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Perspektiven der Biothermodynamik
lll. Thermische Stabilitat von
Proteinen

Jurgen U. Keller

Die Anwendung von Begriffen und Methoden der Thermodynamik der Gleichgewichte
und der Vorginge auf Systeme und Prozesse der Biotechnologie hat zur Bildung eines neu-
en Fachgebietes gefiihrt, der technischen Biothermodynamik. Der vorliegende Artikel ist
der dritte einer Reihe, in der versucht wird, einen Uberblick iiber die Grundlagen und Még-
lichkeiten, die dieses Gebiet dem Verfahrensingenieur eréffnen, zu geben und dies auch an
einzelnen Beispielen zu demonstrieren. In diesem Artikel wird das Problem der thermi-
schen Stabilitdt von Proteinen in Lésungen thermodynamisch analysiert. Dabei wird der
Ubergang eines Proteins aus seinem natiirlichen Zustand in einen (beliebigen) denaturier-
ten Zustand als quasichemische Reaktion modelliert. Als Beispiel wird die thermische
Stabilitit von Myoglobin in wissriger Losung mit Hilfe kalorischer Messdaten analysiert.

Dabei zeigt sich, dass dieses Protein sowohl bei zu hohen als auch zu niedrigen Tempera-
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turen denaturiert.
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1 Einfiihrung

Der vorliegende Artikel ist der dritte einer
Serie von Kurzdarstellungen bzw. Einfithrun-
gen in das verhiltnismifiig neue Gebiet der
technischen Biothermodynamik [1 - 3]. Darun-
ter sind Anwendungen thermodynamischer
Konzepte und Methoden auf Fragestellungen
der Biotechnologie zu verstehen. Nach einer
verkiirzten Darstellung der Grundlagen unter
Berticksichtigung von Systemen mit soge-
nannten inneren Variablen [2] und der Ent-
wicklung der Thermodynamik von Adsorp-
tionserscheinungen von Proteinen an festen
Oberflichen [3] sollen in der vorliegenden
Arbeit Fragen nach der thermischen Stabilitit
von proteinhaltigen Loésungen thermodyna-
misch analysiert werden.

Die besondere Rolle, die Proteine unter Bio-
molekiilen spielen, wird dadurch begriindet,
dass sie schlechterdings als Bausteine des
Lebens angesehen werden kénnen [17 — 19].
Proteine besitzen eine Molmasse von vielen
Kilodaltons (kDa) oder sogar mehreren Mega-
daltons (MDa). Sie kommen in der Natur vor
allem in wissrigen Losungen, aber auch in
dichter Packung (crowding) im Inneren von
Zellen und Bakterien vor. Thre biochemischen
Eigenschaften hingen stark von ihrem Zu-
stand, insbesondere ihren Faltungseigenschaf-
ten (Struktur 3. Ordnung) ab, die empfindlich

auf Anderungen der Temperatur (und des
Drucks) in einer Losung reagieren. Daher ist
es in der Praxis wichtig, das Temperaturinter-
vall zu kennen, in dem z. B. ein als medizini-
scher Wirkstoff pharmazeutisch verwendetes
Protein in seiner Losung oder Formulierung
thermisch stabil ist. Die Thermodynamik kann
diese und dhnliche Fragen beantworten, wenn
gewisse kalorische Daten zur Verfiigung ste-
hen. Damit lassen sich dann Aussagen iiber
die Haltbarkeitsdauer (shelf life) des Medi-
kaments etwa bei der Vorratshaltung in einer
Apotheke machen [16]. Der allgemeine For-
malismus wird am Beispiel einer Myoglobin-
Lésung numerisch erldutert und diskutiert.

