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1 Motivation

Proteine stellen in der Biochemie eine sehr wichtige Substanzklasse dar. Sowohl im
menschlichen Korper als auch in der sonstigen belebten Natur nehmen sie eine Fiille
von Funktionen ein. Insbesondere sind hier die Enzyme zu erwéhnen. Sie dienen als Ka-
talysatoren fiir chemische Reaktionen und spielen somit beispielsweise fiir die Verdauung
eine essentielle Rolle. Das in den im Folgenden beschriebenen Experimenten verwendete
Lysozym ist ein Enzym, das als Teil des menschlichen Immunsystems fungiert. Auf-
grund seiner antibakteriellen Wirkung ist es beispielsweise in Hiihnereiern enthalten.
Die Wirkung basiert darauf, dass Lysozym die Spaltung einer Bindung in Peptidoglycan
katalysiert, welches in Zellwdnden von Bakterien vorhanden ist [1]. Ein weiteres pro-
minentes Beispiel fiir physiologisch bedeutsame Proteine ist das Hémoglobin, welches
fiur den Sauerstofftransport im Blut verantwortlich ist. Auch in der Industrie werden
mittlerweile synthetisch hergestellte Enzyme eingesetzt, etwa in Waschmitteln zur Zer-
setzung von Verschmutzungen [2] oder als Zusatzstoff in Lebensmitteln [3]. Die Funktion
von Proteinen héngt eng mit ihrer Struktur zusammen. Die exakte Bestimmung einer
Proteinstruktur stellt jedoch auch heutzutage noch eine Herausforderung dar. Fiir die
Rontgenstrukturanalyse, die zu diesem Zweck hauptsachlich verwendet wird, ist es er-
forderlich, dass das Protein in kristalliner Form vorliegt. Viele Proteine kristallisieren
jedoch gar nicht oder nur unter sehr speziellen Bedingungen, weswegen viele Bedingun-
gen durchgestestet werden miissen, bevor iiberhaupt eine Strukturaufklarung moglich
ist. Insofern ist die Proteinkristallisation ein Thema mit grofler praktischer Relevanz fiir

die Forschung.



2 Theoretische Grundlagen

2.1 Klassische Keimbildungstheorie

Die klassische Keimbildungstheorie wurde in den 1920er Jahren entwickelt und liefert
eine verhdltnisméflig einfache Beschreibung der Vorgénge bei der Kristallisation. Wir be-
trachten die homogene Keimbildung, das heiffit Oberflichen (wie etwa die Gefaiwéande)
oder Verunreinigungen, die die Keimbildung beeinflussen kénnten, werden vernachlds-
sigt. Damit sich ein Keim bilden kann, ist es notwendig, dass bei den Kollisionen der in
der iibersittigten Losung befindlichen Wachstumseinheiten Teilchen aneinander haften
bleiben und sich kleine Cluster bilden. Es wird hier von Wachstumseinheiten gesprochen,
da es sich hierbei sowohl um einzelne Molekiile als auch um Oligomere handeln kann.

Das Wachstum eines solchen Clusters wird durch das Verhéltnis seiner Gibb’schen frei-
en Energie G zur freien Energie der Losung der Wachstumseinheiten beschrieben. Die
freie Energie wird wiederum durch die (energetisch giinstige und daher negative) Aus-
bildung von Bindungen zwischen den Wachstumseinheiten innerhalb der Clusters — also
einen Term, der proportional zum Volumen des Clusters ist (Gy) — und durch (ungiins-
tige) ungesittigte Bindungen auf der Clusteroberfliche — einen Term, der proportional
zu dieser Oberflache ist (Gg mit S = surface) — beschrieben.

