentrationen unter 10 Massen-% und vergleichbar grofler Lysozymkonzentration (die
Feedlosung im linken Teil der Abb. 4.3 enthielt etwa 13 Massen-% Lysozym und

3 Massen-% Natriumsulfat) bilden sich mehreckige Kristalle (Abb. 4.3b). Aus diesem Bereich
kristallisiert salzfreies, wasserhaltiges Lysozym aus.

Wie aus der Abb. 4.2 zu erkennen ist, stimmt die gemessene Triibungskurve mit der Linie, die
die Zusammensetzungen der Oberphase verbindet, nicht {iberein. Das bedeutet, dass bei der
Triibungskurvenbestimmung die Loslichkeitsgrenze von kristallinem Lysozym iiberschritten
wurde. Man befindet sich dann in einem metastabilen Bereich. In der Abbildung 4.4 ist zur
besseren Ubersicht die Zusammensetzung der proteinarmen Phase (die Léslichkeitsgrenze)

zusammen mit der Triibungskurve aufgetragen.
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Abb. 4.4 Vergleich der Loslichkeitsgrenze und der Triibungskurve in System Lysozym —
Na;SO,— Wasser bei 25 °C und pH=7: @ - Triibungspunkte,

O- Zusammensetzung der Oberphase aus Phasengleichgewichtsmessungen;

& - Zusammensetzung der Oberphase (iiber 5 Stunden);

A - Zusammensetzung der Oberphase (unter 5 Stunden)

Literaturergebnisse fiir das System Lysozym — NaSO, — Wasser bei 20 °C und
pH=7,8: + -Zusammensetzung der Feedlosung mit Kristallbildung [51]

Zusitzlich sind in der Abbildung 4.4 weitere Ergebnisse fiir die Loslichkeit gezeigt. Die durch
leere Dreiecke gekennzeichneten Zusammensetzungen der Oberphase wurden bei Versuchen
mit Wartezeiten unter 5 Stunden gemessen. Die Ergebnisse der Loslichkeitsmessungen mit
Wartezeiten iiber 5 Stunden sind durch leere Rhomben markiert. Die Zusammensetzung der
koexistierenden proteinreichen Phasen wurde dabei nicht analysiert.

Die Differenz zwischen Loslichkeitsgrenze und Triibungskurve nimmt mit steigender
Lysozymkonzentration zu. Die hochste in der vorliegenden Arbeit gemessene Loslichkeit von
Lysozym betragt etwa 2,8 Massen-% bei etwa 3 Massen-% Natriumsulfat. Bei einer
Salzkonzentration von etwa 21 Massen-% betrdgt die Loslichkeit von Lysozym noch etwa

0,03 Massen-%.
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Wenn die proteinarme Phase weniger als 5 Massen-% Ammoniumsulfat enthilt, fiihrt bereits
eine geringe Temperatursenkung zur Proteinkristallisation. Deshalb wurden Proben der
proteinarmen Phase sofort nach der Phasentrennung verdiinnt.

Die experimentellen Ergebnisse fiir das System Lysozym — Na,SO4 — Wasser legen fiir ein
stabiles Gleichgewicht folgende Vorstellung nahe (vgl. Abb. 4.5). Die Punkte L; und L,
markieren die Loslichkeiten von Lysozym und Natriumsulfat in reinem Wasser bei 25 °C. Die
Loslichkeitskurve von Lysozym in salzhaltigen wéssrigen Losungen wird durch die Linie L,
— L3 — L; festgelegt. Die Linie L, — L," trennt den Bereich der homogenen fliissigen Phase
von dem Bereich ab, in dem Natriumsulfat als Dekahydrat (Na,SO4¢10H,0) (Feststoff Ss)
ausfillt. Die Linie L," — L; trennt den homogenen Bereich von einem Zweiphasengebiet (Lz*
— L3 —S,). Dort wird das Ausfallen eines Komplexes aus Lysozym, Natriumsulfat und Wasser
(S,) beobachtet. In einem weiteren Zweiphasengebiet (L; — L; — S;) wird das Ausfallen von

hydratisiertem Lysozym als Feststoff S; beobachtet.

Wasser L, Lysozym
Abb. 4.5 Vorschlag fiir das Phasendiagramm des Systems Lysozym — Na,SO4— Wasser
bei 25 °C und pH=7

Dariiber hinaus weist das Diagramm bei vergleichsweise hoher Wasserkonzentration (iiber 66
Massen-%) drei Dreiphasengebiete auf. In zwei Gebieten (S; — L3 — S; und S5 — Lz* - S))
befinden sich zwei feste Phasen mit einer fliissigen Phase im Gleichgewicht. Im Bereich S; —
S; — S; koexistieren drei Feststoffe mit unterschiedlicher Zusammensetzung.

Wie bereits erwéhnt, konnen Proteinkristalle bis zu 43 Massen-% Wasser enthalten. Steinrauf
[95] hat Lysozym aus wassrigen Natriumsulfatlosungen kristallisiert (monokline Form) und

durch Rontgenstrukturanalyse einen Wassergehalt von 24 Massen-% ermittelt. In der
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vorliegenden Arbeit betrdgt die fiir den Schnittpunkt S; gefundene Wasserkonzentration etwa

17 Massen-%.

4.1.2 Lysozym - (N H4)ZSO4 - H,O

Die Abbildung 4.6 zeigt die experimentellen Ergebnisse fiir die Triibungskurve des Systems
Lysozym — (NH4),SO4 — Wasser bei 25 °C und pH=6.
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Experimentelle Ergebnisse fiir das System Lysozym — (NH4),SO4 — Wasser bei
25 °C: @ - Triibungskurvenmessungen, pH=6 (diese Arbeit);
O - Zusammensetzung der proteinarmen Phase (pH=38);

A\ - Zusammensetzung der proteinarmen Phase (pH=4) [19]

Wie in der Abb. 4.1 ist dabei der Massenanteil von Lysozym iiber der lonenstirke der Losung

aufgetragen. Die lonenstirke wird stets allein aus der Salzkonzentration berechnet. Die

schwarzen Punkte kennzeichnen die in der vorliegenden Arbeit experimentell bestimmten

Triilbungspunkte. Die Grofle eines Symbols entspricht ungefdhr der Messgenauigkeit. Die

Konzentrationen der Stammldsungen von Lysozym lagen zwischen etwa 2 und 18 Massen-%.

Die Messungen wurden auf Salzkonzentrationen bis etwa 40 Massen-% (durch die

Salzloslichkeit bedingt) beschrinkt. Die experimentell bestimmte Triibungskurve liegt im
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Konzentrationsbereich bis zu 9 Massen-% Lysozym und bis zu 37 Massen-%
Ammoniumsulfat. Der Einfluss von Ammoniumsulfat auf den Verlauf der Triibungskurve ist
dem Einfluss von Natriumsulfat dhnlich. Die Triibungskurve im System mit Ammoniumsulfat
ist jedoch zu hoheren Salzkonzentrationen hinverlagert. Es werden ungefdhr 15 Massen-%
Ammoniumsulfat benétigt, um eine Tribung bei der hochsten untersuchten
Lysozymkonzentration (ca. 8,8 Massen-%) zu verursachen.

Die Abb. 4.6 zeigt die Ergebnisse von Moretti et al. [19] fiir das gleiche System bei den pH-
Werten 4 und 8. Leere Dreiecke und Kreise kennzeichnen die von Moretti et al. angegebene
Zusammensetzung der proteinarmen Phase, die zusammen mit einem amorphen,
proteinreichen Niederschlag vorliegt (s. auch Abschnitt 2.2.4).

Die experimentell bestimmten Zusammensetzungen der koexistierenden Phasen im System
Lysozym — (NH4),SO4 — Wasser bei 25 °C und pH=6 sind in der Abb. 4.7 dargestellt. Die
entsprechenden Zahlenwerte sind im Anhang C tabelliert. Die gefiillten Kreise markieren die
Triilbungskurve. Leere Quadrate kennzeichnen die Zusammensetzungen der Unterphase
(proteinreiche Phase) und leere Kreise kennzeichnen die Zusammensetzungen der Oberphase
(proteinarme Phase). Die Zusammensetzungen der Feedlosungen liegen im Rahmen der
Messgenauigkeit auf den Linien, die die entsprechenden Zusammensetzungen von Ober- und

Unterphase verbinden. Die Feedpunkte wurden zur besseren Uberblick nicht eingetragen.

O { AN
(YA NN
havaratviays A WAV VAN
1,0 7 . v , 7 : 5 5 Y ) 0,0

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
H,O Lysozym

Abb. 4.7 Experimentelle Ergebnisse fiir das Phasengleichgewicht des Systems Lysozym
— (NH4),SO,— Wasser bei 25 °C und pH=6: @ - Triibungskurve;
O - Zusammensetzung der proteinarmen Phase; U - Zusammensetzung der

proteinreichen Phase
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Bei der Vorbereitung der Feedldosungen wurde — wie in System mit Natriumsulfat —
beobachtet, dass bei Feedpunkten, deren Zusammensetzung innerhalb der gemessenen
Triibungskurve lag, ein sofortiger Phasenzerfall auftrat. Bei den Feedldsungen, die weniger
als 8 (Natriumsulfat) bzw. 14 Massen-% (Ammoniumsulfat) des Salzes enthielten, trat der
Phasenzerfall erst nach einigen Stunden (in der Regel zwischen 2 und 5 Stunden) auf. Manche
Proben mit Salzkonzentrationen unter 4 Massen-% wurden sogar erst nach einigen Tagen
triib.

Auch in diesem System konnte durch Zentrifugieren keine vollstdndige Trennung der Phasen
erreicht werden. Die Verbindungslinien zwischen entsprechenden Punkten der beiden Phasen
verlaufen nicht parallel. Bei der Verldngerung dieser Verbindungslinien treten ebenfalls zwei
Schnittpunkte S; und S, auf. Der Punkt S; liegt bei etwa 84 Massen-% Lysozym und enthélt
kein Salz. Der Punkt S, liegt bei etwa 36 Massen-% Lysozym und etwa 14 Massen-% Salz.
Einige typische mikroskopische Aufnahmen von Proben der Unterphase unterschiedlicher
Zusammensetzung sind in der Abbildung 4.8 dargestellt. Eine Kristallbildung wurde nur bei
einer Feedlosung beobachtet (Abb. 4.7a). Die Zusammensetzung dieser Feedlosung lag bei
etwa 5 Massen-% Lysozym und 25 Massen-% Salz. Bei hoheren (Abb. 4.8b) sowie bei
niedrigeren (Abb. 4.8c) Salzkonzentrationen bildeten sich wasserldsliche proteinreiche
Aggregate. Lysozym wurde aus wéssrigen Losungen von Ammoniumsulfat von Forsythe et
al. kristallisiert [55]. In der Regel bringt zwar Ammoniumsulfat ein Protein zum Ausfillen,
eine Kristallisation wird jedoch nicht beobachtet.

In der Abbildung 4.9 ist die Zusammensetzung der proteinarmen Phase (Oberphase, d. h. die

Loslichkeitsgrenze) mit der Triibungskurve verglichen.
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Abb. 4.8 System Lysozym — (NHy),SO4 — Wasser bei 25 °C und pH=6. Mikroskopische

Aufnahmen von Proben der Unterphase:

a) Zusammensetzung der Feedlosung (&p=0,0563; £ =0,2521; &, =0,6917);

b) Zusammensetzung der Feedlosung (&p=0,0551; £ =0,3500; &, =0,5949);

¢) Zusammensetzung der Feedlosung (&, =0,1009; &g =0,0280; &, =0,8711)
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Abb. 4.9 Vergleich von Loslichkeits- und Triibungskurve im System Lysozym —

(NH,),SO,— Wasser bei 25 °C und pH=6: @ - Triibungspunkte;

O - Zusammensetzung der Oberphase aus Phasengleichgewichtsmessungen,

A\ - Zusammensetzung der proteinarmen Phase (ohne Bestimmung der

Zusammensetzung der Unterphase)

Die experimentell bestimmte Triibungskurve liegt im Zweiphasengebiet. Bei hoheren
Salzkonzentrationen laufen die Loslichkeitskurve und die Triibungskurve zusammen. Eine
terndre Losung, deren Zusammensetzung im Bereich zwischen die Loslichkeitskurve (---) und
Triibungskurve (—) liegt, kann {iber lingere Zeiten einphasig bleiben. In einigen Féllen wurde
eine ausgeprigte Kristallbildung (KristallgroBe ca. 5 mm) oder eine Gelbildung beobachtet. In
der Tabelle 8 sind die Zusammensetzungen der Feedlosungen angegeben, in denen eine
Gelbildung auftrat. Dabei hat sich eine Gelphase ausgebildet, die mit einer vergleichbar

geringen Menge an fliissiger Phase koexistierte.

Tabelle 8 Gelbildung im System Lysozym — (NH4),SO, — Wasser bei 25 °C und pH=6:

Zusammensetzungen der Feedpunkte

Sp Ss Sw
0,1023 0,1667 0,7310
0,1372 0,1099 0,7529
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In der Abbildung 4.10 ist ein Vorschlag fiir das Phasendiagramm im System Lysozym —
(NH4),SO4 — Wasser bei 25 °C und pH=6 gezeigt. Dieses System weist das gleiche
Phasenverhalten wie das System mit Natriumsulfat auf. Die Punkte L; und L, entsprechen den
Loslichkeitsgrenzen von Lysozym bzw. Ammoniumsulfat in reinem Wasser. Man erkennt ein
einphasiges Gebiet, das durch die Loslichkeitskurve L, — L,’ — L3y — L; vom
Mehrphasengebiet abgetrennt ist, drei Fest-Fliissig-Zweiphasengebiete, in denen eine der
Feststoffe S;, S, bzw. S; mit einer Fliissigkeit im Gleichgewicht steht, und mehrere
Dreiphasengebiete. Bei Salzkonzentrationen iiber 14 Massen-% bildet sich ein kristalliner
Komplex aus Lysozym, Ammniumsulfat und Wasser (S,). Im Rahmen der Messgenauigkeit

enthélt der (vermutlich amorphe) Feststoff S; kein Salz und besteht damit lediglich aus

Lysozym und Wasser.