2 Thermodynamische Analysen
der Denaturierung von
Proteinen

Proteine sind in ihrem natiirlichen Zustand in
der Regel sehr dicht gepackt und ihre Amino-
sdurenkette ist stark gefaltet. In diesem Zu-
stand sind sie oft erstaunlich stabil gegentiber
ihrer Umgebung und behalten deswegen auch
ihre biokatalytischen Figenschaften. Andert
sich aber die Umgebung eines Proteins zu
stark, z. B. durch extreme Werte von Tempera-
tur, Druck und pH-Wert der umgebenden
Losung, dann kann das Protein seine natiir-
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Unter der techni-
schen Biothermo-
dynamik sind
Anwendungen
thermodynamischer
Konzepte und
Methoden auf
Fragestellungen der
Biotechnologie zu
verstehen.

Es ist in der Praxis
wichtig, das Tempe-
raturintervall zu
kennen, in dem z. B.
ein pharmazeutisch
verwendetes
Protein in seiner
Losung oder Formu-
lierung thermisch
stabil ist. Mit Hilfe
der Thermodynamik
kann dies beant-
wortet werden.
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Ein Protein kann in
einen denaturierten
Zustand ubergehen,
in dem haufig die
Aminosaurenkette
des Proteins ganz
oder teilweise ent-
faltet ist und even-
tuell vorhandene
Seitenketten
stochastisch im
Raum verteilt sind.
Dies fiihrt meist
zum Verlust der
Bioaktivitat des
Proteins.

Abbildung 1. Protein (P) in
wassriger Losung (W). N —
naturlicher, dicht gepackter
Zustand; D — Denaturierter
oder entfalteter Zustand [3];
W — Wasser.
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liche Struktur verlieren, d.h. von seinem
urspriinglichen oder nativen Zustand (N) in
einen denaturierten oder auch deformierten
Zustand (D) iibergehen. In diesem ist hiufig
die Aminosiurenkette des Proteins ganz oder
teilweise entfaltet und alle eventuell vorhande-
nen Seitenketten sind stochastisch im Raum
verteilt. Dies fiihrt in der Regel zum Verlust
der Bioaktivitit des Proteins (s. Abb. 1) [2, 13,
16, 17).

Obwohl der molekulare Mechanismus die-
ses Ubergangs (N — D) und auch die Struktur
des denaturierten Zustandes (D) oft unbe-
kannt sind, weiff man aus Erfahrung, dass sich
das denaturierte Protein wieder zuriickfalten,
der Ubergang (N «> D) also reversibel sein
kann. In diesen Fillen kann man diesen Uber-
gang als quasichemische Reaktion ansehen,
bei der sich ein chemisches Gleichgewicht
zwischen Proteinen (Py) in ihrem natiirlichen
Zustand (N) und denen (Pp) in einem gewis-
sen denaturierten Zustand (D) einstellt:

Py < Pp (1)

Der Gleichgewichtszustand, der sich in
einer Losung einstellt, die sowohl native (N)
als auch denaturierte Proteine (D) bei einem
gewissen Druck (p) und einer Temperatur (T)
enthilt (s. Abb. 2), kann durch ein Minimum
der freien Enthalpie der Losung gekennzeich-
net werden, d. h. es gilt:

G = G(nn, np, B, hu*, p, T) > Min (2)
bei konstanten Werten von [4, 5, 11, 12]:
n=np+ ny, s By Py T

Hier bedeuten (ny, np, nw, ny') die Mol-

zahlen des Proteins im natiirlichen (N) bzw.
denaturierten Zustand (D), die Molzahl des

Chemie Ingenieur Technik 2008, 80, No. 12
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Abbildung 2. Wassrige Losung eines Proteins im
naturlichen, dicht gepackten Zustand (N) und im
denaturierten, entfalteten Zustand (D). Freie Ent-
halpie nach Gibbs als Funktion der Reaktionslauf-
zahl (¢) der quasichemischen Reaktion (N <> D) mit
dem Gleichgewichtswert (£eq(p, 7).

(o &

Wassers in der Losung und die der H*-Ionen
(pH-Wert).