Die freie Energie des Clusters kann demnach als Summe dieser beiden Beitrége be-

schrieben werden:

G =Gy +Gg (2.1)

Der Oberflachenterm kann als

Gs=A-~ (2.2)

A ist hierbei die Clusteroberflidche, v die spezifische Oberflichenspannung.
Der Volumenterm, der die Energie des Prozesses der Anlagerung eines Teilchens aus
der L 6sung an den Cluster beschreibt, kann als Differenz der chemischen Potentiale p,,

und pg des Clusters und der Losung, multipliziert mit der Anzahl von Wachstumsein-
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heiten, aus denen der Cluster besteht:

Gy =n- (o — pg) =n-Dp (2.3)

Das chemische Potential kann durch die Aktivitat einer Substanz in ihrer Phase aus-

gedriickt werden:

wi =kT -1na; (2.4)
Der Volumenterm lautet daher:
Gy =nkT -1n (%) =nkT -InS (2.5)
ag

S ist hierbei das Uberséttigungsverhéltnis, also das Verhéltnis zwischen der echten
Konzentration der Losung und der einer gesdttigten Losung. Die Aktivitdten kénnen
naherungsweise durch die Konzentrationen ausgedriickt werden. Insgesamt ergibt sich

somit fiir die Energie G:

G=-nkT-InS+A-~ (2.6)

Die Energie kann nun als Funktion der Anzahl von Wachstumseinheiten (n) oder des

Clusterradius (d) geschrieben werden:

Gn = —nkT-InS+ V36m2n? -~ (2.7)
4rd? 9
Gqg = — Tl ET -InS + 4mwd® - v (2.8)

v beschreibt hierbei das Volumen eines Teilchens.
Im Folgenden werden wir uns auf den zweiten Ausdruck konzentrieren. Wenn wir sein

Maximum bestimmen, erhalten wir den sogenannten kritischen Clusterradius:

«_ 2
- kTv-InS

Im Fall von kleinen Clustern unterhalb von d* kénnen die wenigen Bindungen im

(2.9)

Inneren des Clusters nicht die vielen ungeséttigten Bindungen an der Clusteroberflache
kompensieren. Die Wahrscheinlichkeit, dass diese Cluster zerfallen, ist daher recht hoch.
Der (ziemlich unwahrscheinliche) Fall ihres Wachstums ist lediglich auf stochastische

Dichtefluktuationen der Losung zuriickzufiihren. Sobald sich aber ein Cluster mit d = d*
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gebildet hat, kompensiert der giinstige Volumenterm den ungiinstigen Oberflichenterm
beim Maximum der freien Clusterenergie (s. Abbildung. 2.1). Ab diesem Punkt dominiert
der Volumenterm den Energieausdruck des Clusters. Thermodynamisch gesprochen ist
die Differenz der freien Energien eines Clusters mit dem Radius d* + dd und der eines
Clusters mit dem Radius d* negativ (AG < 0). Ein Schrumpfen des Clusters wére nun
energetisch ungiinstig, da hierzu eine Energiebarriere (in Abb. 2.1) iiberwunden werden
miisste. Wachstum des Clusters ist demnach g iinstiger als seine Auflésung.

Sobald G negativ wird (unterhalb der x-Achse) wird die Bildung des Kristalls energe-
tisch gilinstiger gegeniiber der Losung der Wachstumseinheiten. Nach diesem Punkt ist

das Kristallwachstum kinetisch ungehindert.

nterfacial energ
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Abbildung 2.1: Freie Gibbs-Energie eines Clusters als Funktion seines Radius. Das
Wachstum des Clusters ist nach dem kritischen Radius d* nicht mehr
inhibiert. Bei G-Werten mit G < 0 ist die Ausbildung eines Kristalls ther-
modynamisch giinstiger als die iiberséttigte Clusterlosung. Mit freundli-
cher Genehmigung von Andrea Sauter.

Bei der Beschreibung realer Kristallisationsvorgdnge macht die klassische Keimbil-

dungstheorie einige vereinfachende Annahmen [5]:

e Die Cluster sind kugelférmig und klar von der Umgebung abgegrenzt, wobei die
Dichte innerhalb des Clusters homogen und unabhéngig von der Grofle ist. Daraus

folgt, dass die molekulare Struktur ebenfalls gréenunabhéngig ist.

