Proteindenaturierung:

Inhalt

Was passiert bei einer Denaturierung?
Eigenschaften der Proteine
Moglichkeiten zur Fallung/Denaturierung
Grunde fur Fallungen

Beispiele

GN
FJ



Was passiert bel einer Denaturierung?

Strukturveranderung der Proteine: Sekundar- bis
Quartarstruktur verandern sich; Primarstruktur
bleibt erhalten

Losen von Bindungen im Proteinmolekul

Freilegung von im Inneren gelegenen
funktionellen Gruppen

Herstellung einer energiearmeren Form (117
KJ/mol werden frei)
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Was passiert bel einer Denaturierung?

Denaturierung auch Flockung oder Fallung der
Proteine

Durch Auflosen der Bindungen orientiert sich das
Proteinmolekul neu - eine Wechselwirkung mit
anderen Molekllen erfolgt und es entstehen
groBere Teilchen - Flockung!

Die Denaturierung setzt den Nahrwert der
Proteine nicht herab, denaturierte Milchproteine
sind sogar besser verdaulich!
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Physikalisch chemische Eigenschaften der
(Milch-) Proteine

Elektrische Ladung und Hydratation:

Die Zahl der elektrischen Ladungen und ihr Verhaltnis zueinander auf
der Oberflache des Proteinteilchens sind verantwortlich flr:

Hydratation/Dehydratation und ermoglichen die kolloidale Ldslichkeit
Wanderung von Proteinen im elektrischen Feld

den sauren o. basischen Geschmack des nativen Proteins

puffernde Wirkung

Ursache: elektrostatische Wechselwirkungskrafte zwischen den
polaren Gruppen im Protein und den Dipolkraften der Wassermolekdile;
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Physikalisch-chemische Eigenschaften
der (Milch-) Proteine

Isoelektrischer Punkt:

Das ist der pH-Wert, bei dem die gleiche Anzahl positiver und
negativer Ladungen auf den Teilchen vorhanden ist und keine
Wanderung im elektrischen Feld erfolgt.

Der isoelektrische Punkt ist eine charakteristische Eigenschaft der
Proteine. z.B. Fallung der Proteine durch Saurezugabe

Auswirkungen:
Hydratation ist am schwachsten
hochste Fallungsneigung der Proteine
Anwendung:  Fallung / Trennung von Proteinen,
ldentifizierung von Proteinen
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Physikalisch-chemische Eigenschaften
der (Milch-) Proteine

lonenkonzentration Salting out - Effect

Salting in - Effect

Adsorption (=Festhalten) der z.T. Entzug der Hydrathulle
Ionen an der Oberflache,
durch Zugabe von Kationen l

z.B. Calcium
l Flockung (Koagulation)

Fraktionierung der Milchprot.

EnteiweiBung von Milch und
Molke

Unterscheidung hoch- und
niedrig erhitzter Milchpulver

Klarung, Schonung v. Saften,
Pokeln

bessere Loslichkeit
Anwendung:

Milchpulver zur Untersuchung
Losen gefallter Proteine
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Physikalisch-chemische Eigenschaften
der (Milch-) Proteine

Permittivitat (Anderung der Dielektrizitatskonstante):
http://de.wikipedia.org/wiki/Permittivit% C3% A4t

Organische Losungsmittel verringern die Ldslichkeit der
Proteine, da die ,Dielektrische Konstante" erniedrigt
wird. Das fuhrt zu einer Erh6hung der Anziehungskraft
zw. den Proteinmolekllen und eine Erniedrigung der
Wechselwirkung zw. Wasser- und Proteinmolekulen.

Anwendung: Kontrolle des Frischezustandes der Milch mit
68% Alkohol
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http://de.wikipedia.org/wiki/Permittivit%C3%A4t

Physikalisch-chemische Eigenschaften
der (Milch-) Proteine

Optische Eigenschaften:

Die optischen Eigenschaften der Proteinldsungen
werden zur Ermittlung der Konzentration von Protein-

oder Proteinmischungen herangezogen.
Von Bedeutung sind dabei:

die Absorption

die Refraktion

die Polarisation
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Moglichkeiten zur Proteinfallung

Reversible Fallung
Die Fallung kann rickgangig gemacht werden.