Durch Einfithrung der Reaktionszahl (&) der
quasichemischen Reaktion (N <> D) durch die
Beziehungen:

NN =hno — €
Nnp =npo + f (3)
d.h.dny=—-dnp=-d¢ (4)
erhalten wir aus der Gibbs-Gleichung der frei-
en Enthalpie (G):
dG =-SdT + Vdp + undny +

updnp + pwdnw + P dng” (5)
bei konstanten Werten von:

p=const, T = const, ny = const, ny = const

die Minimierungsbedingungen

dG = (—pun + up) d&=0

d’G = (% (—bn+ un)) (d5)*> 0, ()

© 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Im quasichemischen Gleichgewicht gilt:

]J.N(...feq...) = MD("-feq'--) (7)

(), (), @

In den Beziehungen der Gl. (3) bedeuten die
Groflen (nno, npo) die Molzahlen des nativen
bzw. denaturierten Proteins in einem beliebig
wihlbaren Anfangszustand (Zo) zu einer belie-
bigen Anfangszeit. Die Groflen py, x = N, D,
W, H" in Gl. (5) sind die chemischen Poten-
ziale der Komponenten x= N, D, W, H" in der
Losung.

Aus GL (7) kann grundsitzlich die Reakti-
onslaufzahl im Gleichgewicht der quasichemi-
schen Reaktion algebraisch berechnet werden:

leq=Ceq (0, T, nw, Mg, Mipo, Minvo) 9

Diese GroRe hingt grundsitzlich vom
Druck (p), der Temperatur (T) und von den
Molzahlen (nw, ny", npo, ning) der Losung ab.

Die Ungleichung (8) muss grundsitzlich fuir
stabile thermodynamische Protein-Gleichge-
wichte gelten. Die Grenzkurve bzw. Grenzfli-
che zwischen dem stabilen und dem instabilen
Zustandsbereich ist durch die folgende Bedin-
gung bestimmt:

aHD(f')) _ (WN(@'))
( aé, p,T,nwi af, p.Tn, (83)

Aus ihr koénnen durch algebraische Auf-
l6sung iiber Gl. (3) die Grenzkonzentrationen
fuir stabile Proteinlésungen grundsitzlich be-
rechnet werden:

&=¢Cp T, nw ny) (8b)

Um die Gleichgewichtsbedingung (7) nun
auszuwerten, fithren wir eine Standard-Dar-
stellung der chemischen Potenziale aller Kom-
ponenten durch Aktivititen bzw. Aktivitits-
koeffizienten (y;) ein:

wi=Wio(p, T, nws ma™, mi) + R Tln(x; p3),

i=N,D. (10)
Hier bedeutet:
Wio= Wio(p> T, nw, 1™, ma), i= N, D. (11)

das chemische Potenzial des reinen Proteins
(P, Pp) in der Lésung (nyw, ng”) bei (p, T). Fer-
ner sind:

"
Xi=—, n= M+ Ny + I+ Bp (12)
n

die Molkonzentrationen und:
yi=7ip T, nw nu’, nN, np), i=N, D (13)

die Aktivititskoeffizienten der Komponenten
(i= D, N) [6]. Fur ideale Losungen gilt y; = 1.
Fiir reale Proteinlosungen ist aber in der Regel
yi # 1, i= D, N. Ein Beispiel zur tatsichlichen
Bestimmung der Werte von (y;) wird im Folge-
abschnitt diskutiert werden.

Setzt man Gl (10) in die Gleichgewichts-
bedingung (7) ein, so erhilt man das Massen-
wirkungsgesetz der Reaktion (1), d.h. die Be-
ziehung:

Koq = ¢ ACov/RT (14)

mit der Gleichgewichtskonstanten:

’D¥D
== 15
IRPINES )
und der freien Enthalpie-Differenz:
AGpy = Upo(p; T, s ny', np) —
ino(p, T, nws 1™, 1) (16)

