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Versuch 1: Aminosauren und Proteine |

Versuche:
1. Quantitative Biuret-Reaktion

2. Titration von Aminosauren

Analysen:
1. Proteinbestimmung nach Biuret

2. Bestimmung von unbekannten Aminoséauren durch Titration

Wissensgebiete

Lambert-Beer'sches Gesetz, Photometrie
Biuret-Reaktion
Dissoziation des Wassers, pK-Wert, pH-Wert
Aminosauren: Struktur, Kurzschreibweise, chemische Eigenschaften, essentielle Aminosauren
Aminosaurestoffwechsel:
Enzymatischer Mechanismus der AS-Transaminierung
Decarboxylierung zu biogenen Aminen
Oxidative Desaminierung
Interpretation einer Titrationskurve, isoelektrischer Punkt, pK-Werte
Harnstoff-Zyklus und Harnstoff-Biosynthese
Peptide und Proteine: Primar-, Sekundar-, Tertidr- und Quartarstruktur
Bindungsarten in Proteinen:
Kovalent - Peptidbindung, Disulfidbriicken
lonisch - zwischen Carboxyl- und Amoniumgruppen
Van der Waals - Hydrophobe Wechselwirkung
Dipol-Dipol-Wechselwirkung — Wasserstoffbriickenbindung
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Einfihrung Photometrie

Grundlage:

Die Farbe eines Farbstoffs kommt dadurch zustande, dass der Farbstoff die fir ihn charakteristischen
Wellenlangen des sichtbaren Lichts absorbiert. Schickt man ein Licht dieser Farbe durch eine Lésung
des Farbstoffs, wird ein Teil des Lichts absorbiert. Je konzentrierter die Farbstofflésung ist, desto

grofRer ist die Absorption oder Lichtschwachung.

I, =100 ( ( O I=80
—

Abbildung 1-1: Die Intensitat (Io = 100) des eintretenden Lichtes wird nach Passieren der Kiivette
auf nur noch 80 geschwacht.

Das Prinzip der Photometrie beruht auf der Schwachung eines monochromatischen Lichtstrahls, der
durch eine Losung geschickt wird. Die Abschwéchung des monochromatischen Lichtstrahls ist propor-
tional zur Art und Konzentration des geltsten Stoffes und der Dicke der Schicht. Die Intensitat | des

einfallenden Lichtes wird beim Durchtritt durch eine differentielle Schicht dx um dl geschwécht:
-dl = K. I . d= [1]

Die Art und Konzentration des geldsten Stoffes wird als eine Konstante K bertcksichtigt. Wenn das
Minuszeichen nach rechts und die Intensitat | nach links vom Gleichheitszeichen gebracht wird, lautet

das bestimmte Integral:

I d
J.‘jI—I = -K[dx [2]
I; x

=0

Die Schichtdicke x wird von 0 bis d integriert. Das Ergebnis (s. Integralsammlung) lautet:

InI - InI, = -K.d [3]
(L) = -k.d [4]
II:I
oder InD =-K.d

D ist die Durchlassigkeit. Daraus ergibt sich das Lambert'sche Gesetz:

D=e *¥=10™¢ [5] (m = K.In10)
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m ist ein fir die absorbierende Materie und die Wellenlange typischer Faktor, und ist in Lésungen in

der Regel der Konzentration ¢ proportional:

m=g.c (6]

Die Proportionalitatskonstante ¢ ist der molare Extinktionskoeffizient. Die Durchlassigkeit D wird somit:

Il - m—e.c.d [T]
u]

Den reziproken Wert lo/l bevorzugt man gegeniiber der Durchlassigkeit I/l,, weil sein Wert anwachst,

je groRer die Absorption wird. Rechts vom Gleichheitszeichen wird Minus zu Plus.

I
TO - inpegecd (8]

Dessen dekadischer Logarithmus wird als die Extinktion E bezeichnet (Lambert-Beer'sches Gesetz):

Iug(%}zz.c.dzE [9]

Der molare Extinktionskoeffizient € hat die Dimension: [| x mol™ x cm™] bzw. [I x mg™ x cm™]

Die Extinktion E, welche auch als Absorption oder optische Dichte bezeichnet wird, ist der Schicht-
dicke d und der Konzentration ¢ proportional. Die Extinktion ist die Messgréf3e bei allen photometri-
schen Untersuchungen. Die Proportionalitat zwischen Extinktion und Konzentration, die das Beer'sche
Gesetz verlangt, gilt nicht in allen Fallen, vor allem nicht mehr in héheren Konzentrationsbereichen.
Da das durchfallende Licht auch durch Reflexion an den Oberflachen der Kiivettenwénde geschwécht
wird, unter Umstanden auch durch das Losungsmittel, muss zum Vergleich die Extinktion einer gleich

grofRen, mit Loésungsmittel beschickten Kivette als Nullwert gemessen werden. Standardldsungen

bekannter Zusammensetzung sind zur Anlage der Eichkurve bzw. zur Ermittlung von € notwendig.