S

Wasser L, Lysozym
Abb. 4.10 Vorschlag fiir das Phasendiagramm des Systems Lysozym — (NH4)»SO, —
Wasser bei 25 °C und pH=6
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In der Arbeit von Moretti et al. [19] wurde das Phasenverhalten des Systems Lysozym —
Ammoniumsulfat — Wasser bei zwei unterschiedlichen pH-Werten experimentell untersucht
(s. Kapitel 2, Abschnitt 2.2.4). In beiden Féllen konnte man zwei Gebiete unterscheiden, in
denen sich der Verlauf der Konoden unterscheidet. Der Verlauf dieser Konoden stimmt mit
den in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnissen iiberein. Moretti et al. haben allerdings
keine mikroskopische Untersuchungen der proteinreichen Phase durchgefiihrt. Es ist nicht
uniiblich, dass ein mikrokristalliner Niederschlag mit einem amorphen Niederschlag
verwechselt wird. In einer weitergehenden Arbeit von Cheng Yu-Chia et al. [96] wurde
festgestellt, dass Lysozym in konzentrierten LOsungen von Ammoniumsulfat unter
bestimmten Bedingungen kristallisiert werden kann. Es wurden kinetische und

thermodynamische Aspekte der Lysozymkristallisation diskutiert.

4.1.3 Lysozym - Fluchtiges Salz - H,0O

Die Abbildung 4.11 zeigt die experimentellen Ergebnisse fiir die Triibungskurve des Systems
Lysozym — NH,COONH4 — Wasser bei 25 °C und pH=9, dabei ist der Massenanteil von
Lysozym iiber der Ionenstirke der Losung (Molalitdtskala) aufgetragen. Die lonenstirke wird
stets allein aus der Salzkonzentration berechnet. Gefiillte Kreise markieren die experimentell
bestimmten Triibungspunkte.

Die Konzentrationen der Stammldsungen von Lysozym lagen zwischen 1 und 21 Massen-%.
Die Konzentrationen der Stammldsungen des Salzes lagen zwischen 2 und 30 Massen-%. Die
experimentell bestimmte Triibungskurve befindet sich im Konzentrationsbereich bis zu 20
Massen-% Lysozym und bis zu 29 Massen-% Ammoniumcarbamat. Es werden ungeféhr 0,5
Massen-% Ammoniumcarbamat bendtigt, um eine Triibbung bei der hochsten untersuchten
Lysozymkonzentration (20 Massen-%) zu verursachen. Im Vergleich zu konventionellen
Salzen (Natriumsulfat und Ammoniumsulfat) tritt die Triibung im Allgemeinen bei einer viel
niedrigerer Salzkonzentration auf.

Die experimentell bestimmten Zusammensetzungen der koexistierenden Phasen im System
Lysozym — NH,COONH,4 — Wasser bei 25 °C und pH=9 sind in der Abb. 4.12 dargestellt und
im Anhang C zusammengestellt. Dabei markieren die gefiillten Kreise die Triibungskurve.
Die Zusammensetzungen der Unterphase (proteinreiche Phase) sind durch leere Quadrate, die
Zusammensetzungen der Oberphase (proteinarme Phase) durch leere Kreise und die

Zusammensetzungen der Feedpunkte durch leere Dreiecke gekennzeichnet.
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Abb. 4.11 Experimentelle Ergebnisse fiir die Triibungskurve des Systems Lysozym —
NH>COONH,— Wasser bei 25 °C und pH=9
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Abb. 4.12 Experimentelle Ergebnisse fiir das Phasengleichgewicht des Systems Lysozym
— NH,COONH — Wasser bei 25 °C und pH=9: @ - Triibungskurve;
O - Zusammensetzung der proteinarmen Phase; U - Zusammensetzung der

proteinreichen Phase; /\ - Zusammensetzung der Feedpunkte

Wegen des Einflusses von Ammoniumcarbamat auf die UV-Analyse des Proteingehalts (vgl.
Abschnitt 3.5.3) wurden die Messungen auf Salzkonzentrationen unter 20 Massen-%
beschrinkt. Die Zusammensetzung der Unterphase wurde aus dem Lysozymgehalt in der
Unterphase (analysiert durch Gefriertrocknung) und aus der Zusammensetzung der Oberphase

berechnet.
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Da eine vollstindige Phasentrennung durch Zentrifugieren nicht erreicht werden konnte,
enthdlt die Unterphase noch die proteinarme Phase. Bei der Verlingerung der
Verbindungslinien der Analyseergebnisse fiir die Ober- und Unterphase zeigt sich ein
Schnittpunkt, der dem reinen Protein entspricht. Die mikroskopischen Untersuchungen
ergaben, dass beim Ausfillen Kristalle gebildet werden. In der Abbildung 4.13 sind
mikroskopische Aufnahmen einiger Proben der Unterphase gezeigt. Auf beiden Bildern sind
die Proteinkristalle deutlich zu erkennen. Im linken Teil der Abbildung weisen die Kristalle
eine Stdbchenform auf. Die Grofle der Kristalle betrdgt ungefahr 20 um. Die rechte Aufnahme
stammt aus den Untersuchungen mit einem Elektronenmikroskop und liefert eine vergrofBBerte

Abbildung eines Kristalls. Der Proteinkristall weist eine unregelmifige Form auf und ist etwa

5 um groB.

Abb. 4.13 System Lysozym —NH,COONH; — Wasser bei 25 °C und pH=9.

Mikroskopische Aufnahmen einer Probe aus der Unterphase:

a) Zusammensetzung der Feedlosung (&p=0,1194; £,=0,0363; &, =0,8443);

b) Zusammensetzung der Feedlosung (&p=0,1309; &4 =0,0264; &y =0,8428).

In der Abbildung 4.14 ist die Zusammensetzung der proteinarmen Phase (die
Loslichkeitsgrenze) zusammen mit einigen Triibungspunkten aufgetragen. Bei etwa 20
Massen-% Ammoniumcarbamat betrigt die Loslichkeit von Lysozym etwa 6x10~ Massen-%.
Die Loslichkeit steigt mit abnehmender Salzkonzentration und erreicht ungefahr

0,5 Massen-% bei 1 Massen-% Ammoniumcarbamat.
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Die Triibungskurve liegt innerhalb des Fest-Fliissig-Zweiphasengebiets. Die Differenz
zwischen der Loslichkeitsgrenze und der Triibungskurve nimmt mit steigender

Lysozymkonzentration zu.
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é Lysozym, g/g

0,01 7

0,00
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30

S NH,COONH,
Abb. 4.14 Vergleich von Ldéslichkeits- und Triibungskurve in System Lysozym —
NH,COONH; — Wasser bei 25 °C und pH=9: @ - Triibungspunkte; O -

Zusammensetzung der Oberphase aus Phasengleichgewichtsmessungen

Aus den experimentellen Untersuchungen ergab sich fiir das System Lysozym -—
NH,COONH4 — Wasser das in der Abb. 4.15 gezeigte Phasendiagramm. Die Punkte L; und L,
markieren die Loslichkeiten von Lysozym und Ammoniumcarbamat in reinem Wasser. Die
Loslichkeitskurve von Lysozym in salzhaltigen wissrigen Losungen wird durch die Linie L,
—L, festgelegt. Die Linie L, — L, trennt den Bereich der homogenen fliissigen Phase vom
Bereich, in dem Ammoniumcarbamat als Feststoff S, ausfillt. Die Linie Lz* — L; trennt den
homogenen Bereich vom Zweiphasengebiet (L, — L, — S;). Dort wird das Ausfallen vom
reinen Lysozym (S;) beobachtet. Das Diagramm weist keine weiteren Zweiphasengebiete auf.
Das Dampf-Fliissig-Gleichgewicht wird in diesem Diagramm nicht beriicksichtigt. Es wird
davon ausgegangen, dass bei Umgebungstemperatur die Partialdriicke von Ammoniak und

Kohlendioxid vernachléssigbar gering sind.
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Wasser L, Lysozym
Abb. 4.15 Vorschlag fiir das Phasendiagramm des Systems Lysozym — NH;COONH;—
Wasser bei 25 °C und pH=9
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Die Abbildung 4.16 zeigt die experimentellen Ergebnisse fiir die Triibungskurve des Systems
Lysozym — NH4sHCO;3; — Wasser bei 25 °C und pH=8.
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Abb. 4.16 Experimentelle Ergebnisse fiir die Triibungskurve des Systems Lysozym —
NH,HCO; — Wasser bei 25 °C und pH=8

In dem Diagramm ist der Massenanteil von Lysozym in Abhéingigkeit von der lonenstirke der
Losung aufgetragen. Die lonenstirke wird stets allein aus der Salzkonzentration berechnet.
Schwarze Kreise markieren die experimentell bestimmten Triibungspunkte.

Die Konzentrationen der Stammldsungen von Lysozym lagen zwischen etwa 1 und 12
Massen-%. Die Messungen wurden auf Salzkonzentration von etwa 12 Massen-% (wegen der
geringeren Salzloslichkeit) beschrinkt. Die experimentell bestimmte Triibungskurve liegt
deshalb im Konzentrationsbereich bis zu 12 Massen-% Lysozym und bis zu 11 Massen-%
Ammoniumbicarbonat. Der Einfluss von Ammoniumbicarbonat auf den Verlauf der
Triibungskurve ist mit dem Einfluss von Ammoniumcarbamat vergleichbar. Es werden
ungefdhr 0,6 Massen-% Ammoniumbicarbonats benétigt, um eine Triibung bei der hochsten
untersuchten Lysozymkonzentration in der Mischung (11,8 Massen-%) zu verursachen (bei
Ammoniumcarbamat betragen die entsprechenden Werte 0,4 Massen-% und 12 Massen-%).
Die experimentell bestimmten Zusammensetzungen der koexistierenden Phasen im System
Lysozym — NH4HCO3; — Wasser bei 25 °C und pH=8 sind in der Abb. 4.17 dargestellt. Die

entsprechenden Zahlenwerte sind im Anhang C tabelliert. Schwarze Kreise markieren die
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Triibungskurve. Die Zusammensetzung der Unterphase (proteinreiche Phase) ist durch leere
Quadrate, die Zusammensetzung der Oberphase (proteinarme Phase) durch leere Kreise und

die Zusammensetzungen der Feedpunkte durch leere Dreiecke gekennzeichnet.

0,0
1,0

/N o

10
Lysozym

Abb. 4.17 Experimentelle Ergebnisse fiir das Phasengleichgewicht des Systems Lysozym
— NH/HCO; — Wasser bei 25 °C und pH=8: @ - Triibungskurve;
O - Zusammensetzung der proteinarmen Phase; Ul - Zusammensetzung der

proteinreichen Phase; /\ - Zusammensetzung der Feedpunkte

Die Messungen wurden auf Salzkonzentrationen bis zu 12 Massen-% beschrinkt. Die
Zusammensetzung der Unterphase wurde aus dem Lysozymgehalt der Unterphase (analysiert
durch Gefriertrocknung) und aus der Zusammensetzung der Oberphase berechnet.

Der Salzgehalt in der Oberphase ist im Gegensatz zu den frither untersuchten Systemen
niedriger als in der Unterphase. Bei einer genaueren Betrachtung stellt sich heraus, dass die

Zusammensetzungen der Unterphase sich in Rahmen der Messgenauigkeit auf der Linie
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befinden, die die Loslichkeitsgrenze vom Lysozym in Wasser mit Ammoniumbicarbonat
verbindet.

Bei den mikroskopischen Untersuchungen wurde in allen untersuchten Proben die Bildung
staibchenformiger Kristalle nachgewiesen. In der Abbildung 4.18 sind typische Beispiele fiir
die mikroskopischen Aufnahmen von Proben der proteinreichen Phase dargestellt. Auf beiden
Bildern sind die Proteinkristalle zu erkennen. Die Grof3e der Kristalle ist von Probe zu Probe
unterschiedlich. Der linke Teil der Abbildung 4.18 zeigt sehr kleine Kristalle, deren Form nur
bei groBerer VergroBerung zu erkennen ist. Im rechten Teil der Abbildung sind
stabchenformige Kristalle zu sehen, deren Grof3e ungefahr 5 pm betragt.

In der Abbildung 4.19 ist die Zusammensetzung der proteinarmen Phase (die
Loslichkeitsgrenze) im Vergleich zur experimentell bestimmten Triibungskurve aufgetragen.
Bei etwa 11 Massen-% Ammoniumbicarbonat betrdgt die Loslichkeit von Lysozym etwa 0,2
Massen-%. Die Loslichkeit steigt mit abnehmender Salzkonzentration und erreicht ungeféhr
0,6 Massen-% bei 1 Massen-% Salz. Die gemessene Triibungskurve stimmt in Rahmen der
Messgenauigkeit mit der Loslichkeitskurve iiberein. Die Differenz zwischen beiden Kurven
bleibt im untersuchten Salzkonzentrationenbereich iiberall nahezu konstant.

Das Phasenverhalten des Systems Lysozym — NH4sHCO3; — Wasser kann durch die Bildung
einer festen metastabilen Phase erklért werden. Unter Umstédnden kann diese kristalline Phase

in reines Ammoniumbicarbonat und eine geséttigte wissrige Lysozymldsung zerfallen.

a)

Abb. 4.18 System Lysozym —NHHCO3; — W.
Aufnahmen von Probe der Unterphase:

a) Zusammensetzung der Feedlosung (&p=0,0483; £ =0,0969; &, =0,8547);

b) Zusammensetzung der Feedlosung (&p=0,0483; &4 =0,0987; &y, =0,8531)
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Vergleich der Loslichkeits- und Triibungskurve in System Lysozym — NHHCOj3

— Wasser bei 25 °C und pH=8: @ - Triibungspunkte; O - Zusammensetzung

der Oberphase aus Phasengleichgewichtsmessungen
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4.2 Bovin Serum Albumin

4.2.1 BSA - (NH,),SO, - H,0

Die Abbildung 4.20 zeigt die experimentellen Ergebnisse fiir die Triibungskurve des Systems
BSA — (NH4),SO4 — Wasser bei 25 °C und pH=6.
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A
04 7 A a X X X
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m A X
YL A
0,2 AA
A
01 - a
0,0 \ \ \ Ay
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

.., mol/kg H,O
Abb. 4.20 Experimentelle Ergebnisse fiir die Triibungskurve des Systems Bovin Serum
Albumin — (NH4)2SO, — Wasser: @ - Triibungskurvenmessungen bei 25 °C und
pH=6 (diese Arbeit); Phasengrenzen nach Angabe von Elysee-Collen et al.
[92] bei 20 °C und pH=7: /\ - Phasengrenze 1, X- Phasengrenze 2

In dem Diagramm ist der Massenanteil von Bovin Serum Albumin iiber der Ionenstirke der
Losung aufgetragen. Die lonenstidrke wird stets allein aus der Salzkonzentration berechnet.
Die schwarzen Punkte markieren die in der vorliegenden Arbeit experimentell bestimmten
Triibungspunkte. Die Groe der Symbole entspricht ungefahr der Messgenauigkeit.

