Ammonsulfatfallung

Als erster Grobreinigungs- und Konzentrationsschritt nach einer Proteinanreicherung hat die

Ammonsulfatféallung eine grofRe Bedeutung.

Die Konzentration an Ammonsulfat, bei der ein Fallungsschritt durchgefthrt wird, gibt man in

Prozent Sattigung an.

Eine gesattigte Losung von (NH4)2S04 (bei 0°C) weist eine Dichte von 1.243 g/ml und eine

Konzentration von 51.5 % (w/v) bzw. 3.9 mol/l auf. Das hilft aber nicht, um eine

Proteinldsung auf z.B. 60 % Sattigung bringen sollen. Man verwendet daflir eine Tabelle

(oder ein Nomogramm). Da man mit gekuhlten Lésungen arbeitet, ist eine Tabelle fur 0°C

geeigneter (in Blchern findet man daneben auch oft eine Tabelle fur 25°C).

Ammonsulfat-Sattigung bei 0°C

A ... Ausgangssattigung
Endsattigung / g (NH4)2S04 fiir 2000 mL Lésung mit Sattigung A

A || 10| 20 [ 30 | 40 | 45 | SO | SS [ 60 | 65 | 70 | 7S | 80 | 90 | 100
O] 55| 107 | 166 | 229 | 262 | 295 | 331 | 366 | 404 | 442 | 483 | 523 | 611 | 707

S| 26| 80| 139|200 [ 232 | 266 | 300 | 336 | 373 | 411 | 450 | 491 | 578 | 671
10 54 | 111 | 171 | 203 | 236 | 270 | 305 [ 342 | 379 | 418 | 458 | 544 | 636
20 56 | 84 115 145|177 210 | 244 | 280 [ 316 | 392 | 476 | 565
30 57 | 87 | 119 | 150 | 184 | 217 | 253 | 289 | 328 | 408 | 495
40 291 59| 90| 122 [ 155 | 190 | 225 | 262 | 340 | 424
45 29 60| 91| 125 | 158 | 193 [ 229 [ 306 | 388
50 U6l =9 127 | Ll 197 | 272 353
60 sl |- 63| 96 | 131|204} 223
70 82-1 66| 136} 212
o 32 | 202 | 176
80 68 | 141
90 71




Liegt bereits ein bestimmtes Volumen an Proteinlésung (ev. bereits mit einer gewissen 10
Konzentration an (NH4)2S0O4)vvor, wird die aus der Tabelle ermittelte Menge an festem Salz
unter stdndigem Ruhren (Magnetriihrer) zur schon kalten Probe in kleinen Portionen
zugegeben, sodal? der Vorgang ca. 10 min dauert. Zu schnelle Zugabe fuhrt zum teilweisen
Ausféllen von Protein, das eigentlich erst bei h6herer Sattigung prazipitieren sollte.

Man la3t die Fallung mindestens 2 h stehen, bevor das Préazipitat abzentrifugiert wird.
(NH4)2S04 hat eine stabilisierende Wirkung auf viele Proteine. Deshalb kann man die
Fallung auch Uber Nacht stehen lassen - das ist sogar besser als jede andere Form der
"Ubernachtung".

Zum Sedimentieren des gefallten Proteins wird 30 min. bei 10.000 rpm, 4°C zentrifugiert.
Das Gegengewicht mit Ammonsulfatldsung austarieren (viel Salz - hohe Dichte!!!).

Die Pellets lassen sich meist gut in relativ wenig Puffer auflésen. Die Probe enthalt dann
aber noch betrachtliche Mengen an Salz.

Es muR sich eine Dialyse anschliel3en.