 Die spezifische Oberflichenspannung v (sieche Gleichung 2.2) ist groSenunabhéngig

und wird auch nicht von der Kugelform des Clusters beeinflusst, das heifit, man
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geht davon aus, dass die Oberflichenspannung einer Clusteroberfliche der Ober-

flichenspannung einer ebenen Flache mit demselben Flacheninhalt entspricht.

e Ein Cluster wéchst nur dadurch, dass einzelne Wachstumseinheiten hinzugefiigt
werden. Zusammenstoe zwischen Clustern, bei denen Cluster zusammengefiigt

werden oder auseinander brechen konnen, sind nicht vorgesehen.

o Die Cluster werden als inkompressibel angesehen, die Teilchen (Wachstumsein-
heiten) in der Umgebung als ideales Gas. Dieses ,,Gas“ besitzt einen konstanten

Druck, das heif3t, es verdndert sich durch den Keimbildungsprozess nicht.

e Die Keimbildungsrate wird als zeitunabhingig angenommen, wobei der stationére
Zustand bereits unmittelbar nachdem eine tliberséttigte Losung vorhanden ist vor-

liegt.

2.2 Zwei-Schritt-Keimbildungstheorie

Die klassische Keimbildungstheorie beruht — wie bereits erwdhnt — auf vielen vereinfa-
chenden Annahmen und bildet deswegen nicht immer ein gutes Abbild der Realitét. Dies
wird unter anderem daran deutlich, dass man bei einigen Proteinen — darunter auch bei
dem hier verwendeten Lysozym — das Phanomen der ,Liquid-Liquid Phase Separati-
on“ (LLPS; zu deutsch fliissig-fliissig-Phasentrennung) beobachten kann. Hierbei bilden
sich vor der Kristallisation Tropfchen mit hoherer Proteinkonzentration, aus denen dann
die Kristalle hervorgehen. Die Kristallisation findet sozusagen in zwei Schritten statt.
Man kann sich dies anhand eines Diagramms veranschaulichen, in dem die Struktur
gegen die Konzentration aufgetragen wird (siehe Abbildung 2.2; der Begriff ,, Konzentra-
tion* wird hier auch fiir die feste Phase synonym fiir , Teilchendichte“ verwendet). Bei
einem klassischen Kristallisationsvorgang erfolgt die Anderung von Konzentration und
Struktur gleichzeitig, wihrend nach der Zwei-Schritt-Keimbildungstheorie zunéchst eine
Erhohung der Konzentration — also die Bildung der héher konzentrierten Trépfchen —
vor der Ausbildung der Struktur, also der Kristallisation erfolgt.

FEine LLPS kann durch das Zugeben bestimmter Komponenten, wie z.B. depleting
agents wie Polyethylenglykole (PEG) oder Salze induziert werden. Ein weiterer Para-
meter, der die LLPS beeinflussen kann, ist die Temperatur. LLPS kann entweder ober-
oder unterhalb einer bestimmten (sog. kritischen) Temperatur eintreten. Die Tempera-
tur, unterhalb oder tiberhalb derer bei einer bestimmten Konzentration in einer iiber-
sittigten Losung die LLPS einsetzt, wird manchmal auch als “cloud point” temperature

Teioud bezeichnet. Der Hintergrund fiir diese Bezeichnung ist die Tatsache, dass durch die
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Abbildung 2.2: Klassische (diagonal) und Zwei-Schritt-Kristallisation (roter Pfeil) im
Struktur-Konzentration-Diagramm [8].