Die Konzentrationen der Stammldsungen von BSA lagen zwischen etwa 1 und 30 Massen-%.
Stammldsungen mit hoherem Proteingehalt wurden nicht verwendet, da die erhdhte Viskositét
der Losung die Einstellung der Triibung stark verzdgert bzw. deren Beobachtung erschwert.
Die Messungen wurden auf Salzkonzentrationen bis etwa 40 Massen-% (durch die
Salzloslichkeit limitiert) beschrinkt. Die experimentell bestimmte Triibungskurve liegt im

Konzentrationsbereich bis zu 14 Massen-% BSA und bis zu 40 Massen-% Ammoniumsulfat.

58



Es werden ungefdhr 21 Massen-% Ammoniumsulfat benétigt, um eine Triilbung bei den
hochsten untersuchten Konzentration von Bovin Serum Albumin in der Losung

(14 Massen-%) zu verursachen.

Elysee-Collen et al. [92] haben das Phasenverhalten des Systems BSA — (NH4),SO4 — H,0O im
Temperaturbereich von 20 bis 90 °C bei pH=7 untersucht. In der Abbildung 4.20 sind diese
Literaturangaben gezeigt. Leere Dreiecke markieren die Grenze zwischen einem
Einphasengebiet und einem Zweiphasengebiet, in dem eine Fliissigkeit mit einem
wasserloslichen, amorphen Niederschlag vorliegt (Grenze 1). Kreuze kennzeichnen die
Grenze, die ein Zweiphasen- von einem Dreiphasengebiet trennt (Grenze 2). In diesem
Dreiphasengebiet koexisiert eine Fliissigkeit mit einem wasserldslichen amorphen
Niederschlag und Ammoniumsulfatkristallen. Die in der vorliegenden Arbeit bei den
Triibungskurvenmessungen bestimmten Zusammensetzungen liegen zwischen diesen beiden
,,arenzen®.

Die in der vorliegenden Arbeit experimentell bestimmten Zusammensetzungen der
koexistierenden Phasen im System Bovin Serum Albumin — (NH4),SO4 — Wasser bei 25 °C
und pH=6 sind in der Abb. 4.21 dargestellt. Die entsprechenden Zahlenwerte sind im Anhang
C tabelliert.

/
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
H,0 BSA

Abb. 4.21 Experimentelle Ergebnisse fiir das Phasengleichgewicht des Systems BSA —
(NH,),SO, — Wasser bei 25 °C und pH=6: @ - Triibungskurve;

O - Zusammensetzung der proteinarmen Phase; Ul - Zusammensetzung der

proteinreichen Phase
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Schwarze Kreise markieren Punkte auf der Triibungskurve. Die an BSA angereicherte Phase
bildet in diesem System die Unterphase, die proteinarme Phase die Oberphase. Die
Zusammensetzung der Unterphase ist durch leere Quadrate und die Zusammensetzung der
Oberphase durch leere Kreise gekennzeichnet. Die Feedpunkte werden zum besseren
Uberblick in der Abb. 4.21 nicht gezeigt. Die Zusammensetzungen der Feedldsungen liegen
im Rahmen der Messgenauigkeit auf den Verbindungslinien zwischen der experimentell
bestimmten Zusammensetzungen der koexistierenden Phasen.

Die Verldangerungen dieser Verbindungslinien treffen sich in einem Schnittpunkt (S,), der
einen Komplex kennzeichnet. Die Zusammensetzung des Komplexes S, betrigt etwa

37 Massen-% BSA und etwa 20 Massen-% Ammoniumsulfat.

Mikroskopische Aufnahmen von Proben der proteinreichen Phase sind in der Abbildung 4.22

dargestellt. Es wurden keine Kristalle, sondern proteinreiche, amorphe Aggregate beobachtet.

a) b)

S 5 S MR LA
Abb. 4.22 System BSA — (NHy),SO4 — Wasser bei 25 °C und pH=6. Mikroskopische
Aufnahmen von Proben der Unterphase:

a) Zusammensetzung der Feedlosung (&, =0,0302; ¢ =0,3598; &, =0,6100);

b) Zusammensetzung der Feedlosung (&, =0,0635; &4 =0,3142; &y, =0,6223)
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In der Abbildung 4.23 sind die experimentellen Ergebnisse fiir die Zusammensetzung der

proteinarmen Phase (die Loslichkeitsgrenze) mit einigen Triibungspunkten verglichen.
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Abb. 4.23 Vergleich von Léslichkeits- und Triibungskurve in System BSA — (NH4),S04 —
Wasser bei 25 °C und pH=6: @ - Triibungspunkte; O - Zusammensetzung der

Oberphase aus Phasengleichgewichtsmessungen

Die Loslichkeit von BSA bei der hochsten untersuchten Salzkonzentration (etwa

40 Massen-%) betrdgt 0,01 Massen-%. Die Loslichkeit nimmt mit steigender
Salzkonzentration ab (d. h. es wird ein ,,Aussalzen‘ beobachtet). Die experimentell ermittelte
Triibungskurve liegt auch bei diesem System innerhalb der Loslichkeitskurve. Im Vergleich
zum System Lysozym — (NH4),SO;s — Wasser sind die beiden Kurven zu hoheren
Salzkonzentrationen hinverlagert.

In der Abb. 4.24 sind die Ergebnisse fiir die Loslichkeit zusammen mit der entsprechenden
Kurve nach Gleichung (1) (Cohn Gleichung) sowie die Literaturergebnisse dargestellt. Dabei
ist der Logarithmus der Proteinkonzentration (in mg/ml) gegen die Ionenstirke der Losung
(Molalitétskala) aufgetragen. Die experimentellen Ergebnisse der Loslichkeitsmessungen in
System BSA — (NH4)>SO4 — H,0 bei 25 °C und pH=7 von Qasim et al. [14] sind durch leere
Dreiecke gekennzeichnet, die eigenen Ergebnisse durch leere Kreise. Beide Linien weisen
ungefdhr die gleiche Steigung auf (K (aus Gl. (1)) = 0,73 fiir die Literaturdaten bzw. 0,64 fiir
die Daten der vorliegenden Arbeit). Sie sind jedoch parallel verschoben. Der Parameter S

(vgl. GL. (1)) betrdgt 6,0 und 6,8. Bei hohen Ionenstirken (iiber 13 mol/1000 g Wasser) lassen
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sich die Messwerte der vorliegenden Arbeit nicht mit der Cohn Gleichung beschreiben. Dieser

Befund deutet auf das Ausfillen einer anderen Phase (vermutlich Ammoniumsulfatkristallen).
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Abb. 4.24 Vergleich von Loslichkeitskurven in System BSA — (NH4).SO4 — Wasser bei
25 °C und pH=6: /\ - Loslichkeit von Bovine Serum Albumin [14];
O - Zusammensetzung der Oberphase (diese Arbeit)

In der Abbildung 4.25 ist ein Vorschlag fiir das Phasendiagramm des Systems BSA —
(NH4)2,SO4 — Wasser bei 25 °C und pH=6 gezeigt. Die Punkte L; und L, entsprechen den
Loslichkeitsgrenzen von Bovin Serum Albumin bzw. Ammoniumsulfat in reinem Wasser.
Man erkennt ein einphasiges Gebiet, das durch die Loslichkeitskurve L, —L," — L3 — L; vom
Mehrphasengebiet getrennt ist, drei Fest-Fliissig-Zweiphasengebiete, in denen einer der
Feststoffe S;, S, bzw. S; mit einer Fliissigkeit im Gleichgewicht steht und mehrere
Dreiphasengebiete. Bei Salzkonzentrationen iiber 20 Massen-% bildet sich ein amorpher
Komplex aus BSA, Ammoniumsulfat und Wasser (S,). Der Feststoff S; entspricht reinem,

kristallinem BSA.
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Wasser L, BSA
Abb. 4.25 Vorschlag fiir das Phasendiagramm des Systems BSA — (NH),SO4 — Wasser
bei 25 °C und pH=6
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4.2.2 BSA - Na,SO, - H,0O

Die Abbildung 4.26 zeigt die Ergebnisse der experimentellen Untersuchungen zur
Bestimmung der Triibungskurve des Systems Bovin Serum Albumin — Na,SO4 — Wasser bei

25 °C und pH=7.

0,20 -

0,00 I I I \ \
0 2 4 6 8 10

|, mol/kg H,O
Abb. 4.26 Experimentelle Ergebnisse fiir die Triibungskurve des Systems BSA — Na»)SO4 —
Wasser bei 25 °C und pH=7

Dabei ist der Massenanteil von BSA iiber der Ionenstirke aufgetragen. Die lonenstirke wird
stets allein aus der Salzkonzentration berechnet. Die schwarzen Kreise markieren die
experimentell bestimmten Triibungspunkte. Die GroB3e der Symbole entspricht ungefdhr der
Messgenauigkeit. Die Konzentration der Stammldsungen von Bovin Serum Albumin lagen
zwischen 4 und 25 Massen-%. Durch Zugabe einer geséttigten wéssrigen Stammlosung von
Natriumsulfat zur wissrigen Stammldsung von Bovine Serum Albumin konnte keine Triibung
verursacht werden. Deshalb wurde in weiteren Experimenten die wiéssrige Salzlosung durch
reines wasserfreies Natriumsulfat ersetzt. Bei der Bestimmung der Triibungspunkte im
proteinarmen Konzentrationsbereich wurden iibersdttigte Natriumsulfatldsungen mit
Konzentrationen zwischen 20 und 30 Massen-% verwendet. Diese wurden durch Abkiihlen

der bei hoheren Temperaturen hergestellten Natriumsulfatlosungen vorbereitet. Es wurde
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keine Triilbung bei niedrigeren Salzkonzentrationen beobachtet. Die experimentell bestimmte
Triibungskurve liegt im Konzentrationsbereich bis zu 21 Massen-% BSA und bis zu 30
Massen-% Natriumsulfat. Dieser Bereich befindet sich teilweise oberhalb der
Loslichkeitsgrenze des Natriumsulfatdekahydrates. Es werden ungefdhr 14 Massen-%
Natriumsulfat bendtigt, um eine Triibung bei der hochsten untersuchten Konzentration von
Bovin Serum Albumin (22 Massen-%) zu verursachen. Die fiir die Triilbung einer wissrigen
Losung mit 1 Massen-% BSA benétigte Natriumsulfatkonzentration betrdgt ungefdhr 22
Massen-%.

Die experimentell bestimmte Zusammensetzung der koexistierenden Phasen im System BSA
— Na,SO4 — Wasser bei 25 °C und pH=7 ist in der Abb. 4.27 aufgetragen. Die entsprechenden
Zahlenwerte sind im Anhang C tabelliert.

Abb. 4.27 Experimentelle Ergebnisse fiir das Phasengleichgewicht des Systems BSA —
Na,SO,— Wasser bei 25 °C und pH=7: @ - Triibungskurve;

O - Zusammensetzung der proteinarmen Phase; Ul - Zusammensetzung der

proteinreichen Phase

Die an Bovin Serum Albumin angereicherte Phase bildet in diesem System die Oberphase, die
proteinarme Phase die Unterphase, d. h. salzreiche wissrige Phasen haben eine hohere Dichte
als proteinreiche wissrige Phasen. Da der Salzgehalt in der proteinarmen Phase hoch ist, ist
diese Phase schwerer als der proteinreiche Niederschlag. Die Zusammensetzungen der
Oberphasen sind in der Abb. 4.27 durch leere Quadrate und die Zusammensetzungen der
Unterphasen durch leere Kreise gekennzeichnet. Die Zusammensetzungen der Feedldsungen
(leere Dreiecke) liegen in Rahmen der Messgenauigkeit auf den Linien, welche die

Zusammensetzungen der koexistierenden Phasen verbindet (d. h. die Massenbilanz ist erfiillt).
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Die Verldngerungen der Verbindungslinien von koexistierenden Ober- und Unterphasen
treffen sich lediglich in einem Punkt (S;). Der Punkt S; stimmt im Rahmen der
Messgenauigkeit mit der Literaturangabe fiir Loslichkeit von Bovin Serum Albumin in reinem
Wasser [92] iiberein.

Die mikroskopischen Untersuchungen haben gezeigt, dass die proteinreiche Phase keine
kristalline Struktur aufweist. Es handelt sich vermutlich um einen amorphen Niederschlag, der
noch einen Teil der proteinarmen Phase enthdlt. Die Abbildung 4.28 zeigt eine Aufnahme

einer der untersuchten Proben.
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Abb. 4.28 System BSA — Na,SO; — Wasser bei 25 °C und pH=7. Mikroskopische

Aufnahmen von einer Probe der proteinreichen Phase, Zusammensetzung der

Feedlosung (Ep,=0,0744; £ =0,2544; &, =0,6711)
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In der Abbildung 4.29 sind die in der vorliegenden Arbeit bestimmten Zusammensetzungen
der proteinarmen Phase (die mit einem Prizipitat koexistierte, d. h. Loslichkeitsgrenze) mit

den Ergebnissen fiir die Triibungskurve verglichen.

