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Viele Synthesen in Labor und Technik machen sich biokata-
lytische Reaktionen zunutze. W�hrend die Natur Biokataly-
satoren in w�ssriger Umgebung optimiert hat, k#nnen Ei-
genschaften wie die Selektivit�t einer Reaktion oder die
Stabilit�t eines Substrats durch eine Variation des L#sungs-
mittels oft deutlich verbessert werden. In diesem Zusam-
menhang sind bei Raumtemperatur geschmolzene Salze (io-
nische Fl+ssigkeiten) von zunehmendem Interesse als Co-
solventien f+r Wasser,[1] in Zweiphasensystemen[1] oder als
reine L#sungsmittel.[1, 2] Ionische Fl+ssigkeiten bestehen aus
organischen Kationen, z.B. alkylsubstituierten Imidazolium-,
Pyrrolidinium- oder Tetraalkylammoniumionen, die mit
vielen weiter unten erw�hnten Anionen kombiniert werden
k#nnen. F+r eine Zusammenstellung wichtiger Kationen- und
Anionenfamilien sei auf einen 5bersichtsartikel von Forsyth
et al. verwiesen.[3]

Angesichts der zunehmenden Bedeutung ionischer Fl+s-
sigkeiten ist es w+nschenswert, die Auswirkungen der Ionen
auf Enzymeigenschaften wie Stabilit�t, Aktivit�t und Enan-
tioselektivit�t systematisch zu charakterisieren. In w�ssrigen
L#sungen einfacher Salze werden solche Salzeffekte seit
langem untersucht, da biologische Prozesse oft bei ver-
gleichsweise hohen Salzkonzentrationen ablaufen. Aus der
ph�nomenologischen Beschreibung der Salzeffekte ergibt
sich die so genannte Hofmeister-Reihe, die auf eine Unter-
suchung von Hofmeister zur salzinduzierten Ausf�llung von
Proteinen aus H+hnereiweiß Ende des 19. Jahrhunderts zu-
r+ckgeht.[4] Die Reihe spiegelt urspr+nglich die F�higkeit der
Ionen wider, den nativen Zustand von Proteinen zu stabili-
sieren/destabilisieren,[5] jedoch werden auch andere Kriteri-
en, z.B. Auswirkungen auf die Enzymaktivit�t, zur Reihung
der Ionen herangezogen.[6,7] Zus�tzlich ist dieses Konzept in
vielen anderen Gebieten verbreitet, z.B. in der Kolloid-, Po-
lymer- und Oberfl�chenchemie.[6] Obwohl die Effekte in ei-
nigen F�llen auf spezifische Wechselwirkungen zwischen
Proteinen und Ionen zur+ckf+hrbar sind, weist das bei vielen
Ph�nomenen beobachtete universelle Verhalten dieser Reihe
auf eine allgemeinere Grundlage hin.[6] Eine m#gliche Er-

kl�rung schreibt die beobachteten Effekte den durch die
Ionen induzierten Dnderungen der Wasserstruktur zu, die die
Bindung der Ionen an die Proteinoberfl�che beg+nstigen
oder den Ausschluss der Ionen von der Oberfl�che bedin-
gen.[8]

Bisher wurde die Hofmeister-Reihe vor allem f+r anor-
ganische Salze aufgestellt. Im Fall organischer Salze be-
schr�nken sich die Kenntnisse im Wesentlichen auf Tetraal-
kylammonium- und Guanidiniumverbindungen.[6,9] Wegen
der zunehmenden Bedeutung von ionischen Fl+ssigkeiten in
der Biokatalyse sind die Charakterisierung und das Verstehen
von Salzffekten auch f+r komplexere Ionen w+nschenswert,
da dies die Vorhersage von Salzeffekten auf vielz�hlige En-
zymeigenschaften erm#glichen sollte. Gegenw�rtig sind +ber
Effekte der in ionischen Fl+ssigkeiten auftretenden komple-
xeren Ionen nur rudiment�re Kenntnisse vorhanden.[7]

