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Versuch 0:  Praktische Übungen: Pipettieren und Photometrieren





Versuch 1:  Säure-Basen-Eigenschaften biologischer Systeme








�
Versuch 0





1. Pipettiergenauigkeit von Eppendorfpipetten





Mit diesem Versuch sollte die Bedienung von Eppendorfpipetten geübt werden.


Weiterhin wurde die Genauigkeit von Eppendorfpipetten mit einem Volumen von 100 µl und 1000 µl getestet. Dazu wurde das Gewicht des pipettierten Wassers bestimmt.





Mittelwert � EINBETTEN Equation.2  ���          Standarabweichung  SD = � EINBETTEN Equation.2  ���





1000 µl�



Elisabeth Dernbach (a)�



Holger Diegel (b)�
�



Messung


i�



Masse [g]


Xia�



� EINBETTEN Equation.2  ����



Masse [g]


Xib�



� EINBETTEN Equation.2  ����
�
1�
0,99�
9,0 . 10-6�
0,98�
1,6 . 10-5�
�
2�
1,00�
4,9 . 10-5�
0,98�
1,6 . 10-5�
�
3�
0,99�
9,0 . 10-6�
0,98�
1,6 . 10-5�
�
4�
1,00�
4,9 . 10-5�
0,99�
3,6 . 10-5�
�
5�
1,00�
4,9 . 10-5�
0,98�
1,6 . 10-5�
�
6�
0,99�
9,0 . 10-6�
0,98�
1,6 . 10-5�
�
7�
0,99�
9,0 . 10-6�
0,99�
3,6 . 10-5�
�
8�
0,99�
9,0 . 10-6�
0,98�
1,6 . 10-5�
�
9�
0,99�
9,0 . 10-6�
0,99�
3,6 . 10-5�
�
10�
0,99�
9,0 . 10-6�
0,99�
3,6 . 10-5�
�
�
�
�
�
�
�
�
Xa=0,993g�
SDa=4,8 . 10-3�
Xb=0,984g�
SDb=5,2 . 10-3�
�
�
�
�
�
�
�



Der Variationskoeffizient der Messung a beträgt 0,48 %, bei Messung b 0,53 %.





100 µl�



Elisabeth Dernbach (a)�



Holger Diegel (b)�
�



Messung


i�



Masse [g]


Xia�



� EINBETTEN Equation.2  ����



Masse [g]


Xib�



� EINBETTEN Equation.2  ����
�
1�
0,098�
3,6 . 10-7�
0,100�
2,5 . 10-7�
�
2�
0,100�
2,0 . 10-6�
0,099�
2,5 . 10-7�
�
3�
0,098�
3,6 . 10-7�
0,099�
2,5 . 10-7�
�
4�
0,099�
1,6 . 10-7�
0,099�
2,5 . 10-7�
�
5�
0,099�
1,6 . 10-7�
0,099�
2,5 . 10-7�
�
6�
0,098�
3,6 . 10-7�
0,098�
2,3 . 10-6�
�
7�
0,099�
1,6 . 10-7�
0,100�
2,5 . 10-7�
�
8�
0,099�
1,6 . 10-7�
0,100�
2,5 . 10-7�
�
9�
0,098�
3,6 . 10-7�
0,101�
2,3 . 10-6�
�
10�
0,098�
3,6 . 10-7�
0,100�
2,5 . 10-7�
�
�
�
�
�
�
�
�
Xa=0,0986g�
SDa=7 . 10-4�
Xb=0,0995g �
SDb=8,6 . 10-4�
�
�
�
�
�
�
�



Der Variationskoeffizient der Messung a beträgt 0,71 %, bei Messung b 0,86 %.





Bei allen Durchgängen lag der Variationskoeffizient deutlich unter einem Prozent. Ein hinreichend genaues Arbeiten mit den Pipetten ist also möglich. Bei der 1000 µl Pipette ist der Fehler kleiner als bei der 100 µl Pipette.








1. Absorptionsspektrum von NAD+ bzw. NADH





Dieser Versuch sollte mit dem Spektralphotometer vertraut machen. Gemessen wurden die Spektren von 0,1 ml NADH bzw. NAD+ Lösungen (je 1,2 mmol/l) in 2 ml Triethanolaminpuffer (pH 7,6). 