0,14 -
0,12 -
0,10 -
0,08 -

0,06 -

i BSA, g/g
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0,15 0,20 0,25 0,30
‘: Na,SO,, g/g
Abb. 4.29 Vergleich von Loslichkeits- und Triibungskurve in System BSA — NaSO4 —

Wasser bei 25 °C und pH=7: @ - Triibungspunkte; O - Zusammensetzung der

Oberphase aus Phasengleichgewichtsmessungen

Hier ist der Massenanteil von BSA iiber dem Massenanteil des Salzes aufgetragen. Im
Konzentrationsbereich iiber 25 Massen-% Natriumsulfat ist die Proteinldslichkeit sehr gering
(ca. 0,02 Massen-% BSA) und im Rahmen der Messgenauigkeit von der Salzkonzentration
unabhéngig. Bei Salzkonzentrationen unter 25 Massen-% steigt die Proteinkonzentration mit
abnehmender Salzkonzentration stark an. Die Konzentration von BSA betréigt bei

23 Massen-% Natriumsulfat ungefahr 4,5 Massen-%. Die Loslichkeitskurve liegt teilweise bei
hoheren Proteinkonzentrationen als die gemessene Triibungskurve. Dies deutet darauf hin,
dass die Triilbung nicht durch das Ausfillen von Bovine Serum Albumin verursacht wurde,
sondern moglicherweise durch das Ausfillen von makromolekularen Verunreinigungen (vgl.

Abschnitt 3.4.2).
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Bei den experimentellen Untersuchungen wurde neben einem Zweiphasengleichgewicht auch
ein Dreiphasengleichgewicht beobachtet. Eine von zwei Feedlosungen mit gleicher
Zusammensetzung wurde bei lingerem Riihren dreiphasig. Die obere fliissige proteinarme
Phase koexistierte mit Salzkristallen und einer dritten sehr viskosen Phase. Die proteinarme
Phase konnte beim Zentrifugieren abgetrennt werden. Die Analyse ergab folgende
Zusammensetzung: 9,8 Massen-% BSA, 14,9 Massen-% Natriumsulfat. Die hochviskose
»dritte® Phase konnte nicht von den Salzkristallen getrennt werden. In der Mischung aus
beiden Phasen ergab die Analyse 9,3 Massen-% BSA und 29,4 Massen-% Salz.

Ausgehend von diesen Beobachtungen kann man sich fiir das System BSA — Na,SO4 —
Wasser das in der Abb. 4.30 gezeigte Phasenverhalten vorstellen. Im Fall eines stabilen
Phasengleichgewichtes erhédlt man das im linken Teil der Abbildung 4.30 dargestellte
Phasenverhalten. Die Punkte L; bzw. L, markieren die Loslichkeiten von BSA bzw.
Natriumsulfat in reinem Wasser bei 25 °C. Man erkennt ein einphasiges Gebiet, zwei Fest-
Fliissig- Zweiphasengebiete — in denen ein ausgefilltes Protein bzw. Salzkristalle mit einer
fliissigen Phase im Gleichgewicht stehen — und zwei Dreiphasengebiete. Im Dreiphasengebiet
S, — Lo* — S; liegen die Feststoffe S, (Na;SO4°10H,0) und S; (Bovin Serum Albumin) mit
einer an Natriumsulfat und BSA gesittigten Fliissigkeit im Gleichgewicht vor. Die

Loslichkeitskurve von BSA wird durch die Linie L, — L,* — L; beschrieben.

S, S

Wasser L BSA  Wasser L, BSA
Abb. 4.30 Vorschlag fiir das Phasendiagramm des Systems BSA — Na,SO,— Wasser bei
25 °C und pH=7
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Im rechten Teil der Abbildung 4.30 ist ein metastabiles Phasengleichgewicht dargestellt, das
dem beobachteten Phasenverhalten entspricht. Die Punkte L; und L_zmarkieren die

Loslichkeit von BSA und die metastabile Loslichkeit von Natriumsulfat (ca. 35 Massen-%) in
reinem Wasser bei 25 °C [94]. Man erkennt ein einphasiges Gebiet, zwei Fest-Fliissig-

Zweiphasengebiete — in denen ein ausgefilltes Protein bzw. Salzkristalle mit einer fliissigen

Phase im Gleichgewicht stehen — und zwei Dreiphasengebiete. Im Dreiphasengebiet S_2 —

L, * - §; liegen die Feststoffe S_2 (NazSO4¢7H,0) und S; (Bovin Serum Albumin) mit einer

an Natriumsulfat und BSA gesittigten Fliissigkeit im Gleichgewicht vor.
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4.3 Ovalbumin

4.3.1 Ovalbumin - (NH4)ZSO4 - H,O

Die Abbildung 4.32 zeigt die experimentellen Ergebnisse fiir die Triibungskurve des Systems
Ovalbumin — (NHy4),SO4 — Wasser bei 25 °C und pH=6.
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Abb. 4.32 Experimentelle Ergebnisse fiir die Triibungskurve des Systems Ovalbumin —
(NHy):SO4 — Wasser: ® - Triibungskurvenmessungen bei 25 °C und pH=6
(diese Arbeit); Phasengrenzen nach Angabe von Elysee-Collen et al. bei 20 °C
und pH=7: /\ - Phasengrenze 1, X- Phasengrenze 2 [93]

Im Diagramm ist der Massenanteil von Ovalbumin iiber der Ionenstirke der Losung
aufgetragen. Die lonenstirke wird stets allein aus der Salzkonzentration berechnet. Die
schwarzen Punkte markieren die in der vorliegenden Arbeit experimentell bestimmten
Triilbungspunkte. Die Grofle der Symbole entspricht ungefihr der Messgenauigkeit. Bei
hoheren Ovalbuminkonzentrationen streuen die Messergebnisse deutlich stirker als die
Abschitzung der Messgenauigkeit erwarten ldsst. Dies ist durch hohe Zahigkeit dieser
Losungen und die daraus resultierenden Probleme beim Vermischen der Losungen verursacht.
Die Konzentration der Ovalbuminstammlosungen lag zwischen etwa 4 und 30 Massen-%.
Stammlosungen mit hoherem Proteingehalt wurden nicht verwendet, da die erhohte Viskositét

der Losung die Einstellung der Triibung stark verzégert. Die Messungen wurden auf
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Salzkonzentrationen bis etwa 40 Massen-% (durch die Salzloslichkeit) beschrinkt. Die
experimentell bestimmte Triibungskurve liegt im Konzentrationsbereich bis zu 22 Massen-%
Ovalbumin und bis zu 40 Massen-% Ammoniumsulfat. Es werden ungefdhr 4 Massen-%
Ammoniumsulfat bendtigt, um eine Triibung bei der hochsten untersuchten Konzentration
von Ovalbumin in der Mischung (ca. 22 Massen-%) zu verursachen.

Elysee-Collen et al. [93] haben das Phasenverhalten des Systems Ovalbumin — (NH4),SO4 —
H,O im Temperaturbereich zwischen 20 und 90 °C bei pH=7 untersucht. In der Abbildung
432 sind die entsprechenden Literaturangaben fiir die experimentell bestimmten
Phasengrenzen bei 20 °C gezeigt. Leere Dreiecke markieren die Grenze zwischen einem
Einphasengebiet und einem Zweiphasengebiet, in dem eine Flissigkeit mit einem
wasserloslichen amorphen Niederschlag vorliegt (Grenze 1). Die Kreuze kennzeichnen die
Grenze, die ein Zweiphasen- von einem Dreiphasengebiet trennt (Grenze 2). In diesem
Dreiphasengebiet koexistiert eine Fliissigkeit mit einem wasserldslichen amorphen
Niederschlag und festem Ammoniumsulfat. Die bei den Triibungskurvenmessungen
bestimmten Zusammensetzungen liegen aullerhalb der Grenze 1, d. h. im Einphasengebiet.
Dies weist auf das Ausfallen von Nebenkomponenten hin.

Die in der vorliegenden Arbeit experimentell bestimmten Zusammensetzungen der
koexistierenden Phasen bei 25 °C und pH=6 sind in der Abb. 4.33 dargestellt. Die

entsprechenden Zahlenwerte sind im Anhang C tabelliert.
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H,O Ovalbumin

Abb. 4.33 Experimentelle Ergebnisse fiir das Phasengleichgewicht des Systems
Ovalbumin — (NH4)2SO4 — Wasser bei 25 °C und pH=6: @ - Triibungskurve;
O - Zusammensetzung der proteinarmen Phase; U - Zusammensetzung der

proteinreichen Phase
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Die schwarzen Kreise markieren die Triibungskurve. Die an Ovalbumin angereicherte Phase
bildet in diesem System die Unterphase, die proteinarme (und salzreiche) Phase ist die
Oberphase. Die Unterphase ist durch leere Quadrate und die Oberphase durch leere Kreise
gekennzeichnet. Die Feedpunkte sind zum besseren Uberblick nicht gezeigt. Die
Zusammensetzung einer Feedldsung liegt im Rahmen der Messgenauigkeit auf der
Verbindungslinie zwischen den koexistierenden Ober- und Unterphasen. Aus der
Verldngerung der Verbindungslinien resultiert ein Schnittpunkt (S;), der entspricht einem
salzfreien Feststoff entspricht. Die Zusammensetzung des Feststoffes S; betridgt etwa 72
Massen-% Ovalbumin und etwa 28 Massen-% Wasser.

Mehrere Proben der proteinreichen Unterphase unterschiedlicher Zusammensetzung wurden
mikroskopisch untersucht. In allen untersuchten Proben wurden sehr kleine Partikeln
festgestellt, deren Form schlecht zu erkennen war. Es ist deshalb nicht ausgeschlossen, dass
die proteinreiche Phase eine kristalline Struktur aufweist. Zwei mikroskopische Aufnahmen
von Proben der Unterphase sind in der Abbildung 4.34 gezeigt. Auf beiden Aufnahmen sind

kleine Aggregate zu erkennen. Im rechten Teil der Abbildung kann man die eingeschlossene

Fliissigkeit (die proteinarme Phase) erkennen.

Abb. 4.34 System Ovalbumin — (NH4),SOs — Wasser bei 25 °C und pH=6.
Mikroskopische Aufnahmen von Probe der Unterphase:
a) Zusammensetzung der Feedlosung (&p=0,0494; £ =0,3333; &, =0,6173);

b) Zusammensetzung der Feedlosung (&p=0,1224; &4 =0,2340; &, =0,6436)
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In der Abbildung 4.35 ist die Zusammensetzung der proteinarmen Phase (die
Loslichkeitsgrenze) zusammen mit einigen Triibungspunkten dargestellt. Die Loslichkeit von
Ovalbumin bei der hdchsten untersuchten Salzkonzentration (etwa 34 Massen-%) betrigt
ungefdhr 0,03 Massen-%. Die Loslichkeit nimmt mit steigender Salzkonzentration ab
(,,Aussalzen®). Die Proteinldslichkeit betrdgt etwa 10 Massen-% bei 24 Massen-% Salz. Wie
im System BSA — Na,SOs — H,O liegt die Loslichkeitskurve im System Ovalbumin—
(NH4)2SO4 — H,O teilweise innerhalb der gemessenen Triibungskurve. Die Triibung wird
nicht durch das Ausfallen von Ovalbumin, sondern durch das Ausfillen von

makromolekularen Verunreinigungen (vgl. Abschnitt 3.4.2) verursacht.
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Abb. 4.35 Vergleich von Loslichkeits- und Triibungskurve in System Ovalbumin —
(NH,),SO,— Wasser bei 25 °C und pH=6: @ - Triibungspunkte;

O - Zusammensetzung der Oberphase aus Phasengleichgewichtsmessungen

In der Abbildung 4.36 ist der aus diesen Ergebnissen resultierende Vorschlag fiir das
Phasendiagramm des Systems Ovalbumin — (NH4),SO4 — Wasser bei 25 °C und pH=6
gezeigt.

Die Punkte L; bzw. L, entsprechen den Loslichkeitsgrenzen von Ovalbumin (nach Angaben
von Elysee-Collen et al. [93]) bzw. Ammoniumsulfat in reinem Wasser. Man erkennt ein
einphasiges Gebiet, das durch die Loslichkeitskurve L, — Lz* — L; vom Mehrphasengebiet

abgetrennt ist. Das Phasendiagramm weist zwei Fest-Fliissig-Zweiphasengebiete auf, dort
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steht einer der Feststoffe S; (Komplex aus Ovalbumin und Wasser) bzw. S;
(Ammoniumsulfat) mit einer Fliissigkeit im Gleichgewicht. In einem Dreiphasengebiet
koexistiert die Fliissigkeit Lz* mit dem Feststoff S| und reinem Ovalbumin.

Ovalbumin wurde von Miller et al. [97] aus wissrigen Losungen kristallisiert. Der
Wassergehalt in Ovalbuminkristallen betrdgt nach dieser Literaturangabe ca. 18 Massen-%
und ist damit deutlich geringer als der Wassergehalt im Feststoff S; in der Abbildung 4.33

(ca. 28 Massen-%).

S,

\J \J

Wasser L, S, Ovalbumin(S,)
Abb. 4.36 Vorschlag fiir das Phasendiagramm des Systems Ovalbumin — (NHy):SO4 —
Wasser bei 25 °C und pH=6

74



4.3.2 Ovalbumin - Na,SO, - H,O

Die Abbildung 4.37 zeigt die experimentellen Ergebnisse fiir die Triibungskurve des Systems
Ovalbumin — Na,SO, — Wasser bei 25 °C und pH=7.
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Abb. 4.37 Experimentelle Ergebnisse fiir die Triibungskurve des Systems Ovalbumin —
Na,SO4— Wasser bei 25 °C und pH=7
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Dabei ist der Massenanteil von Ovalbumin iiber der lonenstirke der Losung aufgetragen. Die
Ionenstdrke wird stets allein aus der Salzkonzentration berechnet. Die schwarzen Kreise
markieren die experimentell bestimmten Triibungspunkte. Die Ovalbuminkonzentration der
Stammlosungen lagen zwischen 1 und 25 Massen-%. Die Natriumsulfatkonzentration der
Stammldsungen lag zwischen 5 und 22 Massen-%. Bei der Bestimmung der Triibungspunkte
im proteinarmen Konzentrationsbereich wurden iibersdttigte Salzlosungen verwendet, deren
Zusammensetzung zwischen 22 und 25 Massen-% lag (vgl. System BSA — Na,SO4 — H,0).
Die experimentell bestimmte Triibungskurve liegt im Konzentrationsbereich bis zu

24 Massen-% Ovalbumin und bis zu 24 Massen-% Natriumsulfat. Dieser Bereich befindet
sich teilweise oberhalb der Loslichkeitsgrenze von Natriumsulfat. Es werden ungeféhr

5 Massen-% Natriumsulfat bendtigt, um eine Triibung bei der hochsten untersuchten

Ovalbuminkonzentration in der Mischung (ca. 24 Massen-%) zu verursachen. Die fiir die
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Triilbung einer wissrigen Losung mit einem Massen-% Ovalbumin bendtigte Konzentration
von Natriumsulfat betrdgt etwal3 Massen-%.