Da diese GroRe grundsitzlich als Funktion
der Temperatur (1) durch mikro-kalorimetri-
sche Messungen an den entsprechenden Pro-
teinlésungen bestimmt werden kann [7, 8, 14],
kénnen die Gleichgewichtskonzentrationen
(xp, xn) des Proteins bei idealen Losungen
(yp = yw = 1) aus dem Massenwirkungsgesetz
Gln. (14) und (15) und der Normierungs-
bedingung (xp + xn = 1) bestimmt werden.
Ein Beispiel dafiir wird im nichsten Abschnitt
gegeben werden. Es ist jedoch zu betonen,
dass die Annahme der Idealitit (yp = y5 = 1)
nur eine Niherung und bei konkret vorliegen-
den Proteinlosungen wegen der Wechselwir-
kung der Proteine untereinander bei Weitem
nicht erfiillt ist. In einem solchen Fall miissen
die in der Losung vorliegenden Konzentratio-
nen (xy, xp) gemessen werden, etwa durch
spektroskopische Verfahren [15]. Die dann aus
den Gln. (14) und (15) berechneten Werte von
(yn» yp) lassen sich gegebenenfalls inter- und
extrapolieren, um z. B. die Gleichgewichtskon-
zentrationen (xy, xp) des Proteins bei anderen
Temperaturen zu bestimmen.

Im Ubrigen kénnen Proteine auch durch
Anderungen des Drucks und des pH-Wertes
denaturiert werden. Dies hat seine biotechni-
sche Bedeutung und sollte auch daher grund-
sitzlich beachtet werden.

Der Denaturierungsprozess selbst kann
thermodynamisch mit Hilfe der Thermody-
namik irreversibler Prozesse, wie sie in Kapitel
(TC) dargelegt worden ist, beschrieben wer-
den. Im vorliegenden Fall kann die Entropie-

© 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Die Reaktionslauf-
zahl hangt grund-
satzlich vom Druck,
der Temperatur und
von den Molzahlen
der Losung ab.

Proteine konnen
auch durch Ande-
rungen des Drucks
und des pH-Wertes
denaturiert werden.
Dies hat biotechni-
sche Bedeutung.
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Myoglobin besitzt
im natiirlichen
Zustand als aktives
Zentrum einen Pro-
toporphyrin-IX-Ring
mit Eisen als Zent-
ralatom. Es ist Teil
des Versorgungs-
systems mit Sauer-
stoff u. a. fiir das
Herz.

Myoglobin reagiert
empfindlich auf
Schwankungen

der Temperatur,
wodurch es seine
biologische
Aktivitat verlieren
kann.
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produktion (Pg) des Denaturierungsvorgangs
wegen der in der Praxis hiufig anzutreffenden
Bedingungen (p = const, T = const) auf einfa-
che Weise mit dem Verlust an freier Enthalpie
(G) (oder Exergie) verkniipft werden. Tatsich-
lich gilt fur diese beiden Grofen die Bezie-
hung [10, 12]:

G=-TP; <0 (17)

Daher lautet die Entropieproduktion des
Prozesses im Hinblick auf Gl. (5):

Ps:%(uN—uD)izo (18)

Nach dem Prinzip von Eckard & Onsager [4]
kann man daher eine Prozessgleichung fuir
den Denaturierungsvorgang als lineare Bezie-
hung zwischen dem Fluss (&) und der gemiR
GL. (18) zugeordneten thermodynamischen Kraft
(un — up)/T ansetzen:

&= Axp(iy — Bp) + O(2) (19)

Das Symbol ,0(2)“ bedeutet dabei Terme
von zweiter und hoherer Ordnung in Potenzen
der Differenz (uy — Up)-

Fiir ideale Proteinkomponenten (N, D) in
Losung kann diese Beziehung wegen GI. (10)
auch umgeschrieben werden als:

& — AypRTIn <M) (20)