Wertetabelle (Graph beigeheftet):





( [nm]�
E (NADH)�
E(NAD+)�
( [nm]�
E (NADH)�
E(NAD+)�
�
250�
0,20�
0,515�
330�
0,12�
0,015�
�
255�
0,17�
0,62�
335�
0,14�
0,025�
�
260�
0,31�
0,66�
340�
0,135�
0,025�
�
265�
0,28�
0,625�
345�
0,13�
0,025�
�
270�
0,19�
0,49�
350�
0,12�
0,025�
�
275�
0,11�
0,32�
355�
0,11�
0,025�
�
280�
0,06�
0,16�
360�
0,1�
0,02�
�
285�
0,04�
0,07�
365�
0,085�
0,02�
�
290�
0,035�
0,04�
370�
0,07�
0,02�
�
295�
0,04�
0,035�
375�
0,055�
0,02�
�
300�
0,05�
0,03�
380�
0,045�
0,02�
�
305�
0,06�
0,03�
385�
0,02�
0,01�
�
310�
0,07�
0,03�
390�
0,025�
0,025�
�
315�
0,085�
0,03�
395�
0,025�
0,025�
�
320�
0,15�
0,03�
400�
0,025�
0,025�
�
325�
0,125�
0,02�
�
�
�
�



Im Graphen wird deutlich, daß die Absorptionsspektren sehr gut zu unterscheiden sind. So hat NADH zwei Maxima (bei ( = 260 nm und ( = 335 nm), und das Absorptionsmaximum von NAD+ (bei ( = 260 nm) ist etwa doppelt so stark wie das von NADH.





Übungsaufgaben





Lambert Beer´sches Gesetz:     E = ( . c . d     =>    ( = E . c-1 . d-1





E = (siehe Tabelle);    d = 1 cm;    c = 1,3.10-7 mol in 2,1 ml   bzw.   6,2.10-5 mol / l





( von NADH bei 340 nm = 0,135 / (6,2.10-5 mol / l . 1 cm ) = 2177 l / mol . cm





( von NADH bei 365 nm = 0,085 / ( 6,2.10-5 mol / l . 1 cm ) = 1370 l / mol . cm








NADH Konzentration bei E365 = 0,200 und d = 1cm 





E = ( . c . d     =>    c = E . d-1 . (-1





c = 0,200 / ( 1cm . 1370 l / mol . cm ) = 0,146 mmol / l


Versuch 1





1. Titration von Histidin





Histidin ist eine basische Aminosäure mit insgesamt 3 pK Werten. Histidin kommt in größeren Mengen im Hämoglobin der Erythrozyten vor und ist ein wichtiger Puffer. Der pK2 von Histidin liegt aufgrund der Imidazolgruppe bei 6.0, die Aminosäure puffert jedoch auch im physiologischen Bereich (Blut pH: 7,35 bis 7,45) noch hinreichend.



































Im Versuch wurden 30 ml einer Histidin-Lösung (2 mmol/l) mit 0,01 molarer NaOH titriert, bis ein pH von ca. 10 erreicht war. Der pH-Wert wurde mittels einer Glaselektrode bestimmt.





Wertetabelle (Graph beigeheftet)





NaOH [ml]�
pH�
NaOH [ml]�
pH�
NaOH [ml]�
pH�
�
0�
2,73�
7�
5,29�
14�
8,65�
�
1�
2,79�
8�
5,66�
15�
8,98�
�
2�
2,89�
9�
5,95�
16�
9,24�
�
3�
2,99�
10�
6,23�
17�
9,49�
�
4�
3,18�
11�
6,60�
18�
9,75�
�
5�
3,48�
12�
6,98�
19�
10,0�
�
6�
4,08�
13�
7,99�
20�
10,29�
�



Der pK2 bei pH = 6 ist deutlich im Graphen zu erkennen. Die Steigung ist in diesem Bereich besonders gering (Pufferwirkung), und die Kurve hat einen Wendepunkt.