Die experimentell bestimmten Zusammensetzungen der koexistierenden Phasen bei 25 °C und
pH=7 sind in der Abb. 4.38 und 4.39 gezeigt. Die entsprechenden Zahlenwerte sind im
Anhang C tabelliert. Die Triibungspunkte sind in beiden Abbildungen nicht aufgetragen. Die
Abb. 4.38 zeigt die in der vorliegenden Arbeit beobachteten stabilen Gleichgewichte. Die
schwarzen Symbole entsprechen Zustinden im Dreiphasengleichgewicht. Schwarze Kreise
kennzeichnen die Zusammensetzungen der proteinarmen Phase (Oberphase), die mit
Salzkristallen und einer weiteren festen Phase (Unterphase) koexistiert. Da die festen Phasen
nicht getrennt werden konnten, mussten beide Phasen zusammen analysiert werden. Die
pauschale Zusammensetzung dieser Mischung ist durch schwarze Quadrate gekennzeichnet.
Schwarze Dreiecke markieren Zusammensetzungen der Feedpunkte. Der Mittelwert der
analysierten Zusammensetzungen der proteinarmen Phasen betrdgt 1,5 Massen-% Ovalbumin,
20,4 Massen-% Natriumsulfat und 78,1 Massen-% Wasser.

Die leeren Symbole in der Abb. 4.38 entsprechen Zweiphasengleichgewichten. Die leeren
Kreise kennzeichnen die proteinarme Phase (Oberphase), die leeren Quadrate — die
proteinreiche Phase (Unterphase) und die leeren Dreiecke — die entsprechenden Feedpunkte.
Der Mittelwert der analysierten Zusammensetzungen der proteinarmen Phasen betrigt 0,8
Massen-% Ovalbumin, 20,5 Massen-% Natriumsulfat und 78,7 Massen-% Wasser und stimmt
damit im Rahmen der Messgenauigkeit mit der Zusammensetzung der proteinarmen Phase im
Bereich des Dreiphasengleichgewichtes.

Die Abb. 4.39 zeigt die im untersuchten System beobachteten metastabilen Gleichgewichte.
Bei diesen Versuchen lag die Konzentration von Natriumsulfat iiber der Loslichkeitsgrenze
(21,9 Massen-%). Die an Ovalbumin angereicherte Phase bildet die Oberphase, die
proteinarme Phase die Unterphase. Die Zusammensetzung der Oberphase ist durch leere
Quadrate und die Zusammensetzung der proteinarmen Unterphase durch leere Kreise
gekennzeichnet. Die Feedlosungen (leere Dreiecke) liegen auf den Linien, welche die
koexistierenden Phasen verbindet. Werden die Verbindungslinien zwischen Ober- und
Unterphasen verldngert, treffen sie sich in einem Schnittpunkt. Der Schnittpunkt entspricht

reinem Ovalbumin.
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Abb. 4.38 Experimentelle Ergebnisse fiir das Phasengleichgewicht des Systems
Ovalbumin — Na,SO, — Wasser bei 25 °C und pH=7. Stabiles
Dreiphasengleichgewicht: @ -Zusammensetzung der proteinarmen Phase,

B - Zusammensetzung der proteinreichen Phase, A - Zusammensetzung der
Feedlosung, Stabiles Zweiphasengleichgewicht: O - Zusammensetzung der
proteinarmen Phase; [ - Zusammensetzung der proteinreichen Phase,

A\ - Zusammensetzung der Feedlosung

O4J \0,4
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/ / / / / 0’0

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
H,O Ovalbumin
Abb. 4.39 Experimentelle Ergebnisse fiir das Phasengleichgewicht des Systems
Ovalbumin — Na,SO; — Wasser bei 25 °C und pH=7. Metastabiles
Zweiphasengleichgewicht: O - Zusammensetzung der proteinarmen Phase;

U - Zusammensetzung der proteinreichen Phase, /\ - Zusammensetzung der

Feedlosung
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Es wurden zwei Proben der proteinreichen Phasen mikroskopisch untersucht. In der
Abbildung 4.40 sind die Aufnahmen gezeigt. Die Zusammensetzung der Feedlosung der
ersten Probe (Abb. 4.40a) lag iiber die Loslichkeitsgrenze von Natriumsulfat. Trotz der
eindeutigen Trennung der Feedlosung in zwei Phasen wurden in der Probe der proteinreichen
Phase neben Proteinaggregaten auch Salzkristalle beobachtet (vgl. mikroskopische
Aufnahmen von Salzkristallen im Anhang D). Da teilweise das Austrocknen der Proben bei
den mikroskopischen Untersuchungen nicht ausgeschlossen werden kann, wird angenommen,
dass das Salz nach der Phasentrennung aus der Ldosung kristallisiert. Die mikroskopischen

Untersuchungen der zweiten Probe (Abb. 4.40b) zeigen, dass die proteinreiche Phase

vermutlich eine kristalline Struktur aufweist.

S N ' ] k |
Abb. 4.40 System Ovalbumin — Na,SO, — Wasser bei 25 °C und pH=7. Mikroskopische

Aufnahmen von Probe der proteinreichen Unterphase:

a) Zusammensetzung der Feedlosung (&p=0,0719; £ =0,2623; &, =0,6658);

b) Zusammensetzung der Feedlosung (&, =0,0829; &4 =0,2083; &, =0,7088)
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In der Abbildung 4.41 ist die Zusammensetzung der proteinarmen Phase (die
Loslichkeitsgrenze) zusammen mit einigen  Triibungspunkten  dargestellt. Die
Proteinloslichkeit steigt mit abnehmender Salzkonzentration stark an. Die Konzentration von

Ovalbumin in einer salzreichen Phase mit 20 Massen-% Natriumsulfat betrdgt ungefdhr

1 Massen-%.
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=
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i Na,SO,, g/g
Abb. 4.41 Vergleich von Loslichkeits- und Triibungskurve in System Ovalbumin — Na;SO,
— Wasser bei 25 °C und pH=7. Stabiles Zweiphasengleichgewicht:

® - Tribungspunkte; O - Zusammensetzung der Oberphase aus

Phasengleichgewichtsmessungen

Man erkennt wiederum, dass die Triibung (bei festgehaltener Salzkonzentration) schon bei
niedrigeren Salzkonzentrationen im Vergleich zu Loslichkeitskurve auftritt. Dies weist darauf

hin, dass die Trilbbung moglicherweise durch das Ausfallen von Nebenkomponenten

verursacht wurde.
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Die Abb. 4.42 zeigt die Abhéngigkeit der Proteinldslichkeit von der Konzentration des Salzes,
wie sie in den Phasengleichgewichtsmessungen 1im Fall des metastabilen
Phasengleichgewichts bestimmt wurde. Im Konzentrationsbereich iiber 25 Massen-%
Natriumsulfat ist die Proteinloslichkeit von der Salzkonzentration im Rahmen der

Messgenauigkeit unabhéngig. Der Mittelwert betrdagt ungefahr 0,025 Massen-% Ovalbumin.

0,0005 ~

0,0004 ~

0,0003 ~ o

0,0002 - o °

é Ovalbumin, g/g
o

0,0001 ~

0,0000 \ \ \
0,20 0,25 0,30 0,35

é Na,SO,, g/g
Abb. 4.42 Loslichkeit in System Ovalbumin — Na;SO4— Wasser bei 25 °C und pH=7.
Metastabiles Phasengleichgewicht.

Ausgehend von diesen Beobachtungen kann man sich fiir das System Ovalbumin — Na,SO4 —
Wasser das in der Abb. 4.43 gezeigte Phasendiagramm vorstellen.

Im Fall des stabilen Phasengleichgewichtes erhdlt man das im linken Teil der Abbildung 4.43
dargestellte Phasenverhalten. Die Punkte L; und L, markieren die Loslichkeiten von
Ovalbumin und Natriumsulfat in reinem Wasser bei 25 °C. Man erkennt ein einphasiges
Gebiet, zwei Fest-Fliissig-Zweiphasengebiete — in denen ein ausgefilltes Protein bzw.
Salzkristalle mit einer fliissigen Phase im Gleichgewicht stehen — und zwei
Dreiphasengebiete. Im Dreiphasengebiet S, — L,* — S; liegen die Feststoffe S,
(NazSO4¢10H,0) und S; (Ovalbumin) mit einer an Natriumsulfat und Ovalbumin geséttigten
Flissigkeit im Gleichgewicht vor. Die Ldslichkeitskurve von Ovalbumin in salzhaltigen

wissrigen Losungen wird durch die Linie L, — L,* — L; festgelegt.
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Im rechten Teil der Abbildung 4.43 ist ein metastabiles Phasengleichgewicht dargestellt, das
dem beobachteten Phasenverhalten entspricht. Die Punkte L; und L_2 markieren die

Loslichkeit von Ovalbumin und die metastabile Loslichkeit von Natriumsulfat
(ca. 35 Massen-% [94]) in reinem Wasser bei 25 °C. Man erkennt ein einphasiges Gebiet,
zwel Fest-Fliissig-Zweiphasengebiete — in denen ein ausgefilltes Protein bzw. Salzkristalle

mit einer flissigen Phase im Gleichgewicht stehen — und zwei Dreiphasengebiete. Im
Dreiphasengebiet S_2 - L_z* — §; liegen die Feststoffe S_2 (Na;S047H,0) und S;
(Ovalbumin) mit einer an Natriumsulfat und Ovalbumin gesittigten Fliissigkeit im

Gleichgewicht vor.

Wasser \[ Ovalbumin Wasser L, Ovalbumin
Abb. 4.43 Phasendiagramm fiir das System Ovalbumin — Na;SO4— Wasser bei 25 °C und
pH=7
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4.4 Trypsin

441 TrypSin - (N H4)ZSO4 - H,O

Die Abbildung 4.44 zeigt die experimentellen Ergebnisse fiir die Triibungskurve des Systems
Trypsin — (NH4),SO4 — Wasser bei 25 °C und pH=S5.
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Abb. 4.44 Experimentelle Ergebnisse fiir die Triibungskurve des Systems Trypsin —
(NH4):SO4 — Wasser bei 25 °C und pH=5

Dabei ist der Massenanteil von Trypsin iiber der lonenstirke der Losung aufgetragen. Die
Ionenstirke wird stets allein aus der Salzkonzentration berechnet. Die schwarzen Punkte
markieren die experimentell bestimmten Triibungspunkte. Die Konzentrationen von Trypsin
in den Stammldsungen lagen zwischen etwa 2 und 25 Massen-%. Die Messungen wurden auf
Salzkonzentrationen bis etwa 40 Massen-% (durch die Salzléslichkeit) beschrinkt. Die
experimentell bestimmte Triibungskurve liegt im Konzentrationsbereich bis zu 22 Massen-%
Trypsin und bis zu 39 Massen-% Ammoniumsulfat. Es werden ungefihr 5 Massen-%
Ammoniumsulfat benétigt, um eine Triibung bei der hochsten untersuchten
Trypsinkonzentration (ca. 22 Massen-%) zu verursachen. Auffillig ist bei hoher
Trypsinkonzentration ein ,,Knick® in einer Vielzahl der Triibungspunkte. Dieser Knick kann

z. B. durch den Ubergang zu einem anderen Phasengleichgewichtstyp, aber auch durch
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experimentelle  Probleme (hohe Zéhigkeit der proteinhaltigen Losungen oder
Verunreinigungen) verursacht sein.

Die experimentell bestimmten Zusammensetzungen der koexistierenden Phasen im System
Trypsin — (NH4),SO4 — Wasser bei 25 °C und pH=5 sind in der Abb. 4.45 dargestellt. Die
entsprechenden Zahlenwerte sind im Anhang C tabelliert. Die gefiillten Kreise markieren die
Triibungskurve. Leere Quadrate kennzeichnen die Unterphase (proteinreiche Phase) und leere
Kreise kennzeichnen die Oberphase (proteinarme Phase). Die Zusammensetzung der
Feedlosungen (leere Dreiecke) liegen im Rahmen der Messgenauigkeit auf den Linien, die

entsprechende Zusammensetzungen der koexistierenden Ober- und Unterphase verbinden.

o A= )
. =S
0,0 + 7 7 7 7 —-0,0
0,0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

H,O Trypsin
Abb. 4.45 Experimentelle Ergebnisse fiir das Phasengleichgewicht des Systems Trypsin —
(NH,),SO, — Wasser bei 25 °C und pH=5: @ - Triibungskurve;
O - Zusammensetzung der proteinarmen Phase; U1 - Zusammensetzung der

proteinreichen Phase

Bei den experimentellen Untersuchungen konnte durch Zentrifugieren keine vollstindige
Trennung der Phasen erreicht werden. Die Verbindungslinien zwischen Punkten, die die
koexistierenden Phasen verbinden, treffen sich in einem Schnittpunkt. Dieser Schnittpunkt
entspricht reinem Trypsin.