XNE XD

Hier bedeuten (xy, xp) die zur Zeit ¢ in der
Losung tatsichlich vorliegenden Molkonzen-
trationen der Proteine und (xyp, xpg) die
Gleichgewichtswerte dieser Konzentrationen,
die sich bei vorgegebener gesamter Protein-
molzahl (n= np + ny = const) in der Losung
bei (p, T) als Gleichgewichtskonzentrationen
einstellen wiirden. Das Argument des Loga-
rithmus in Gl. (20) ist stets von 1 verschieden,
solange xp # xpp und/oder xy # xyg ist. Es
kann daher als MaR fiur die Abweichung des
vorliegenden Zustands (xp, xy) vom Gleich-
gewichtszustand (xpg, ¥ng) angesehen werden.
Durch seine Gréfle wird u.a. bestimmt, wie
schnell ein Gleichgewicht in der Losung er-
reicht wird. Der phinomenologische Para-
meter (Axp = 0) kann praktisch nur durch
Korrelation von Zeitreihenmessungen der
Proteinkonzentrationen (xy(t), xp(f)) mit der
Beziehung (20) bestimmt werden. Dabei ist
zu beachten, dass Ayxp grundsitzlich von
den tibrigen Zustandsparametern der Losung
(p, T pH-Wert etc.) abhingen kann (s. auch
[10, 11]).

Chemie Ingenieur Technik 2008, 80, No. 12

3 Thermische Stabilitat von
Myoglobin

Myoglobin ist ein mittelgrofles Protein, das
aus einer Kette von 153 Aminosiuren besteht.
Im natiirlichen Zustand besitzt es als aktives
Zentrum einen Protoporphyrin-IX-Ring mit
Eisen (Fe) als Zentralatom. Die Aminosiuren
bilden 8 gekoppelte a-Helices aus, die das
Zentrum umgeben und dem Protein eine
annihernd ellipsoidale Form mit den
Durchmessern (44 A x 44 A x 25 A) geben.
Die Summenformel von Myoglobin ist
Cy3gH1166FEN 030,085, und die molare Masse
M = 17,053 g/mol. Die Folge der Aminosiuren
und Bilder ihrer riumlichen Anordnung sind
z.B. in [8, p. 167] enthalten. Myoglobin ist in
allen Lebewesen vorhanden, die Sauerstoff auf-
nehmen. Es ist Teil des Versorgungssystems
mit Sauerstoff fiir das Herz und fiir andere
Muskeln. Es dient zum Transport und auch
zur Speicherung von Sauerstoff in Geweben
und in Zellen. Seine natiirliche Konzentration
betrigt dort normalerweise ¢ < 100 umol/L,
kann aber auch, etwa bei tief und lang tau-
chenden Walen, deutlich hsher sein.

Myoglobin reagiert empfindlich auf Schwan-
kungen der Temperatur, d. h. es kann durch zu
hohe und auch zu niedrige Temperaturen
leicht entfaltet bzw. denaturiert werden, wo-
durch es seine biologische Aktivitit verliert.
Zur quantitativen Beschreibung dieser Situa-
tion werden einige Daten der Anderung der
freien Enthalpie einer Proteinlésung beim
Ubergang vom reinen natiirlichen Zustand (N)
in einen (wie immer gearteten) denaturierten
Zustand (D) betrachtet, vgl. GL (16):

AGpn = Lpo — Hno

In Tab. 1 sind Daten von AGpy fiir p=1 bar
im Temperaturintervall (270 K < T < 340 K)
und konstantem pH-Wert angefithrt. Diese
Daten wurden durch mikrokalorische und
spektroskopische Messungen bestimmt [3 — 15]
und sind in Tab. 1 durch die zugehérigen
Anderungen der Enthalpie und der Entropie
erginzt, die durch die Standardbeziehungen:

JIAG
AHpy = Hpo — Hyno = AGpy — T( aTDN)
p
(21)
aAGDN
ASpx = Spo — Sno = —< ) (22)
oT ),

aus AGpy berechnet werden koénnen. Dabei
bedeuten (Hi, Sio, i = D, N) die Enthalpien
und Entropien der Lésung, die entweder nur
je 1 Mol denaturiertes Protein (i = D) oder