Tropfchenbildung die Losung sehr triib und milchig wird. Die konzentrierte Fliissigkeit
bildet eine beziiglich der kristallinen Phase metastabile Phase. Beziiglich der urspriingli-
chen, weniger konzentrierten Losung kann die konzentrierte Phase entweder energetisch
hoher oder tiefer liegen, also metastabil oder stabil sein. Dies wird durch das Schaubild
(Abbildung 2.3) verdeutlicht. In der Regel liegt der erste Fall vor, die konzentrierte Pha-
se ist also sowohl gegeniiber der homogenen Lésung als auch gegeniiber der kristallinen
Phase metastabil [8]. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist die Bildung der Kris-
talle aus den Tropfchen von konzentrierter Fliissigkeit. Dies wird daran deutlich, dass
nach Erreichen von T, unmittelbar die LLPS zu beobachten ist, wihrend die Bildung
von Kristallen auf einer Zeitskala von Stunden erfolgt. Ob die Kristallisation geméafider
klassischen Theorie oder iiber die LLPS verlduft, hat Konsequenzen fiir die Morpho-
logie der Kristalle. Typisch fiir die Zwei-Schritt-Kristallisation sind die in Abbildung
2.4 gezeigten Kristalle. Sie werden in der Literatur passenderweise auch als ,Seeigel*-
Kristalle bezeichnet. Diese spezielle Form entsteht folgendermafien: Aufgrund der hohen
Proteinkonzentration vollzieht sich die Kristallisation innerhalb eines LLPS-Tropfchens
relativ schnell. Wenn das enthaltene Protein komplett kristallisiert ist, setzt sich die
Kristallisation auflerhalb fort, da ja auch dort eine iibersittigte Losung vorliegt. Die-
jenigen Kristalle, die so orientiert sind, dass sie radial aus dem urspriinglichen Kristall

herauswachsen, sind bevorzugt, da dies fiir den Zufluss an weiterem Protein giinstiger
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Abbildung 2.3: Freie Enthalpie mit Clusterformation (oben) und mit Trépfchen héherer
Proteinkonzentration im Verlauf der Keimbildung [9].
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Abbildung 2.4: ,Seeigel“-Kristall [10].
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ist [10].

2.3 Einfluss von lonen: Die DLVO-Theorie

Die DLVO-Theorie wurde in den 1940er Jahren von den Wissenschaftlern Derjaguin,
Landau, Verwey und Overbeek entwickelt und beschreibt die Kréfte, die die Stabilitét
von kolloidalen Teilchen (also beispielsweise Cluster, die bei der beginnenden Protein-
kristallisation auftreten) beeinflussen. Das Potential, das die Wechselwirkung zwischen

zwei Proteinmolekiilen beschreibt, besteht aus drei Beitrigen:

o Einer Wechselwirkung, die im Englischen unter dem Begriff ,Hard Sphere* (,har-
te Kugel“) bekannt ist. Wie der Name schon sagt, kann man die Proteinmolekiile
in grober Naherung als harte Kugeln auffassen. Wenn sich diese ,,Kugeln“ beriih-
ren, ist eine starke repulsive Wechselwirkung festzustellen. Auf molekularer Ebene
ist dies dadurch zu erkldren, dass sich die Elektronenwolken der beiden Molekii-
le bei sehr geringem Abstand iiberlappen wiirden. Ohne Berithrung findet keine

Wechselwirkung statt.

e Der attraktiven van-der-Waals-Wechselwirkung. Diese Wechselwirkung ist in der
Chemie allgegenwartig und spielt nicht nur bei Proteinen, sondern bei allen or-
ganischen Molekiilen eine zentrale Rolle. Es handelt sich dabei um eine attrak-
tive Wechselwirkung zwischen Molekiilen, die tiber ein elektrisches Dipolmoment
verfiigen. Es gibt die Moglichkeit, dass beide beteiligte Molekiile aufgrund ihrer
Konstitution iiber ein permanentes Dipolmoment verfiigen und sich bei antipar-
alleler Ausrichtung gegenseitig anziehen. Es kann auch sein, dass nur eines der
Molekiile iiber ein permanentes Dipolmoment verfiigt, das andere jedoch polari-
sierbar ist und somit ein Dipolmoment induziert wird. Dariiber hinaus kénnen
selbst zwei unpolare Molekiile miteinander wechselwirken, wenn in einem Molekiil
durch zuféillige Fluktuationen ein Dipol entsteht, der wiederum im anderen Mo-
lekiil einen Dipol induziert. Das Potenzial der van-der-Waals-Wechselwirkung ist

normalerweise kurzreichweitig und folgt dem Gesetz:

C
V=—— 2.10
5 (2.10)
r steht in dieser Gleichung fiir den Abstand der Molekiile und C fiir eine Konstante.
Allerdings verhalt es sich bei einem sehr groflen Makromolekiil wie einem Protein

aufgrund der groflen Zahl beteiligter Molekiile wesentlich komplizierter, sodass

10
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dieses einfache Abstandsgesetz nicht mehr giiltig ist. Man findet fiir kugelférmige

Proteine mit dem Durchmesser A folgende Gleichung [6]:

A (N N2 r? — \2
V== (2 tae ( = 21y

e Der repulsiven Coulomb-Wechselwirkung. Auf der Oberfliche eines Proteins bil-

det sich die so genannte elektrische Doppelschicht. Sie besteht zum einen aus den
Ladungen, die direkt auf der Oberfliche des Proteins lokalisiert sind, also etwa
geladenen funktionellen Gruppen oder Ionen, die durch andere Effekte fest an die
Proteinoberflache adsorbiert sind. Zum anderen gibt es Ionen, die nicht fest gebun-
den, sondern in der umgebenden Losung gelost sind. Sie sind zweierlei Einfliissen
ausgesetzt: Der Coulomb-Kraft durch die Ladungen an der Oberfliche sowie der
thermischen Bewegung, die zur Diffusion fithrt. Die ortsfesten Ladungen werden
durch die Ionen in der Diffusionsschicht teilweise abgeschirmt. Mithilfe diverser
Uberlegungen aus Thermodynamik und Elektrostatik kann das - zu einer repulsi-
ven Wechselwirkung fiihrende - Potential hergeleitet werden, das bei Anndherung

zweier Proteine mitsamt ihrer elektrischen Doppelschichten relevant ist [6]:

Z2 2
Vir)= © e (=)

e (Itrd)r (2.12)

Z steht hierbei fir die Gesamtladung des Proteins, € fiir die Dielektrizitdtskonstan-
te der Losung, d fiir den Radius und A = 2d fiir den Durchmesser des Proteinmo-
lekiils. k ist eine Konstante, deren Kehrwert als Debye-Abschirmlinge bezeichnet

wird. Sie wird durch folgende Formel beschrieben [6]:

1
_ 2, .70
K= FoTere -;le zjn; (2.13)

T ist die absolute Temperatur und €y die Permittivitéat/Dielektrizitatskonstante in
Vakuum. Der Index j bezieht sich auf die verschiedenen Ionensorten in der Lésung.
zj ist die Ladung eines Ions der Sorte 7, ng die Konzentration der Ionen dieser Sorte

in der Losung auflerhalb der Doppelschicht.

Das resultierende Potenzial aus den beiden letzten Beitrdgen ist schematisch in Ab-
bildung 2.5 dargestellt (Die ,,Hard Sphere“-Wechselwirkung wird hier vernachlassigt, da
sie nur zum Tragen kommt, wenn die Molekiile zusammenstofien). Da die attraktive Van-

der-Waals-Wechselwirkung kurzreichweitiger ist als die repulsive Coulomb-Wechselwirkung,

11
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Abbildung 2.5: Potenzialkurven nach der DLVO-Theorie; o steht fiir die Oberflichen-
Ladungsdichte der Protein-Makromolekiile [11].

muss bei der Anndherung zweier Proteinmolekiile zunéchst ein (unterschiedlich ausge-

pragter) Potenzialberg iiberwunden werden, um das Potentialminimum zu erreichen.
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3 Experimentelles Vorgehen