Einige typische mikroskopische Aufnahmen von Proben der Unterphase unterschiedlicher
Zusammensetzung sind in der Abbildung 4.46 gezeigt. Es wurde in allen untersuchten Proben
die Bildung wasserloslicher, proteinreicher Aggregate beobachtet. Im linken Teil der
Abbildung (aus einem Versuch mit hoherer Salzkonzentration) sind einzelne Kristalle zu

erkennen.
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In der Abbildung 4.47 ist die Zusammensetzung der proteinarmen Phase (Oberphase, d. h. die
Loslichkeitsgrenze) mit der Triibungskurve verglichen. Die Loslichkeit von Trypsin bei der
hdchsten untersuchten Salzkonzentration (etwa 33 Massen-%) betrigt ungefahr

0,4 Massen-%. Die Loslichkeit nimmt mit steigender Salzkonzentration ab (,,Aussalzen®). Die
Proteinloslichkeit betrdgt etwa 11 Massen-% bei 17 Massen-% Ammoniumsulfat. Die
experimentell bestimmte Triilbungskurve liegt aulerhalb des Zweiphasengebiets. Bei hoheren
Salzkonzentrationen laufen die Loslichkeitskurve und die Triibungskurve zusammen. Dies
kann darauf hindeuten, dass die Triibung nicht durch das Ausfillen von Trypsin verursacht
wurde, sondern durch das Ausfillen von makromolekularen Verunreinigungen (vgl. Abschnitt

3.4.2).

a)
&
‘~ & > : !‘9 Bt 3
| -
50 um
] B —

Abb. 4.46 System Trypsin — (NHy)»,SO4 — Wasser bei 25 °C und pH=5. Mikroskopische
Aufnahmen von Proben der Unterphase:

a) Zusammensetzung der Feedlosung (&p=0,0518; £ =0,3274; &, =0,6208);
b) Zusammensetzung der Feedlosung (&, =0,1513; £4=0,1962; &, =0,6525)
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Abb. 4.47 Vergleich von Loslichkeits- und Triibungskurve in System Trypsin — (NH4),SOq
— Wasser bei 25 °C und pH=5: @ - Triibungspunkte; O - Zusammensetzung

der Oberphase aus Phasengleichgewichtsmessungen

Die Abbildung 4.43 zeigt einen Vorschlag fiir das Phasenverhalten des Systems Trypsin —
(NH4)2SO4 — Wasser bei 25 °C und pH=5. Die Punkte L; und L, markieren die Loslichkeiten
von Trypsin und Ammoniumsulfat in reinem Wasser bei 25 °C. Die Loslichkeitsgrenze von
Trypsin in salzhaltigen wassrigen Losungen wird durch die Linie L, — L,* — L; festgelegt.
Man erkennt ein einphasiges Gebiet, zwei Fest-Fliissig-Zweiphasengebiete — in denen ein
ausgefilltes Protein bzw. Salzkristalle mit einer fliissigen Phase im Gleichgewicht stehen —
und ein Dreiphasengebiet. Im Zweiphasengebiet L; — L,* — S; koexistieren ein Feststoff S;

(Trypsin) und eine proteinarme fliissige Phase.
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Wasser L, Trypsin
Abb. 4.48 Vorschlag fiir das Phasendiagramm des Systems Trypsin — (NHy),SO, —
Wasser bei 25 °C und pH=5
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5 Zusammenfassung

In der biotechnologischen Herstellung von Proteinen ist die Fallung mit Hilfe von Salzen (z.
B. Ammoniumsulfat) ein unkompliziertes und verbreitetes Verfahren, wobei die biologischen
Eigenschaften der Proteine (meistens) erhalten bleiben. Dieses Verfahren basiert auf dem
sogenannten ,,Aussalzeffekt*. Obwohl das ,,Aussalzen* von Proteinen seit langem bekannt ist,
ist das Phasenverhalten in Systemen aus Proteinen, Salzen und Wasser weitgehend ungeklért.
Das Phasenverhalten eines proteinhaltigen Systems wird durch eine Vielzahl von Parametern,
z. B. Art und Konzentration der Stoffe, Temperatur, pH-Wert und Ionenstérke, beeinflusst.
Dariiber hinaus konnen beim Ausfillen der Proteine sowohl stabile als auch metastabile

Phasengleichgewichte auftreten.

In der vorliegenden Arbeit wurden experimentelle Untersuchungen zum Phasenverhalten
terndrer Systeme (Protein + Salz + Wasser) bei Umgebungstemperatur durchgefiihrt. Das
Ausféllen von Lysozym, Bovin Serum Albumin, Ovalbumin und Trypsin mit Hilfe
verschiedener Salze (Ammoniumsulfat, Natriumsulfat und teilweise der fliichtigen Salze
Ammoniumcarbamat und Ammoniumbicarbonat) wurde untersucht. Die experimentellen
Untersuchungen erfolgten einerseits durch Bestimmung der Triibungskurven und andererseits
durch Bestimmung der Zusammensetzung der koexistierenden Phasen. Zusétzlich wurden
mikroskopische Untersuchungen durchgefiihrt, um die Struktur der proteinreichen Phase

(amorph, kristallin) aufzukléren.

Die bei den Titrationsversuchen bei konstanter Temperatur beobachtete Triibung in Systemen
(Protein + Salz + Wasser) deutet auf die Bildung einer zweiten Phase hin. Allerdings sind
weder Struktur noch die thermodynamische Stabilitidt dieser Phase bekannt. Die Ergebnisse
der Triibungskurvenmessungen zeigen, dass die Triibung in der Regel erst dann beobachtet
wird, wenn die Grenze zu einem Zweiphasengebiet (d. h. Fest-Fliissig-Gleichgewicht) weit
iiberschritten ist. Tritt die Triibung bereits im Einphasengebiet auf, handelt es sich vermutlich
um das Ausfillen makromolekularer Verunreinigungen der Proteine. Die gemessenen
Triibungskurven liegen im Konzentrationsbereich bis zu 40 Massen-% Salz (je nach
Salzloslichkeit) und bis zu 25 Massen-% Protein. Die Proteinkonzentration, bei der die
Triibung eintritt, nimmt mit steigender Salzkonzentration ab.

Die experimentellen Ergebnisse der Triibungskurvenmessungen fiir die Systeme (Lysozym +

Natriumsulfat (Ammoniumsulfat) + Wasser) stimmen mit Literaturangaben fiir die
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Loslichkeit von amorphem Lysozym iiberein. Die fiir die Triibung einer wissrigen
einprozentigen Lysozymlosung bendtigte Salzkonzentration betrdgt bei Verwendung von
Natriumsulfat 15 Massen-%, von Ammoniumsulfat 20 Massen-%, von Ammoniumcarbamat 9
Massen-% und von Ammoniumbicarbonat 6 Massen-%.

Waissrige Losungen von Bovin Serum Albumin und Ovalbumin lassen sich mit wissrigen
Ammoniumsulfatlosungen eintriiben. Dabei wird eine Salzkonzentration von etwa 30
Massen-% bei einer einprozentigen Proteinlosung bendtigt. Durch Zugabe einer gesittigten
wassrigen Losung von Natriumsulfat zu wéssrigen Losungen von Bovine Serum Albumin
bzw. Ovalbumin konnte keine Triibung verursacht werden. Die Zugabe einer wissrigen
Losung eines fliichtigen Salz zu einer wéssrigen Losung von Bovin Serum Albumin bzw.

Ovalbumin fiihrt zur Bildung von Gasen (Ammoniak bzw. Kohlendioxid).

Bei den Untersuchungen zur Bestimmung der Zusammensetzungen der koexistierenden
Phasen wurden Zweiphasengleichgewichte mit einer proteinarmen und einer proteinreichen
Phase beobachtet. In den Systemen (Bovin Serum Albumin bzw. Ovalbumin + Natriumsulfat
+ Wasser) wurde in einigen Untersuchungen ein Dreiphasengleichgewicht festgestellt. In der
Regel konnte durch Zentrifugieren keine vollstdndige Phasentrennung erreicht werden.

Bei den Untersuchungen mit Lysozym zeigte die proteinreiche Phase eine kristalline Struktur.
Bei niedrigen Salzkonzentrationen bilden sich in der Regel salzfreie Lysozymkristalle. Die
Zusammensetzung dieser Kristalle betrigt ungefdhr 16 Massen-% Wasser und 84 Massen-%
Lysozym. Dieses Ergebnis ist in guter Ubereinstimmung mit Literaturangaben. Bei hdheren
Salzkonzentrationen bilden sich Kristalle, die bis zu 15 Massen-% Salz enthalten.

In der weitergehenden Arbeit von Watanabe [100] wurde der pH-Einfluss auf das
Phasenverhalten in Systemen mit Lysozym und Ammoniumsulfat bzw. Natriumsulfat
untersucht. Die Zusammensetzung der salzfreien Lysozymkristallen erwies sich im Rahmen
der Messgenauigkeit als pH-Wert unabhéngig.

Die zuriickbleibende proteinarme Phase, die mit Lysozymkristallen koexistiert, kann je nach
Salzkonzentration bis zu 12 Massen-% Protein enthalten. In den Losungen fliichtiger Salze ist
die Lysozymloslichkeit deutlich niedriger, was bei der Aufarbeitung wéssriger
Proteinlosungen von Vorteil ist. Dariliber hinaus kann bei Verwendung fliichtiger Salze
sowohl die proteinarme als auch die proteinreiche Phase weitgehend entsalzt werden.

In Systemen aus Bovin Serum Albumin bzw. Ovalbumin mit Ammoniumsulfat wurde keine

Proteinkristallbildung, sondern die Bildung wasserloslicher proteinreicher Aggregate
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beobachtet. Diese Aggregate konnen bis zu 20 Massen-% Salz enthalten. Die Loslichkeit von
Bovin Serum Albumin bzw. Ovalbumin ist gréBer als die von Lysozym.

Beim ,,Aussalzen“ dieser Proteine mit Natriumsulfat kann ein metastabiles
Zweiphasengleichgewicht auftreten. Dabei ist die Proteinkonzentration in der proteinarmen
Phase sehr gering und von der Salzkonzentration unabhingig. Im Fall eines stabilen
Dreiphasengleichgewichtes koexistiert eine proteinarme Phase mit Kristallen aus
Natriumsulfatdekahydrat und einer sehr viskosen, proteinreichen Phase.

Im System (Trypsin + Ammoniumsulfat + Wasser) wurde ein Gleichgewicht zwischen
amorphen Aggregaten und einer proteinarmen Phase beobachtet. Bei der Auswahl des Salzes

muss beachtet werden, dass Trypsin lediglich bei niedrigem pH-Wert stabil ist.

Die vorliegende Arbeit tragt zur Aufklarung der das Ausfillen von Proteinen verursachenden
physikalisch-chemischen Effekte am Beispiel einiger Modellsysteme bei. Es wurde gezeigt,
dass fliichtige Salze (d. h. die Salze auf Basis von Ammoniak und Kohlendioxid) erfolgreich
fiir die Aufarbeitung der wissrigen Proteinlosungen eingesetzt werden konnen. Die
Ergebnisse der experimentellen Untersuchungen sollen die Grundlage fiir eine in

weiterfiihrenden Arbeiten vorgesehene Modellierung solcher Phasengleichgewichte bilden.
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Anhang

A Versuchsapparatur

Zur Durchfiithrung der Experimente wurden die folgenden Geréte verwendet:

Thermostatisierbarer Doppelmantelbehélter aus Kupfer (Eigenbau, Prinzipskizze s.
Abbildung A.1)

Tischzentrifuge (Fa. Heraeus Sepatech, Osterode, Model Labofuge A)

Analysewaage (Fa. Mettler Toledo, Gieflen, Model AG 204)

Kryostate (Fa. Julabo, Seelbach, Model MP F25 und HC F10)

Karl-Fischer Titration — Gerit (Fa. Metrohm, Model 701 KF Titrino mit 703 TiStand)

Gefriertrockner (Fa. Amsco/Finn-Aqua, Hiirth, Typ Lyovac GT2)

Muffelofen (Fa. Heraeus, Berlin, Model T16A)

pH-Meter (Fa. WTW, Weilheim, Model pMX 3000)

UV/VIS Spektrophotometer (Fa. Hewlett Packard, Palo Alto, USA, Model 8452A)
Rasterelektronenmikroskop (Fa. JEOL, Eching, Deutschland, Modell JSM-6400F)

Ionenchromatograph (Abb. A.3) und Analysenbedingungen:

1)

2)
3)

4)

5)

6)
7)

Eluent: 18,5 g Borséure, 0,249 g Phthalsdure und 0,171 g
Tris(hydroxymethyl)aminomethan pro 1 / Chromatographie-Wasser
Entgaser (Fa. ERC, Tokio, Japan, Model ERC-3315)

HPLC-Pumpe (Fa. Shimadzu, Duisburg, Model LP-6A), Eluentflussrate 0,7-
0,8 ml/min

Autoinjektor (Fa. Shimadzu, Duisburg, Model SIL-10ADyp), Probenvolumen
0,5-10 ul

Saulenofen (Fa. Shimadzu, Duisburg, Model HIC-6A), t=40 °C
Leitfahigkeitsdetektor (Fa. Shimadzu, Duisburg, Model CDD-6A)

Integrator (Fa. Shimadzu, Duisburg, Model CR-6A)
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Abb. A.2. Schema eines Einlichtstrahl-Spektrometers

1 - Reservoir fur Eluent
1 2 - Entgaser

3 - HPLC-Pumpe

4 - Autoinjektor

2 5 - Saulenofen
6 - Leitfahigkeitsdetektor
4 : 7 - Intergrator

Abb. A.3. Schema einer chromatographischen Anlage zur Bestimmung der Salzkonzentration
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B  Ergebnisse der experimentellen Untersuchungen zur
Bestimmung der Trubungskurven

In den folgenden Tabellen sind die im Rahmen der vorliegenden Arbeit ermittelten Messwerte
zusammengestellt. Die Zusammensetzung der einzelnen Triibungspunkte wurde aus den

Massen der Protein- und Salzlsungen errechnet (vgl. Abschnitt 3.4.1).