In der vorliegenden Untersuchung wird die dynamische
Differenzkalorimetrie (differential scanning calorimetry,
DSC) verwendet, um die Auswirkungen ionischer Fl+ssig-
keiten auf die thermische Denaturierung des Enzyms Ribo-
nuclease A (RNase A) bei ca. 60 8C zu untersuchen. Diese
Experimente erf+llen zwei wichtige Kriterien f+r eine repr�-
sentative Fallstudie: Erstens ist die thermische Stabilit�t von
Proteinen der wichtigste Indikator f+r die Hofmeister-
Reihe.[6] Zweitens wurde RNase A in zahlreichen Untersu-
chungen zur Stabilit�t und Hydratation von Proteinen als
prototypisches Enzym eingesetzt.[6,8, 9] Insbesondere setzten
von Hippel und Wong die RNase A in einer grundlegenden
Untersuchung der Salzeffekte auf die thermische Stabilit�t
von Proteinen ein.[9] Sie demonstrierten, dass je nach Ionen-
kombination einfache Salze die Temperatur Tm des Denatu-
rierungs+bergangs kontinuierlich zu h#heren oder tieferen
Werten verschieben k#nnen und so den thermisch stabilen
Bereich vergr#ßern oder verringern. Da die Beitr�ge der
Kationen und Anionen n�herungsweise additiv sind, ist es
m#glich, voneinander unabh�ngige Kationen- und Anionen-
reihen zu bilden. Nach einer Korrektur der in Lit. [9] ange-
gebenen 5bergangstemperaturen Tm um 2 8C k#nnen diese
mit den in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Werten in
Beziehung gesetzt werden.
Da Verschiebungen von Tm erst bei Salzkonzentrationen

+ber c= 0.1m ausreichend genau nachweisbar werden,
konnten in dieser Untersuchung nur Salze verwendet werden,
die vollst�ndig mit Wasser mischbar sind. Zus�tzlich zu ein-
fachen anorganischen Ionen werden folgende Kationen be-
trachtet: 1-Ethyl-3-methylimidazolium ([emim]+), 1-Butyl-3-
methylimidazolium, ([bmim]+), 1-Hexyl-3-methylimidazoli-
um ([C6mim]

+), 1-Butyl-1-methylpyrrolidinium ([bmpyrr]+),
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Tetraalkylammonium ([Ci,j,k,lN]
+) und Guanidinium

([guan]+). Als komplexe Anionen wurden Thiocyanat
([SCN]�), Methylsulfat ([MeOSO3]

�), Ethylsulfat
([EtOSO3]

�), Trifluormethansulfonat ([TfO]�), Bis(trifluor-
methansulfonyl)amid ([Tf2N]

�) und Dicyanimid ([N(CN)2]
�)

eingesetzt.
Abbildung 1 zeigt einige typische DSC-Thermogramme.

In Abwesenheit ionischer Fl+ssigkeiten setzt die Denaturie-

rung der Referenzprobe (5.0 mgmL�1 RNase A, 10 mm

Na2HPO4-Puffer, pH 7) bei ca. 53 8C ein und ist bei 73 8C
praktisch vollst�ndig. Wiederholte Experimente mit densel-
ben Proben zeigen, dass sich in L#sungen ionischer Fl+ssig-
keiten ein geringer Anteil des Proteins irreversibel entfaltet,
der mit zunehmender Salzkonzentration abnimmt. Dennoch
ergab eine Anpassung mit einem Zweizustandsmodell eine
gute 5bereinstimmung der experimentellen und theoreti-
schen Kurven, was die Bestimmung der Tm-Werte erm#g-
lichte. Mit Ausnahme von L#sungen von [bmim][BF4] zeigten
alle DSC-Thermogramme nur den Denaturierungs+bergang.
F+r [bmim][BF4] wurde ein zweiter Peak bei ca. 100 8C be-
obachtet, der wahrscheinlich einer Hydrolyse des [BF4]