© 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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T/K 270 280 290 300 310 320 330 340
AGpy -3.16 5.13 11.8 15.8 11.8 5.13 -3.53
(kj/mol)

AHpy -289.8 -204 -115 =23 72.2 170.4 271.8 376.4
(kj/mol)

ASpn -1.066 -0.754 —0.442 -0.13 0.182 0.494 0.806 1.118
(kj/mol)

Tabelle 1. Thermodynamische Daten der Differenzen der freien Enthalpien (AGpy), Enthalpien (AHpy)
und der Entropien (ASpy) von Myoglobin-Lésungen im naturlichen (N) bzw. denaturierten Zustand (D).
Zur Definition dieser GroBen beachte man die Beziehungen (16), (21) und (22) [16].

1 Mol natiirliches Protein (i = N) bei selbem
Druck, Temperatur und pH-Wert enthilt.

Die AGpy-Daten der Tab. 1 kénnen einfach
durch eine Parabel 2. Ordnung korreliert wer-
den:

AGpn(T) = AT + A T + Ag (23)
Mit:

Ay =1.56 - 107> kJ/mol K?

Ay =9,49 kJ/mol K

Ao =— 1427 kJ/mol (24)

Diese Funktion ist zusammen mit Daten
der Tab. 1 in Abb. 3a dargestellt. Numerische
Daten der zugehorigen Werte von Hpy und
Spn sind in Abb. 3b auch als Funktion der
Temperatur zu sehen. Die entsprechenden
Korrelationen kénnen mit Hilfe von Gl. (23)
gemiR den Beziehungen (21) und (22) einfach
berechnet werden:

AHpn=—- AT + A (21a)
ASDN =—A2T—A (22&)

Da in einem isotherm-isobaren thermodyna-
mischen System Zustandsinderungen nur
auftreten kénnen, wenn die freie Enthalpie des
Endzustands kleiner als die des Anfangszu-
stands ist [4, 5], erkennt man, dass die Myoglo-
bin-Losung thermisch stabil ist, wenn gilt:

AGpy > 0 oder ppg > Lno (25)

aber thermisch instabil ist fiir:

AGpy < 0 oder ppg < Uno (26)
Die Temperaturen, fiir die gilt:

AGpy(T) =0 27)

sind Grenztemperaturen zwischen stabilen
und instabilen Temperaturbereichen der Myo-

© 2008 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Abbildung 3. (a) Differenzen der freien Enthalpien (AGpy (kJ/mol)) von
Myoglobin-Lésungen als Funktion der Temperatur (7/K) nach Tab. 1 kor-
relieren gemaf GIn. (23) und (24). Der Bereich thermischer Stabilitat der
Myoglobin-Lésung (AGpy > 0) und die Bereiche thermischer Instabilitat
(AGpy < 0) lassen sich bestimmen. (b) Enthalpiedifferenzen (AHpno) und
Entropiedifferenzen (- T ASpno) als Funktion der Temperatur (7/K). Da-
ten berechnet gemaB Gin. (23) und (24), d. h. nach GIn. (21a) und (22a).
Enthalpische Stabilitat der Losung besteht im Bereich AHpN(T) >0, d. h.
fur T> 302,4 K. Entropische Stabilitat besteht fur ASpy > 0, d. h. fur

T <304,2 K. Enthalpische und entropische Stabilitat besteht daher nur
fur den kleinen Temperaturbereich (302,4 K < T < 304,2 K) bzw. (29,3 °C
<T<31,0°QC).
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globin-Losung. Aus den Gln. (23) und (24) er-
hilt man daher mit der Bedingung (27) die
Grenztemperaturen zu:

Tho=336,5 K = 63,3°C

Tho = 271,86 K=—1,3°C (27a)
Das heifst, die Lésung ist nur im Bereich T
< T < Ty thermisch stabil, ansonsten instabil.
Wird fir die Myoglobin-Lésung Idealitit an-
genommen, d.h. yp = y5y = 1, kann aus den
Gln. (14) und (15) abgeleitet werden, dass fiir
Ty und T gilt:

1

xp(Tio) = *n (T ):5’ 1=12 (28)

Bei diesen Temperaturen befinden sich in
der Losung gleich viele Proteine im natiir-
lichen und im denaturierten Zustand.

