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Béckerhefe, getrocknet

In Puffer Inkubation (,,Béckerhefe soll ich wohlfiihlen*; Wasseraufnahme und
arbeitet wieder, ,,lebt)

Lebende Bickerhefe

Autolyse (selbststiandig aufldsen)
A\ 4
Selbstmordhefe

20min Zentrifugation

v
Keine groben Zelltriimmer mehr vorhanden

Eis/Wasserbad
v
Niederschlag (dieser wird verworfen)
Hitzeschritt / Aktivitétstest
v
Mazerationssaft
55°C, 15min inkubiert
v
Triibung, Ausféllung von anderen Proteinen
ADH bleibt in Losung

Abkiihlen, zentrifugieren, Niederschlag verwerfen
Uberstand des Hitzeschritts

Abkiihlung im Eis/Kochsalz-Gemisch auf 0 bis —2°C,
Zugabe von -15°C Aceton,

Zentrifugation,

weitere Acetonzugabe

v
Niederschlag von ADH

Zentrifugation,

AbgieBen des Uberstandes,

Ablaufen des Acetons auf Saugpapier,
Aufbewahrung iiber Nacht bei 0 bis 4°C

2. Acetonfillung
Losen mit 0,01% EDTA (kalt mit Cystein-HCI und KOH),

Dialyse mit Na-Phosphatpuffer,
Zentrifugation
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Riihren und Eiskiihlung und dabei Zugabe von festem Ammonsulfat,
Zentrifugation,

AbgieBen des Uberstandes,

Lo6sen mit 7ml kaltem entionisiertem Wasser,

Verdiinnung auf 1:50,

Leitfadhigkeitsmessung,

Zugabe von kristallinem Ammonsulfat bis 30% Endkonzentration,
Riihren (10min) bei 0-4°C,

Zentrifugation

v
Klare Uberstand

i Zugabe von kristallinem Ammonsulfat bis Triibung
Amorphes Fremdprotein / auskristallierende ADH

i Zentrifugation
Kristallines ADH

i Zugabe von Ammonsulfat

Kristallisation im Uberstand
l Stehen lassen iiber Nacht be1 4°C

Shampoo-artigen ,,Seidenglanz*“-Effekt