3.1 Probenvorbereitung

Der Praktikumsversuch beginnt mit der Vorbereitung der Proben. Hierzu werden die
Pufferlésung, die Protein-Stammlésung und die Natriumchlorid-Stammlosung (in dieser
Reihenfolge) in Eppendorf-Rohrchen pippettiert und anschlieBend mithilfe eines Vortex-
mischers gemischt. Die genaue Zusammensetzung der Proben ist in Tabelle 3.1 aufgelis-
tet. x steht hierbei fiir die Konzentration der Protein-Stammlésung. Da diese variiert,
kénnen die Volumina von Protein-Stammlésung und Pufferlésung nur in Abhéngigkeit
von x angegeben werden. Im Anschluss an den Mischvorgang werden die Proben 30
Minuten lang in einem auf 21°C temperierten Wasserbad gelagert. In der Zwischenzeit
werden die Objekttrager vorbereitet.

Aus jedem Eppendorf-Roéhrchen werden spéter zwei oder drei Tropfchen auf den Ob-
jekttriager gegeben. Pro Probe werden mehrere Tropfchen vorbereitet fiir den Fall, dass
die Kristallisation in einem Tropfchen misslingt oder ein Glaspldattchen versehentlich
zerstort wird. Dazu werden nun pro Eppendorf-Réhrchen zwei oder drei (mit dem Be-
treuer absprechen, wie viele genau) Glasplittchen und Klebebandringe benétigt. Die
Glaspléattchen werden fir spater auf einem sauberen, staubfreien Tuch abgelegt. Fiir je-
des Tropfchen wird auf einem Objekttréger ein Klebebandring angebracht (je drei Stiick
pro Objekttréger). Jeweils unter dem Klebebandring wird die Nummer des zugehorigen
Eppendorf-Réhrchens notiert. Nach Ablauf der 30 Minuten wird jeweils ein 6 pl grofler
Tropfen in der Mitte eines Klebebandrings platziert und die Glasplattchen werden dar-
aufgeklebt (dabei ist der Sauggreifer hilfreich).

13
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Proben- Salzkonzen- Protein- Volumen Volumen Volumen
nummer tration konzentration Protein- Natriumchlorid-| Pufferlésung
(% w/v) (55) stamm- stammlosung (nl)
16sung (ul) (nl)
3,4 40 8000 58,3 141,7 — 8090
1
3,9 40 8000 66,7 133,3 — 200
2
4,4 40 8000 75 125 — 8000
3
4,9 25 2000 83.3 116,7 — 200
4
4,9 70 14000 83,3 116,7 — 14000
5
5,4 70 L 91,7 108,3 — 1490
6
14000 14000
: 9,8 70 = 100 100 — ==

Tabelle 3.1: Zusammensetzung der Proben.

3.2 Beobachtung

Die geeignetste Vergrosserung fiir die Versuche, die hier durchgefithrt werden, ist 20x.

3.2.1 Zwei-Schritt-Kristallisation

Um die Zwei-Schritt-Kristallisation zu untersuchen, wurden die Proben 5 bis 7 vorbe-
reitet. Es sind mehrere Proben mit leicht unterschiedlicher Salzkonzentration vonndten,
da sich das Einsetzen des zweiten Kristallisationsschrittes — also das Verschwinden der
LLPS-bedingten Triibung und das Wachstum der ,Seeigel“-Kristalle — zeitlich nicht
genau voraussagen lasst. Unter Umstédnden kann nach den ersten beiden Beobachtungs-
phasen, die insgesamt eine gute Stunde in Anspruch nehmen, bei Probe Nr. 7 mit der
hochsten Salzkonzentration die Kristallisation schon beendet sein. Andererseits kann die
Kristallisation von Probe Nr. 5 iiber fiinf Stunden dauern. Daher ist es sinnvoll, diejenige
Probe weiter zu beobachten, die eine moglichst hohe Salzkonzentration aufweist, bei der
aber immer noch die LLPS vorliegt, das heif3t, die Probe ist noch sehr triib und milchig
und man kann kaum einzelne Kristalle erkennen. Es wird eine Aufnahme der Probe ge-

macht, bevor mit dem zweiten Versuch (der Ein-Schritt-Kristallisation) begonnen wird;

14



3 Experimentelles Vorgehen

eine weitere Aufnahme wird nach den Experimenten zur Ein-Schritt-Kristallisation ge-

macht. Idealerweise sollten beide Bilder von derselben Probe gemacht werden.