�-
Ions[1a] bei hohen Temperaturen zuzuschreiben ist.
Abbildung 2 zeigt Ergebnisse f+r Tm bei typischen Kon-

zentrationen bis zu c= 1.5m f+r Salze mit Br� oder Cl� als
gemeinsamem Anion. Im Unterschied zu vielen anorgani-
schen Salzen f+hren im Falle der untersuchten Kationen alle
organischen Salze – mit Ausnahme von [C1,1,1,1N]Cl

[9] – zur
Destabilisierung von RNase A. Nach abnehmenden Tm-
Werten geordnet, ergibt sich folgende Reihe:
K+>Na+> [C1,1,1,1N]

+>Li+> [C2,2,2,2N]
+� [emim]+>

[bmpyrr]+> [bmim]+� [C3,3,3,3N]+> [C6mim]+� [C4,4,4,4N]+
Eine zunehmende Hydrophobie des Kations f+hrt offen-

sichtlich zu einer Herabsetzung der 5bergangstemperaturTm.
Literaturdaten f+r die Auswirkungen von drei Imidazolium-
chloriden auf die thermische Stabilit�t von Lysozym[10] be-
st�tigen diesen Befund. Das Verhalten von [bmpyrr]+ und
[bmim]+ deutet auf einen geringen Unterschied in der Hy-
drophobie strukturell �hnlicher Pyrrolidinium- und Imid-
azoliumsalze hin, der wahrscheinlich aus der Lokalisation der

positiven Ladung am Stickstoffatom von [bmpyrr]+ resultiert,
die im Unterschied zur Delokalisation der Ladung von
[bmim]+ +ber den Ring steht.
Abbildung 3 zeigt Ergebnisse f+r ionische Fl+ssigkeiten

mit [emim]+ als gemeinsamem Kation. Da organische Salze
mit dem oft eingesetzten [Tf2N]

�-Anion mit Wasser nicht
mischbar sind, wurden zur Reihung dieses Anions Untersu-
chungen an Li[Tf2N] (Abbildung 2b) herangezogen. Nach
abnehmenden Tm-Werten geordnet, ergibt sich die folgende
Anionenreihe:
[SO4]

2�> [HPO4]
2�>Cl�> [EtOSO3]

�> [BF4]
��Br�>

[MeOSO3]
�> [TfO]�> [SCN]�� [N(CN)2]�> [Tf2N]� .

Eine schwache Hydratation und eine zunehmende Hy-
drophobie des Anions destabilisieren offensichtlich den na-
tiven Zustand des Proteins, aber es ist schwierig, die Anionen
mithilfe heuristischer Argumente, z.B. der Ionengr#ße,
Oberfl�chenladungsdichte oder Hydrophobie, zu ordnen, da
sie keine homologen Reihen bilden. Sogar bei Anionen, die
chemisch miteinander in Beziehung stehen, treten Beson-
derheiten auf; ein Beispiel ist die Position des [MeOSO3]

�-
Ions relativ zu [EtOSO3]

� . Zhao et al.[11] berichteten +ber
Salzeffekte auf eine enzymkinetische Reaktion, aus denen die
Reihe [EtOSO3]

�> [CF3SO3]
�>Br�> [BF4]

� resultiert. Dies

Abbildung 1. Beispiele f9r grundlinienkorrigierte DSC-Thermogramme
w!ssriger LBsungen von RNase A mit zugesetzten Salzen.