Dabel mussen die Parameter genau eingehalten werden:

verdinnte Sauren (pH-Wertverschiebung)
Salze (gesattigte Ammoniumsulfat-Losung

Alkohol
z.B.: Milch — Ausfallung durch Saure ist reversibel
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Moglichkeiten zur Proteinfallung

Irreversible Fallung:
konzentrierte Saure (HNO,)
Schwermetallsalze (AgNO,)
Organische Losungsmittel, 96% Alkohol

Chemikalien, die auf die funktionellen Gruppen wirken:
m Gerbstoffe, Tannin, Harnstoff, Guanidin

Enzyme

Temp.>65°C,

Druck- und Scherkrafte, Schallenergie (Ultraschall)
Energiereiche Strahlung
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Grunde fur Proteinfallungen:

Analytik: Enteiweil3en im Labor z.B.
Carrezklarung

Differenzieren von Eiwell3 (Sorten / Rassen)

dentifizierung von Fremd-Eiwell3 In
_ebensmitteln

Nachweise in der Medizin (Esbach-Reagenz)

Gewinnung technologisch / pharmazeutisch
interessanter Fraktionen (,Pharming”)
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Proteinreinigung, warum?

Durch Proteinfallung kdnnen die verschiedenen Proteinfraktionen
getrennt werden.

ZUr:
Analyse der enzymatischen Eigenschaften

(Substrate, Kinetik, Inhibitoren)

Analyse der Struktur
Aminosauresequenz
Raumstruktur (CD, NMR, X-Ray von Kristallen)

Einsatz als Reagenz
in Biotechnologie (Amylase, Proteasen ........... )

In Diagnostik (Glucose-Oxidase, Peroxidase, Urease..)

Einsatz als Therapeutikum
Insulin, Wachstumshormon, Albumin, EPO,

Gerinnungsfaktor VIII, Immunglobuline ..... .
N
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Fraktionierung der Milchproteine

Milch
500mg N / 100ml

Sauern auf pH 4,6 mit Essigsaure/ Na-Acetat - Puffer
Niederschlag |

Serum

Kasein Filtrat

410mg N (82%) Molkenprotein

i N (18%
lles was bei pH 4,6 und 20°C ausfallt 90mg ‘ (18%)

Halbsattigung mit (NH4),S0O4
od. Sattigung mit MgS0O4

Niederschlag Filtrat

Lactoglobulin Lactalbumin
20mg N (4%) 70mg N (14%)
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Milchproteine

Caseine 60 % Molkenproteine 20 %
iz - Casein A0 %% Lactalbumin 12 9%
B - Casein 24 o Lactoglobulin [
& - Casein 12 o Immunoglobuline 2 %
v - Casein 4 9% andere 19
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AS-Zusammensetzung der Milchproteine:

- AS Seqguenz ist genetisch bestimmt, Rassenmerkmal,
Lactationsstadium

Aminosiurezusammensetzung von Gesamtprotein der Milch (g Aminoséure/
100g Protein)

Neutral unpolar: Neutral polar:

Aminosidure  Anteil Aminosidure Anteil

L-Alanin 37 L-Cystein 08

Glycin 22 L-Methionin 29

| -Isoleucin 6,2 |L-Sernin 658

L-Leucin 10,4 L-Threonin 48

_-Phenylalanin 5,3 L-Tryptophan 1,5

L-Prolin 10,2 L-Tyrosin 64

| -Valin 6,8

Sauer: Basisch:

Aminosidure Anteil Aminosaure Anteil

L-Asparaginsaure 8,2 L-Arginin 3,6

L-Glutaminsaure 228 L-Histidin 28
L-Lysin 8,3

essentielle Aminosduren
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Caseinfallung durch Lab

Primarphase (Enzymatische Phase):
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Was wird unter Koprazipitaten
verstanden?

Kombination aus Hitze- (90-95°C) und
Saurebehandlung (pH4,6-4,9), dabel wird das
Casein und Molkenprotein gleichzeitig
ausgefallt.

- Geschmacksverstarker, hbhere EW-Ausbeute
und hoéherer Well3kraft bel Kaffeemilch und
hohere Trockensubstanz und Stabilitat beim
Joghurt.
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