Allerdings ist die ideale Niherung dieses Er-
gebnisses sehr unbefriedigend. Bei der vorlie-
genden Datensituation kann sie allerdings
auch vermieden und durch eine schwichere
Niherung ersetzt werden. Zu diesem Zweck
wird die Temperatur betrachtet, bei der AGpy
einen maximalen Wert besitzt. Fiir diesen gilt:

(BAGDN

=—AS (Tmax) =0 (29)
oT )p.Tmax PN

Numerisch ergibt sich damit nach den Gln.
(19) und (20) Toax = 304,17 K = 31,1°C. In die-
sem Zustand sind gemafl Gl. (22) die Entro-
pien des Myoglobins im nativen (N) und im
denaturierten Zustand (D) einander gleich.
Diese beiden Zustinde unterscheiden sich
thermodynamisch nur durch ihre Enthalpien.
Fiir die entsprechende Differenz gilt nach den
Gln. (21) und (21a):

AI_IDN(Tmax) = HDO(Tmax) - HNO(Tmax)
= 16,27 kJ/mol. (30)

Betrachtet man daher eine Mischung aus
(D)- und (N)-Myoglobin bei dieser Temperatur
(Tinax), so miissen die Besetzungszahlen der
Zustinde bzw. ihre Molenbriiche durch eine
einfache Boltzmann-Verteilung bestimmt sein.
Dabher gilt in diesem speziellen Zustand:

xp B ~ AHpn(Tmax)
(xN)me_ exp( RTmaX (31)

bzw. wegen Gl. (16):

(x—D) = 1606107 (31a)
XN T
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Damit kann fiir diesen Zustand aus dem
Massenwirkungsgesetz (14) und (15) das Ver-
hiltnis der Aktivititskoeffizienten (yp/yn) be-
stimmt werden, da AGpy(Tma) gemiR Gln.
(23) und (24) bekannt ist:

In (y—D> +In <x—D)
IN/ T, XN/ T, (32)

m;

= _AGDN Tmax/(RTmax)

Mit dem numerischen Wert AGpn(Tnax) =
17,06 kJ/mol und Gl. (31a) erhilt man damit:

(V—D) =0.731 (33)
N/ T

Weiter wird angenommen, dass dieses Ver-
hiltnis der Aktivititskoeffizienten im ganzen
Temperaturbereich gemifs Abb. 3a, d.h. fir
260 K < T'< 350 K konstant sei. Dann kann das
Molverhiltnis von (D)- und (N)-Myoglobin bei
den Grenztemperaturen (T7o, Ty) fur thermi-
sche Stabilitit genauer bestimmt werden. In
diesen Zustinden gilt wegen AGpy = 0 nach
Gl (14):

(@) =1, i=1,.2 (34)
YNXN/ T,

Damit erfolgt aus Gl. (33), xp(Tio) = 0,58,
xn(Tio) = 0,42, i =1, 2. Dieses Ergebnis zeigt
umgekehrt, dass die Annahme der Idealitit
der Proteinlésung (yp = yn = 1) gar nicht so
schlecht ist, da sich in diesem Fall (xp = xy =
0,5) ergeben hitte.