Abbildung 2. Dbergangstemperaturen Tm der thermischen Denaturie-
rung von RNase A in Abh!ngigkeit von der Konzentration c zugesetz-
ter ionischer Fl9ssigkeiten mit a) Br� und b) Cl� als gemeinsamem
Anion. Daten f9r einige andere Salze sind auch angegeben. Gestrichel-
te Kurven beziehen sich auf Daten von Lit. [9] .
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entspricht dem hier beobachteten generellen Trend, obwohl
sich die Positionen benachbarter Ionen leicht unterscheiden.
In einer weit verbreiteten Klassifizierung werden Katio-

nen und Anionen in kosmotrope und chaotrope Ionen ein-
geteilt. Dabei wird angenommen, dass kosmotrope Ionen die
Wasserstruktur verst�rken, w�hrend chaotrope Ionen die
Wasserstruktur zerst#ren. Auf der Grundlage dieser Eintei-
lung wird +blicherweise angenommen, dass kosmotrope An-
ionen die native Struktur eines Enzyms stabilisieren, w�hrend
kosmotrope Kationen diese Struktur destabilisieren, d.h.,
Anionen und Kationen zeigen entgegengesetzte Korrelatio-
nen mit der St�rke der Hydratation.[6] Verallgemeinert man
dieses Bild auf komplexe Anionen, treten zahlreiche Aus-
nahmen von dieser Regel auf, und das weit verbreitete Bild
kosmotroper und chaotroper Effekte erweist sich als zu ein-
fach. Insgesamt zeigt sich, dass eine Variation des Anions
gr#ßere Auswirkungen auf die Proteinstabilit�t als eine Va-
riation des Kations haben kann. 5ber �hnliche Beobachtun-
gen wurde wiederholt bei Untersuchungen zur Enzymaktivi-
t�t berichtet.[7]

Zwar bleibt das Verst�ndnis der Hofmeister-Reihe per se
eine anspruchsvolle Aufgabe, allerdings scheinen die Salzef-
fekte gen+gend allgemein zu sein, um die den biologischen
Vorg�ngen in w�ssrigen L#sungen zugrunde liegenden Sta-
bilit�ts- und Aktivit�tsph�nomene zu korrelieren - von En-
zymaktivit�ten und Biokatalyse[1] bis hin zur Cytotoxizit�t
ionischer Fl+ssigkeiten.[12] Dies schließt keineswegs aus, dass
einige Proteine z.B. wegen ihrer Nettoladung oder spezifi-
scher Wechselwirkungen mit Ionen[13] ein abweichendes
Verhalten zeigen. Dar+ber hinaus wurden einige biokataly-
tische Reaktionen in „reinen“ ionischen Fl+ssigkeiten (d.h. in
Abwesenheit von Wasser oder bei geringem Wassergehalt)
durchgef+hrt. In den letztgenannten F�llen scheinen die Io-
neneffekte auf die Enzymstabilit�t und -aktivit�t sehr viel

komplexer[7] und durch die Hofmeister-Reihe nicht be-
schreibbar zu sein.[14] Als Beispiel sei erw�hnt, dass in w�ss-
riger L#sung unter allen untersuchten Anionen [Tf2N]

� Pro-
teine am st�rksten destabilisiert, w�hrend in reinen, auf
[Tf2N]

� basierenden Salzen eine Stabilisierung beobachtet
wird.[15]

Experimentelles
Alle ionischen Fl+ssigkeiten wurden von IoLiTec (Denzlingen) er-
worben und 24 h unter Vakuum bei 60 8C getrocknet. Ribonuclease A
(vom Rind) wurde von Sigma-Aldrich erworben. DSC-Thermo-
gramme wurden mit einer Aufheizgeschwindigkeit von 60 Kh�1 mit
einem Kalorimeter VP-DSC der Firma MicroCal (Northamp-
ton,USA) aufgenommen. Jedes Thermogramm wurde zwei- bis
dreimal wiederholt.
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Abbildung 3. Dbergangstemperaturen Tm der thermischen Denaturie-
rung von RNase A in Abh!ngigkeit von der Konzentration c zugesetz-
ter ionischer Fl9ssigkeiten mit [emim]+ als gemeinsamem Kation.
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