3.2.2 Ein-Schritt-Kristallisation: Wachstumsprozess

Falls die Temperaturkontrolleinheit verwendet wird, wird diese nun auf 21°C eingestellt
und das Mikroskop sowie die Kamerasoftware ,,ZEN 2010“ gestartet. Eine Probe aus den
Proben 1-4 wird nach Begutachtung derselben mit dem Betreuer ausgewahlt und unters
Mikroskop gelegt. Sobald Kristalle sichtbar werden (dies kann bereits zu Beginn der

Beobachtung der Fall sein), wird die automatische Aufnahme einer Bilderreihe gestartet.

4

Abbildung 3.1: Ein tetragonaler Lysozymkristall mit seinen Achsen a und b.

Es wird 30 Minuten lang alle 5 Minuten ein Bild aufgenommen. Sobald die Bilderreihe
flir die erste Probe aufgenommen wurde, wird das gleiche Experiment fiir eine andere
Probe aus Proben 1-4 durchgefiithrt. Wichtig: Fiir die Bilderreihen miissen die
Zeitpunkte der Probenvorbereitung sowie Anfangs- und Endzeitpunkt der

Aufnahmereihen notiert werden.

3.2.3 Ein-Schritt-Kristallisation: Analyse der Kristallformen

Insgesamt drei Stunden nach dem Mischen der Proben werden die Proben Nr. 1, 2 und
3 verglichen. Pro Probe werden gut geformte Kristalle ausgewahlt und fotografiert. Es
werden dabei jeweils alle drei Glaspléattchen untersucht, das heif3t, es entstehen insgesamt

neun Aufnahmen.

15



4 Auswertung

1. Die Zwei-Schritt-Kristallisation ist langsamer als die klassische Kristallisation.
Waéhlen Sie fiir Thr Protokoll Aufnahmen aus, die vor und nach der Kristallisation
gemacht wurden, um dieses Phanomen zu illustrieren. Beschreiben und erklaren

Sie Thre Beobachtungen kurz.

2. Ein-Schritt-Kristallisation und Wachstumsprozess: Wéhlen Sie aus beiden
Bilderreihen jeweils einen passenden Kristall aus und messen Sie seine Achsen-
langen a und b (sieche Abbildung 3.1). Sie kénnen hierfiir die Software ZEN 2010
verwenden, die auf dem Praktikumscomputer installiert ist. Die Software ist au-
Berdem frei erhéltlich, falls Sie Thre Analyse zu Hause verfeinern wollen. Stellen
Sie @ und b als Funktion der Zeit fiir beide Kristalle, die sie ausgewéhlt haben,
graphisch dar und legen Sie eine Regressionsgerade durch den Graphen. Berech-

da pm

nen Sie die Wachstumsraten T und % in . Berechnen Sie die Induktionszeit

des Kristallwachstums, tg, aus der linearen Regression.

3. Analyse der Kristallproportionen: Die Bilder der Proben 1-3, die drei Stun-
den nach der Probenvorbereitung gemacht wurden, werden ebenfalls ausgewertet.
Messen Sie die Langen a und b einiger Kristalle aus jeder Probe und berechnen Sie
die jeweiligen 7-Verhiltnisse. Berechnen Sie fiir jede Probe die Durchschnittswerte
fir 3 sowie die Standardabweichung. Stellen Sie den Durchschnittswert von ¢ inkl.
Fehlerbalken als Funktion der Salzkonzentration der jeweiligen Proben graphisch
dar. Welchen Trend koénnen Sie beobachten? Erkldren Sie Thre Beobachtung.
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