Abschlieflend soll noch der Temperatur-
bereich bestimmt werden, in dem die Myo-
globinlosung aufbewahrt werden muss, wenn
gewisse Grenzkonzentrationen des natiir-
lichen (N) bzw. denaturierten (D) Zustands in
der Losung, z.B. x5y = 0,99, xp = 0,01 einge-
halten werden sollen. Hierzu wird wieder das
Massenwirkungsgesetz (14) und (15) zusam-
men mit der AGpy-Korrelation (23) und (24)
und dem Verhiltnis der Aktivititskoeffizienten
(33) betrachtet. Dies fithrt zu einer quadra-
tischen Gleichung fiir die gesuchten Grenz-
temperaturen:

A T2+ AT + Ay = —RTln(M) (35)
NN

Fiir die o. a. Daten erhilt man das Tempera-
turintervall 287,1 K < T < 318,7 K bzw. 14°C <
T < 45,5°C. Diese Information ist sicher fiir
Apotheker niitzlich, die die Myoglobinlésung
etwa wihrend ihres Regaldaseins bei der richti-
gen Temperatur lagern miissen, um Denatu-
rierung des Myoglobins durch zu hohe aber
moglicherweise auch durch zu tiefe Tempe-
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raturen zu vermeiden, damit die biologische

Aktivitit des Proteins erhalten bleibt.
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I Formelzeichen

lz
Axp [W}%]
D -]
G [J]
N -]

n=nyw + Np + NN

np [mol]
nDo [mol]
nh [mol]
nN [mol]
nNo [mol]

M [mol]
P [Pa]
Py [J/Ks]
S [J/K]
T (K]

14 [m?]
xi=ni/n [1]
Zo -]

Vi (1]
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Phinomenologischer Koef-
fizient der Denaturierungs-
reaktion (N <> D)

Symbol fiir einen denatu-
rierten Proteinzustand
Gibbs Enthalpie eines
Wasser/Protein-Systems
Symbol fiir einen natiir-
lichen (nativen) Protein-
zustand

[mol]

Gesamtzahl von Molen an
Protein (N, D-Zustinde)
und Wasser in einem
System

Molzahl denaturierter
Proteine in einer Protein/
Wasser-Losung

Molzahl denaturierter
Proteine in einem Anfangs-
zustand (Z,) einer Protein/
Wasser-Losung

Molzahl von Wasserstoft-
ionen (Protonen) in einer
Protein/Wasser-Lésung
Molzahl nativer Proteine in
einer Protein/Wasser-
Losung

Molzahl nativer Proteine in
einem Anfangszustand (Z)
einer Protein/Wasser-
Losung

[mol]

Gesamte Molzahl von
Protein in einer Loésung
Molzahl von Wasser in
einer Losung

Druck

Entropieproduktion des
Denaturierungeprozesses
in einer Proteinlésung
Entropie einer Protein-
16sung

Temperatur

Volumen einer Protein-
16sung

Molenbruch der Kompo-
nente (i= D, N, W) einer
Protein/Wasser-Losung
Anfangszustand einer
Losung
Aktivititskoeffizient des
chemischen Potenzials der
Komponente (i= D, N, W)
einer Proteinlgsung

Thermische Stabilitiit
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AGpno = 1po — Ko
[J/moll
Anderung der molaren
Gibbsschen Enthalpie der
denaturierten Proteine nach
vollstindiger Renaturierung
bei (p, T)

AHpy = Hpo — Hyo
[J/moll
Anderung der molaren
Enthalpie der denaturierten
Proteine nach vollstindiger
Renaturierung bei (p, T)

ASDN = SDO - SNO []/mol]
Anderung der molaren
Entropie der denaturierten
Proteine nach vollstindiger
Renaturierung bei (p, T)

Up [J/mol] Chemisches Potenzial der
denaturierten Proteine in
einer Losung

U [J/mol] Chemisches Potenzial der
nativen Proteine einer
Losung

W [J/mol] Chemisches Potenzial des

Wassers in einer Protein/

Wasser-Losung
¢ [mol] Reaktionszahl oder Reak-
tionsgrad der quasichemi-
schen Denaturierungsreak-
tion (N — D) eines Proteins
Gleichgewichtswert der
Reaktionszahl der Denatu-
rierungsreaktion eines
Proteins in einer Losung.
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