Tabelle B.1 Messwerte fiir das System Lysozym + Na,SO4 + H,O bei 25 °C

Lysozym + Na,SO4 + H,O
gP §S §W
0,0036 0,1542 0,8422
0,0037 0,1746 0,8216
0,0043 0,1653 0,8303
0,0061 0,1906 0,8033
0,0074 0,1751 0,8175
0,0076 0,1511 0,8413
0,0136 0,1355 0,8509
0,0139 0,1351 0,8510
0,0149 0,1172 0,8680
0,0182 0,1294 0,8524
0,0238 0,1228 0,8534
0,0296 0,1153 0,8551
0,0323 0,1158 0,8520
0,0327 0,1151 0,8523
0,0359 0,1116 0,8524
0,0424 0,1066 0,8510
0,0504 0,0977 0,8519
0,0615 0,0949 0,8436
0,0697 0,0920 0,8383
0,0828 0,0864 0,8308
0,0986 0,0836 0,8178
0,1013 0,0812 0,8176
0,1172 0,0715 0,8113
0,1481 0,0549 0,7970
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Tabelle B.2  Messwerte fiir das System Lysozym + (NHy4),SO4 + H,0 bei 25 °C

Lysozym + (NH4),SO4 + H,O
Sp Ss Sw
0,0009 0,3722 0,6269
0,0010 0,3224 0,6767
0,0010 0,3014 0,6975
0,0016 0,2749 0,7235
0,0017 0,2437 0,7546
0,0042 0,2372 0,7586
0,0065 0,2112 0,7823
0,0081 0,2075 0,7844
0,0116 0,2140 0,7744
0,0122 0,1763 0,8115
0,0202 0,1819 0,7980
0,0360 0,1681 0,7959
0,0475 0,1613 0,7912
0,0610 0,1557 0,7832
0,0759 0,1486 0,7755
0,0866 0,1545 0,7589
0,0883 0,1475 0,7642
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Tabelle B.3

Messwerte fiir das System Lysozym + NH,COONH4 + H,O bei 25 °C

Lysozym + NH,COONH4 + H,O

S Ss S
0,0018 0,2882 0,7100
0,0030 0,2482 0,7489
0,0036 0,1969 0,7996
0,0078 0,1420 0,8502
0,0113 0,0930 0,8957
0,0199 0,0211 0,9590
0,0226 0,0576 0,9198
0,0248 0,0116 0,9636
0,0271 0,0163 0,9566
0,0491 0,0077 0,9432
0,0511 0,0125 0,9364
0,0522 0,0063 0,9415
0,0532 0,0042 0,9426
0,0720 0,0049 0,9231
0,0733 0,0027 0,9239
0,0836 0,0072 0,9092
0,0955 0,0024 0,9021
0,0961 0,0042 0,8997
0,1481 0,0042 0,8477
0,2034 0,0035 0,7931
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Tabelle B.4 Messwerte fiir das System Lysozym + NH4HCO3 + H,O bei 25 °C

Lysozym + NH4HCO3 + H,O
S Ss S
0,0057 0,1063 0,8880
0,0077 0,0471 0,9452
0,0082 0,0293 0,9626
0,0086 0,0810 0,9105
0,0091 0,1122 0,8787
0,0098 0,0926 0,8976
0,0113 0,0562 0,9325
0,0161 0,0390 0,9449
0,0172 0,0198 0,9630
0,0230 0,0143 0,9627
0,0230 0,0145 0,9624
0,0328 0,0171 0,9501
0,0418 0,0068 0,9514
0,0456 0,0100 0,9444
0,0683 0,0056 0,9261
0,0683 0,0108 0,9208
0,0909 0,0038 0,9053
0,0981 0,0063 0,8957
0,1175 0,0059 0,8766
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Tabelle B.5

Messwerte fiir das System BSA + Na,SO4 + H,O bei 25 °C

BSA + Na,SO4 + H,O
S Ss Sy
0,0058 0,3111 0,6831
0,0063 0,2866 0,7071
0,0075 0,2499 0,7426
0,0137 0,2273 0,7590
0,0184 0,2215 0,7601
0,0384 0,2103 0,7513
0,0400 0,2058 0,7542
0,0830 0,1765 0,7404
0,1249 0,1655 0,7095
0,1258 0,1618 0,7124
0,1691 0,1551 0,6757
0,1705 0,1490 0,6805
0,1708 0,1455 0,6837
0,2124 0,1494 0,6381
0,2147 0,1404 0,6449
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Tabelle B.6 Messwerte fiir das System BSA + (NH4),SO4 + H,O bei 25 °C

BSA + (NH,),S0; + H,0
Sp Ss Sy

0,0012 0,3633 0,6355
0,0014 0,3901 0,6084
0,0016 0,3712 0,6272
0,0016 0,3870 0,6114
0,0018 0,3964 0,6018
0,0023 0,3457 0,6520
0,0023 0,3205 0,6772
0,0024 0,3464 0,6512
0,0026 0,3862 0,6292
0,0038 0,3166 0,6797
0,0097 0,3078 0,6825
0,0227 0,2869 0,6904
0,0287 0,2879 0,6834
0,0402 0,2712 0,6887
0,0603 0,2417 0,6981
0,0607 0,2575 0,6818
0,0851 0,2403 0,6746
0,1109 0,2235 0,6656
0,1414 0,2114 0,6472
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Tabelle B.7 Messwerte fiir das System Ovalbumin + Na,SO4 + H,O bei 25 °C

Ovalbumin + Na,SO4 + H,O
gP §S §W
0,0052 0,2396 0,7552
0,0060 0,2123 0,7817
0,0066 0,1891 0,8043
0,0089 0,1597 0,8314
0,0092 0,0970 0,8938
0,0101 0,1329 0,8570
0,0168 0,1054 0,8777
0,0188 0,0806 0,9005
0,0486 0,0635 0,8879
0,0701 0,606 0,8692
0,0708 0,0580 0,8711
0,0948 0,0568 0,8484
0,0955 0,0478 0,8567
0,1095 0,0574 0,8330
0,1426 0,0500 0,8074
0,1430 0,0472 0,8098
0,1644 0,0439 0,7917
0,1903 0,0471 0,7626
0,2374 0,0467 0,7159
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Tabelle B.8  Messwerte fiir das System Ovalbumin + (NH4),SO4 + H,O bei 25 °C

Ovalbumin + (NH4),SO4 + H,O
gP §S §W
0,0023 0,3963 0,6014
0,0036 0,3630 0,6334
0,0042 0,3361 0,6597
0,0058 0,3295 0,6647
0,0092 0,2902 0,7006
0,0130 0,2363 0,7507
0,0150 0,2664 0,7186
0,0158 0,2441 0,7401
0,0224 0,1925 0,7852
0,0271 0,2068 0,7662
0,0276 0,1763 0,7961
0,0309 0,1404 0,8287
0,0311 0,1583 0,8106
0,0344 0,1391 0,8265
0,0424 0,1017 0,8559
0,0811 0,0815 0,8374
0,0827 0,0689 0,8484
0,0937 0,0674 0,8389
0,1060 0,0613 0,8327
0,1208 0,0681 0,8110
0,1276 0,0518 0,8206
0,1761 0,0509 0,7730
0,1846 0,0427 0,7727
0,2225 0,0438 0,7338
0,2232 0,0385 0,7383
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Tabelle B.9 Messwerte flir das System Trypsin + (NHy4),SO4 + H,0 bei 25 °C

Trypsin + (NH4),SO4 + H,O
S Ss S
0,0018 0,3947 0,6035
0,0024 0,3441 0,6535
0,0036 0,2885 0,7079
0,0042 0,1910 0,8048
0,0053 0,2381 0,7566
0,0144 0,1783 0,8073
0,0308 0,1617 0,8074
0,0460 0,1530 0,8010
0,0682 0,1257 0,8061
0,0860 0,1295 0,7844
0,1048 0,1207 0,7745
0,1276 0,1156 0,7568
0,1467 0,1070 0,7462
0,1797 0,0814 0,7390
0,2179 0,0502 0,7319
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C  Ergebnisse der Gleichgewichtsmessungen

In den folgenden Tabellen sind die im Rahmen der vorliegenden Arbeit ermittelten Messwerte
zusammengestellt. Die Zusammensetzungen der Feedpunkte wurde aus der Einwaage der
Stammlosungen von Protein und Salz errechnet (vgl. Abschnitt 3.5.1). Die proteinarme Phase

ist stets als Phase 1 und die proteinreiche Phase als Phase 2 bezeichnet.

Tabelle C.1  Messwerte fiir das System Lysozym + Na,SO4 + H,O bei 25 °C

Feedpunkt Phase 1 Phase 2

Sp Ss S Sp Ss Sw Sp Ss S

0,1806 | 0,0262 | 0,7932 | 0,0276 | 0,0295 | 0,9428 | 0,4325 | 0,0137 | 0,5539

0,1184 | 0,0462 | 0,8355 | 0,0213 | 0,0458 | 0,9329 | 0,3773 | 0,0268 | 0,5959

0,1338 | 0,0665 | 0,7997 | 0,0106 | 0,0715 | 0,9179 | 0,2888 | 0,0643 | 0,6469

0,1333 | 0,0768 | 0,7899 | 0,0089 | 0,0926 | 0,8986 | 0,3391 | 0,0494 | 0,6116

0,0253 | 0,1434 | 0,8313 | 0,0014 | 0,1460 | 0,8526 | 0,1775 | 0,1039 | 0,7186

0,0583 | 0,1573 | 0,7844 | 0,0011 | 0,1769 | 0,8221 | 0,2250 | 0,1212 | 0,6537

0,0401 | 0,1976 | 0,7623 | 0,00032 | 0,2091 | 0,7905 | 0,0733 | 0,1802 | 0,7406

0,0387 | 0,2285 | 0,7327 | 0,00007 | 0,2483 | 0,7516 | 0,0715 | 0,2025 | 0,7307

0,0375 | 0,2516 | 0,7109 | 0,00009 | 0,2841 | 0,7158 | 0,0733 | 0,2454 | 0,6813

0,0351 | 0,2965 | 0,6683 | 0,00013 | 0,3114 | 0,6884 || 0,0583 | 0,2775 | 0,6600
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Tabelle C.2  Messwerte fiir das System Lysozym + (NHy4),SO4 + H,0 bei 25 °C

Feedpunkt Phase 1 Phase 2
Sp Ss S Sp Ss Sw Sp Ss Sw
0,1722 | 0,0389 | 0,7889 | 0,1261 | 0,0450 | 0,8289 | 0,4752 | 0,0025 | 0,5224
0,1750 | 0,0516 | 0,7735 | 0,0216 | 0,0520 | 0,9265 | 0,3581 | 0,0237 | 0,6182
0,1500 | 0,1017 | 0,7483 | 0,0086 | 0,1255 | 0,8659 | 0,2876 | 0,0878 | 0,6246
0,1253 | 0,1512 | 0,7235 | 0,0071 | 0,1748 | 0,8181 | 0,2143 | 0,1356 | 0,6501
0,0674 | 0,1997 | 0,7329 | 0,0056 | 0,2153 | 0,7791 | 0,1366 | 0,1823 | 0,6812
0,1006 | 0,2007 | 0,6987 | 0,0035 | 0,2321 | 0,7644 | 0,1366 | 0,1893 | 0,6741
0,0697 | 0,2198 | 0,7105 | 0,0006 | 0,2298 | 0,7696 | 0,1606 | 0,2066 | 0,6328
0,0752 | 0,2516 | 0,6732 | 0,0007 | 0,2863 | 0,7130 || 0,1198 | 0,2365 | 0,6436
0,0506 | 0,3009 | 0,6485 | 0,0002 | 0,3219 | 0,6779 | 0,1016 | 0,2784 | 0,6200
Tabelle C.3 Messwerte fiir das System Lysozym + NH,COONH,4 + H,O bei 25 °C
Feedpunkt Phase 1 Phase 2
Sp Ss Sw Sp Ss Sw Sp Ss Sw

0,1435 | 0,0087 | 0,8478 | 0,0058 | 0,0092 | 0,9850 | 0,2837 | 0,0082 | 0,7081
0,1309 | 0,0254 | 0,8437 | 0,0019 | 0,0291 | 0,9690 | 0,2789 | 0,0206 | 0,7005
0,1162 | 0,0449 | 0,8390 | 0,0016 | 0,0563 | 09421 || 0,2828 | 0,270 | 0,6902
0,1005 | 0,0656 | 0,8339 | 0,0014 | 0,0752 | 09234 | 0,2239 | 0,0519 | 0,7242
0,0832 | 0,0886 | 0,8282 | 0,0014 | 0,0958 | 0,9028 | 0,1730 | 0,0808 | 0,7462
0,0668 | 0,1103 | 0,8229 | 0,0011 | 0,1217 | 0,8772 || 0,1391 | 0,0948 | 0,7661
0,0956 | 0,1493 | 0,7551 | 0,0005 | 0,1700 | 0,8295 | 0,1280 | 0,1416 | 0,7304
0,0336 | 0,1542 | 0,8122 | 0,0006 | 0,1603 | 0,8391 | 0,1183 | 0,1387 | 0,7430
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Tabelle C.4 Messwerte fiir das System Lysozym + NH4HCO;3 + H,O bei 25 °C

Feedpunkt Phase 1 Phase 2
Sp Ss Sw Sp Ss Sw Sp Ss Sw
0,1616 | 0,0279 | 0,8105 | 0,0111 | 0,0111 | 0,9778 | 0,3037 | 0,0437 | 0,6525
0,1604 | 0,0287 | 0,8109 | 0,0119 | 0,0152 | 0,9729 | 0,3645 | 0,0471 | 0,5884
0,1209 | 0,0291 | 0,8500 | 0,0052 | 0,0230 | 09717 | 0,2716 | 0,0372 | 0,6912
0,1209 | 0,0293 | 0,8498 | 0,0061 | 0,0097 | 0,9842 | 0,2647 | 0,0559 | 0,6794
0,0967 | 0,0534 | 0,8500 | 0,0033 | 0,0383 | 0,9584 | 0,2629 | 0,0812 | 0,6559
0,1261 | 0,0539 | 0,8201 | 0,0033 | 0,0221 | 0,9747 | 0,2597 | 0,0887 | 0,6516
0,1080 | 0,0720 | 0,8201 || 0,0030 | 0,0529 | 0,9441 | 0,2622 | 0,0998 | 0,6381
0,0732 | 0,0769 | 0,8499 | 0,0026 | 0,0628 | 0,9346 | 0,2566 | 0,1143 | 0,6291
0,0832 | 0,0967 | 0,8201 || 0,0025 | 0,0774 | 0,9202 | 0,2386 | 0,1347 | 0,6267
0,0494 | 0,1009 | 0,8497 | 0,0019 | 0,0889 | 0,9092 | 0,2357 | 0,1499 | 0,6144
0,0480 | 0,1020 | 0,8500 | 0,0021 | 0,0922 | 0,9057 | 0,2085 | 0,1390 | 0,6525
0,0490 | 0,1309 | 0,8201 | 0,0016 | 0,1086 | 0,8898 | 0,2148 | 0,2047 | 0,5804
Tabelle C.5 Messwerte fiir das System BSA + Na,SO4 + H,O bei 25 °C
Feedpunkt Phase 1 Phase 2
Sp Ss Sw Sp Ss Sw Sp Ss Sw