Pufferkapazität (() im Bereich von pH 5,0 bis pH 8,0





( (mol/l) = � EINBETTEN Equation.2  ���





Das Volumen (V) der titrierten Lösung betrug 30 ml. (pH und (OH- lassen sich sehr gut an einem an einer Tangenten angelegten Steigungsdreieck ablesen. 0,1 ml NaOH-Lösung entsprechen dabei 10µmol OH-.





Beispielrechnung bei pH 5,0:          (OH- = 10 µmol;     (pH = 1,25





( = � EINBETTEN Equation.2  ���= 0,266 µmol / l


2. Säure-Produktion bei der Glycolyse





Hefezellen gewinnen ihre Energie bei anaeroben Bedingungen aus Glucose durch die Glycolyse nach der Gleichung: 


				      C6H12O6 + H2O => 2 CH3CH2OH + 2 HCO3- + 2 H+





Pro Mol Glucose entstehen also 2 Mol H+, die man recht einfach nachweisen kann. Dies macht man sich auch bei der pH-stat-Methode zu Nutze, indem man die entstehenden Protonen durch NaOH neutralisiert und so den pH-Wert konstant hält. Von der verbrauchten Lauge kann man auf den Stoffumsatz bei der Glycolyse zurückrechnen.


Bei der oben angeführten Umsetzung gewinnt die Hefe 2 Mol ATP aus 1 Mol Glucose. Unter aeroben Bedingungen können die Hefezellen durch Glycolyse und Atmungskette aus 1 Mol Glucose 38 Mol ATP gewinnen (19 mal mehr als anaerob), wobei 6 H+ frei werden. 





Im Versuch wurde mit 50 ml einer Hefesuspension gearbeitet, der nach 5 Minuten Glucose im Überschuß und nach 20 Minuten NEM (hemmt ein Enzym der Glycolyse) zugegeben wurde.


Der Anfangs pH der Hefelösung betrug 4,48 und wurde durch Zugabe von 0,1 molarer NaOH auf 7,5 gebracht. Titriert wurde mit 0,01 molarer NaOH.





t [min]�
NaOH [ml]�
t [min]�
NaOH [ml]�
t [min]�
NaOH [ml]�
�
1�
0,2�
11�
0,6�
21�
0,0�
�
2�
0,0�
12�
0,0�
22�
0,2�
�
3�
0,0�
13�
0,3�
23�
0,0�
�
4�
0,2�
14�
0,7�
24�
0,0�
�
5�
0,1�
15�
0,4�
25�
0,3�
�
6�
0,7�
16�
0,7�
26�
0,0�
�
7�
0,6�
17�
0,7�
27�
0,1�
�
8�
0,8�
18�
0,3�
28�
0,0�
�
9�
0,8�
19�
0,4�
29�
0,2�
�
10�
0,6�
20�
0,3�
30�
0,0�
�



In den ersten 5 Minuten (Abschnitt 1) wurden insgesamt 0,5ml NaOH zugegeben, nach Glucosezufuhr 7,9ml in 15 Minuten (Abschnitt 2), und nach NEM Zufuhr 0,8ml in               10 Minuten (Abschnitt 3).





Abschnitt 1   0,5ml NaOH entsprechen 5.10-6 Mol OH-. Es sind bei der Glycolyse also 5.10-6 Mol H+ und ebensoviel Mol ATP entstanden. Umgesetzt wurden 2,5.10-6 Mol Glucose. Daraus ergibt sich ein Glucose-Verbrauch von 5.10-7 Mol / min 


Um unter aeroben Bedingungen 5.10-6  Mol ATP zu gewinnen, wäre 1/19 der Glucosemenge notwendig gewesen, also 1,32.10-7 Mol. 





Abschnitt 2  Hier steht der Hefe genügend Glucose zur Verfügung, ihr Stoffwechsel ist maximal.  Entstanden sind in 15 Minuten 7,9.10-5 Mol H+ und ATP. Umgesetzt wurden 3,95.10-5 Mol Glucose, das entspricht einem Umsatz von 2,63.10-6 Mol / min. Unter aeroben Bedingungen wären 2,07.10-6 Mol Glucose notwendig gewesen.





Abschnitt 3  Entstanden sind in 10 Minuten 8.10-6 Mol H+ und ATP. Umgesetzt wurden 4.10-6 Mol Glucose, das entspricht einem Umsatz von 4.10