0,1208 | 0,1944 | 0,6848 | 0,0156 | 0,2483 | 0,7361 | 0,1940 | 0,1674 | 0,6387
0,0961 | 0,2000 | 0,7039 || 0,0975 | 0,1489 | 0,7537 | 0,0928 | 0,2940 | 0,6132
0,0960 | 0,2000 | 0,7040 | 0,0296 | 0,2300 | 0,7404 | 0,1654 | 0,1745 | 0,6601
0,1189 | 0,2098 | 0,6713 | 0,0454 | 0,2357 | 0,7189 | 0,1580 | 0,1947 | 0,6472
0,0756 | 0,2449 | 0,6795 | 0,0003 | 0,2800 | 0,7197 | 0,1497 | 0,2096 | 0,6406
0,0755 | 0,2455 | 0,6790 | 0,0002 | 0,2601 | 0,7397 | 0,1081 | 0,2378 | 0,6541
0,0759 | 0,2473 | 0,6768 | 0,0004 | 0,2721 | 0,7275 | 0,1336 | 0,2039 | 0,6625
0,0549 | 0,2693 | 0,6759 || 0,0002 | 0,2858 | 0,7140 | 0,1223 | 0,2373 | 0,6403
0,0551 | 0,2693 | 0,6756 || 0,0002 | 0,2947 | 0,7052 | 0,1077 | 0,2401 | 0,6522
0,0359 | 0,2894 | 0,6747 | 0,0001 | 0,3127 | 0,6872 | 0,0910 | 0,2588 | 0,6502
0,0342 | 0,2959 | 0,6699 | 0,0002 | 0,3017 | 0,6982 | 0,1030 | 0,2544 | 0,6426
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Tabelle C.6 Messwerte fiir das System BSA + (NH4),SO4 + H,O bei 25 °C

Feedpunkt Phase 1 Phase 2
Sp Ss Sw Sp Ss Sw Sp Ss Sw
0,1315 | 0,2520 | 0,6166 | 0,0195 | 0,3419 | 0,6386 | 0,2094 | 0,2023 | 0,5883
0,1501 | 0,2520 | 0,5979 | 0,0061 | 0,2971 | 0,6968 | 0,2014 | 0,2249 | 0,5737
0,1003 | 0,3022 | 0,5975 | 0,00048 | 0,3325 | 0,6670 | 0,1591 | 0,2715 | 0,5694
0,0467 | 0,3073 | 0,6459 | 0,0014 | 0,3191 | 0,6796 | 0,1076 | 0,2881 | 0,6043
0,0622 | 0,3152 | 0,6226 | 0,00024 | 0,3447 | 0,6551 | 0,1130 | 0,2906 | 0,5964
0,0268 | 0,3472 | 0,6259 | 0,00013 | 0,3568 | 0,6431 | 0,0755 | 0,3251 | 0,5974
0,0325 | 0,3554 | 0,6121 || 0,00014 | 0,3736 | 0,6263 | 0,0933 | 0,3214 | 0,5853
0,0309 | 0,3575 | 0,6115 || 0,00017 | 0,3771 | 0,6228 | 0,0976 | 0,3195 | 0,5828
0,0304 | 0,3593 | 0,6103 || 0,00014 | 0,3792 | 0,6206 | 0,0910 | 0,3207 | 0,5883
0,0304 | 0,3966 | 0,5730 || 0,00011 | 0,4103 | 0,5896 | 0,0730 | 0,3745 | 0,5525
0,0304 | 0,3973 | 0,5723 | 0,00019 | 0,4099 | 0,5899 | 0,0717 | 0,3651 | 0,5632
0,0303 | 0,3974 | 0,5723 || 0,00011 | 0,4030 | 0,5969 | 0,0801 | 0,3529 | 0,5569
Tabelle C.7 Messwerte fiir das System BSA + NH,COONH,4 + H,O bei 25 °C
Feedpunkt Phase 1 Phase 2
Sp Ss Sw Sp Ss Sw Sp Ss Sw
0,1315 | 0,2520 | 0,6166 | 0,0195 | 0,3419 | 0,6386 | 0,2094 | 0,2023 | 0,5883
0,1501 | 0,2520 | 0,5979 || 0,0061 | 0,2971 | 0,6968 | 0,2014 | 0,2249 | 0,5737
0,1003 | 0,3022 | 0,5975 | 0,00048 | 0,3325 | 0,6670 | 0,1591 | 0,2715 | 0,5694
0,0304 | 0,3973 | 0,5723 | 0,00019 | 0,4099 | 0,5899 | 0,0717 | 0,3651 | 0,5632
0,0303 | 0,3974 | 0,5723 || 0,00011 | 0,4030 | 0,5969 | 0,0801 | 0,3529 | 0,5569
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Tabelle C.8a Messwerte fiir das System Ovalbumin + Na,SOs + H,O bei 25 °C:

Metastabiles Zwei-Phasen-Gleichgewicht

Feedpunkt Phase 1 Phase 2
Sp Ss Sw Sp Ss Sw Sp Ss Sw
0,0955 | 0,2335 | 0,6711 | 0,0003 | 02514 | 0,7483 | 0,1399 | 0,2067 | 0,6534
0,0955 | 0,2335 | 0,6709 | 0,0003 | 0,2986 | 0,7012 | 0,1223 | 0,2087 | 0,6689
0,0956 | 0,2355 | 0,6689 | 0,0002 | 02434 | 0,7564 | 0,1836 | 0,2169 | 0,5995
0,0939 | 0,2382 | 0,6679 | 0,0004 | 0,2523 | 0,7472 || 0,1420 | 0,2193 | 0,6387
0,0734 | 0,2651 | 0,6615 | 0,0002 | 0,3160 | 0,6838 | 0,1235 | 0,2350 | 0,6414
0,0729 | 0,2690 | 0,6581 || 0,0003 | 0,2699 | 0,7298 | 0,1408 | 0,2434 | 0,6158
0,0526 | 0,3001 | 0,6473 | 0,0002 | 0,3408 | 0,6590 | 0,1182 | 0,2638 | 0,6180
0,0525 | 0,3012 | 0,6464 | 0,0002 | 0,3033 | 0,6965 | 0,1104 | 0,2619 | 0,6277
0,0330 | 0,3409 | 0,6261 || 0,0003 | 0,3458 | 0,6539 | 0,0940 | 0,3199 | 0,5861
Tabelle C.8b Messwerte fiir das System Ovalbumin + Na,SO4 + H>O bei 25 °C: Stabiles
Zwei-Phasen-Gleichgewicht
Feedpunkt Phase 1 Phase 2
Sp Ss S Sp Ss Sw Sp Ss Sw
0,0802 | 0,1963 | 0,7236 | 0,0068 | 0,1998 | 0,7934 | 0,4082 | 0,1036 | 0,4882
0,1200 | 0,2007 | 0,6794 | 0,0131 | 0,2220 | 0,7650 | 0,2053 | 0,1807 | 0,6216
0,0412 | 0,2013 | 0,7575 || 0,0067 | 0,2053 | 0,7880 | 0,2376 | 0,1493 | 0,6131
0,0402 | 0,2053 | 0,7544 | 0,0052 | 0,2018 | 0,7929 | 0,4126 | 0,0915 | 0,4960
0,0395 | 0,2055 | 0,7550 | 0,0080 | 0,1979 | 0,7941 | 0,3265 | 0,1318 | 0,5416
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Tabelle C.8c Messwerte fiir das System Ovalbumin + Na,SO4 + H,O bei 25 °C: Stabiles
Drei-Phasen-Gleichgewicht

Feedpunkt Phase 1 Phase 2+3

Sp Ss S Sp Ss S Sp Ss Sw

0,0390 | 0,2383 | 0,7226 | 0,0218 | 0,1841 | 0,7941 | 0,0788 | 0,3404 | 0,5808

0,0570 | 0,2402 | 0,7028 | 0,0117 | 0,2504 | 0,7380 | 0,1319 | 0,2906 | 0,5775

0,0358 | 0,2793 | 0,6849 | 0,0139 | 0,1892 | 0,7970 || 0,0653 | 0,3642 | 0,5705

0,0537 | 0,2844 | 0,6620 | 0,0119 | 0,1918 | 0,7963 | 0,0897 | 0,3528 | 0,5575

Tabelle C.9 Messwerte fiir das System Ovalbumin + (NH4),SO4 + H,O bei 25 °C

Feedpunkt Phase 1 Phase 2

Sp Ss S Sp Ss S Sp Ss Sw

0,1508 | 0,2013 | 0,6480 | 0,1013 | 0,2431 | 0,6538 | 0,3641 | 0,0583 | 0,5775

0,1592 | 0,2033 | 0,6375 | 0,0669 | 0,2421 | 0,6911 | 0,3903 | 0,1100 | 0,4997

0,0896 | 0,2202 | 0,6902 || 0,0882 | 0,2169 | 0,6949 | 0,0779 | 0,3180 | 0,6042

0,0620 | 0,2752 | 0,6628 | 0,0026 | 0,2885 | 0,7088 | 0,1347 | 0,2566 | 0,6087

0,0866 | 0,2906 | 0,6227 | 0,0008 | 0,3286 | 0,6707 | 0,1603 | 0,2596 | 0,5801

0,0862 | 0,2911 | 0,6226 || 0,0008 | 0,3241 | 0,6752 | 0,1625 | 0,2487 | 0,5887

0,0512 | 0,3206 | 0,6282 | 0,0002 | 0,3319 | 0,6679 | 0,1396 | 0,2724 | 0,5879

0,0496 | 03226 | 0,6278 | 0,0002 | 0,3470 | 0,6528 | 0,1210 | 0,2885 | 0,5906

0,0375 | 0,3253 | 0,6373 || 0,0003 | 0,3405 | 0,6592 | 0,1132 | 0,2910 | 0,5958
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Tabelle C.10 Messwerte flir das System Trypsin + (NHy4),SO4 + H,0 bei 25 °C

Feedpunkt Phase 1 Phase 2
Sp Ss Sw Sp Ss Sw Sp Ss Sw
0,1830 | 0,1544 | 0,6626 | 0,1060 | 0,1658 | 0,7282 | 0,8858 | 0,0500 | 0,0643
0,1494 | 0,1987 | 0,6519 | 0,0224 | 0,2235 | 0,7542 | 0,6396 | 0,1028 | 0,2575
0,1126 | 0,2472 | 0,6402 | 0,0078 | 0,2787 | 0,7135 | 0,4597 | 0,1429 | 0,3974
0,0758 | 0,2958 | 0,6284 | 0,0042 | 0,3313 | 0,6645 | 0,3905 | 0,1397 | 0,4698
0,0948 | 0,2706 | 0,6345 | 0,0053 | 0,3001 | 0,6946 | 0,4884 | 0,1411 | 0,3705
0,1040 | 0,2585 | 0,6375 | 0,0067 | 0,2859 | 0,7075 | 0,5139 | 0,1435 | 0,3426
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D  Mikroskopische Aufnahmen und Zusammensetzungen der
Feedldsungen

D.1 Lysozym - Na,SO, - H,0O

Tabelle D.1 Zusammensetzung der Feedldsungen fiir das System Lysozym — Na,SO4 — H,O

Feedpunkt
Abbildung
Sp Ss S
0,0562 | 0,1385 | 0,8053 D.1
0,0563 | 0,1379 | 0,8059 D.2
0,1302 | 0,0261 | 0,8437 D.3
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D.2 Lysozym — (NH,),SO, - H,0

Tabelle D.2  Zusammensetzung der Feedlosungen fiir das System
Lysozym — (NH4)2SO4 — Hzo

Feedpunkt
Abbildung
$p Es Sw
0,0563 | 0,2521 | 0,6917 D.4
0,0551 | 0,3500 | 0,5949 D.5
0,1009 | 0,0280 | 0,8711 D.6
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Abb. D.4
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D.3 Lysozym -NH,COONH, - H,O

Tabelle D.3  Zusammensetzung der Feedlosungen fiir das System
Lysozym -NH,COONH4 — H,O

Feedpunkt
Abbildung
$p Es Sw
0,0741 | 0,1049 | 0,8210 D.7
0,1194 | 0,0363 | 0,8443 D.8
0,1309 | 0,0264 | 0,8428 D.9
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Abb. D.8
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D.4 Lysozym -NH,HCO; - H,0O

Tabelle D.4 Zusammensetzung der Feedlosungen fiir das System

Lysozym —NH4HCO3 — HzO

Feedpunkt
Abbildung
§P §S §W
0,0483 | 0,0987 | 0,8531 D.10
0,0483 | 0,0969 | 0,8547 D.11
0,1179 | 0,0311 | 0,8509 D.12

Abb. D.10

Abb. D.11
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Abb. D.12

D.5 Bovin Serum Albumin — (NH,;),SO, — H,0O

Tabelle D.5 Zusammensetzung der Feedlosungen fiir das System BSA — (NH4),SO4 — H,O

Feedpunkt
Abbildung
é:p é:S §W
0,0635 | 0,3142 | 0,6223 D.13
0,0302 | 0,3598 | 0,6100 D.14

Abb. D.13
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Abb. D.14

D.6 Bovin Serum Albumin - Na,SO, - H,O

Tabelle D.6 Zusammensetzung der Feedlosungen fiir das System BSA — (NH,4),SO4 — H,O

Feedpunkt

Sp Ss Sw

0,0744 | 0,2544 | 0,6711 D.15

Abbildung
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Abb. D.15

D.7 Ovalbumin - (NH4)ZSO4 - Hgo

Tabelle D.7 Zusammensetzung der Feedlosungen fiir das System
Ovalbumin — (NH4)ZSO4 — Hzo

Feedpunkt
Abbildung
gP §S §W
0,1224 | 0,2340 | 0,6436 D.16
0,0494 | 0,3333 | 0,6173 D.17

Abb. D.16

Abb. D.17
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D.8 Ovalbumin - Na,SO, - H,0

Tabelle D.8§ Zusammensetzung der Feedlosungen fiir das System
Ovalbumin — (N H4)QSO4 — HzO

Feedpunkt
Abbildung
gP §S §W
0,0829 | 0,2083 | 0,7088 D.18
0,0786 | 0,2492 | 0,6721 D.19
0,0719 | 0,2623 | 0,6658 D.20
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D.9 TrypSin - (NH4)2804 -H,O

Tabelle D.7 Zusammensetzung der Feedlosungen fiir das System
Trypsin — (NH4).SO4 — H,O
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Abb. D.22

D.10 Mikroskopische Aufnahmen von Salzkristallen

Tabelle D.10

Abbildung

D.23
D.24

Salz

Na2804
(NH4)2SO4

Abb. D.23
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