Eichkurve (Kalibrierkurve):
Um bei einer Reihenmessung gleichartiger Proben schneller die Ergebnisse erhalten zu kénnen, er-
stellt man gleichzeitig mit der Messung eine Eichkurve. Dabei liegen die eingestellten Konzentrationen

der Eichkurve im Bereich der zu messenden Proben.

Erstellen einer Eichkurve:

Eine Reihe von Lésungen bekannter Konzentrationen werden gemessen und die erhaltenen Extink-
tionen auf der Y-Achse gegen die Konzentrationen auf der X-Achse aufgetragen. An dieser Eichkurve
lasst sich fiir jeden Wert von E die zugehorige Konzentration direkt ablesen. AuRerdem kann die

Konzentration mit Hilfe des Lambert-Beer'schen Gesetzes berechnet werden.
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Abbildung 1-2: Eine Eichkurve fiir eine photometrische Analyse. Ublicherweise werden die Extink-
tionswerte auf der y-Achse (Ordinate) und die Konzentration auf der x-Achse
(Abszisse) eingetragen (hier mg/l).

Die Abbildung 1-3 zeigt den schematischen Aufbau eines Photometers. Von einer Lichtquelle (hier
eine Wolfram-Gluhlampe fur den sichtbaren und eine Deuteriumlampe fir den UV-Bereich) werden,
nachdem ein diinner Strahl durch eine Spaltblende ausgesondert wurde, durch einen Monochromator
(Filter, Gitter oder Prismen) bestimmte Wellenlangen selektiert. Fir z.B. orangefarbene Losungen wird
ein Filter der Komplementarfarbe blau verwendet. Diese monochromatische (einfarbige) Strahlung
wird durch eine Linse geblndelt und gelangt durch einen Ausgangsspalt zur Kivette, einem quader-
formigen Gefal fur die zu bestimmende Lésung in der das durch die Lésung gehende Licht je nach
Konzentration des Farbstoffes geschwacht wird. Je nach Wellenldnge werden unterschiedliche Ku-
vetten verwendet, z.B. Quarzkiivetten fur den UV-Bereich, Glas- bzw. Plastikkivetten fir den sicht-
baren Bereich. Die Kivetten haben ca. 1-5 ml Inhalt und genaue Innenabmessungen, meist betragt
die Schichtdicke 1,0 cm. Das Licht gelangt schlieZlich zum Detektor (Photozelle oder Photodioden, die
Licht in Strom wandeln) und das Messergebnis kann auf verschiedene Weise angezeigt werden

(Amperemeter/ Display/ Computer/ Schreiber/ Drucker).

c (/

1 2 3 4 5 6 7 8

Abbildung 1-3: Schematischer Aufbau eines Photometers: 1. Lichtquelle; 2. Loch- oder Spaltblen-
de; 3. Monochromator oder Farbfilter; 4. Linse; 5. Lochblende; 6. Klvette; 7 Linse;
8. Messgerat.

© 2008 Zentrum Biochemie



Aminosauren und Proteine | 1-5

Abbildung 1-4: Das im Praktikum verwendete ULTROSPEC1000 ist ein einfach zu bedienendes
Spektralphotometer, das Sie zur Messung der Absorption von Lésungen bei von
Ihnen vorgewahlten Wellenlangen verwenden.

Achtung:

Die Photometer bei Praktikumsbeginn sofort einschalten, damit die Lampen aufwarmen kdnnen. Das

Gerat erst nach Beendigung der Arbeit ausschalten. Haufiges Ein- und Ausschalten verkirzt die

Lebensdauer der Hochleistungslampe!

Messung:
Driicken Sie die A-Taste auf der Tastatur, geben Sie die gewiinschte Wellenlange ein und bestatigen

Sie mit der F3-Taste (4. Dann fillen Sie eine Klvette mit dem "Leerwert" (z. B. Wasser oder eine
Reagenzienmischung ohne zu messende Substanz), stellen sie in den Strahlengang (Orientierung be-
achten!), schlieRen den Deckel des Geréts und driicken Sie die H-Taste. Der Leerwert wird automa-
tisch auf 0,000 eingestellt. Nehmen Sie zur Messung entweder dieselbe Kivette oder bestimmen Sie
den Kuivettenfehler, indem Sie die Messklvette ebenfalls mit dem Leerwert fillen und die Extinktion
bestimmen. Stellen Sie dann die Kiivette mit ihrer Messlésung in den Strahlengang und notieren Sie
das Ergebnis.
w 1 0,7 0,5 03 02 01 0 E
I 0 1 . L ]
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Abbildung 1-5: Im Gegensatz zum modernen digitalen Photometer verdeutlicht die analoge Skalen-
ablesung an &lteren Photometern die logarithmische Natur der Extinktion E bzw. die

lineare der Durchlassigkeit T.
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Aminosauren

Die meisten Aminosauren sind a-Aminocarbonsauren, z. B. Glycin oder Valin:

HEN—CH—CODH HEN—CH—CDGH
I I
H CH
SN
H3C CH3

20 verschiedene Aminosauren zuzlglich Selenocystein werden in ein Protein wahrend der Synthese
am Ribosom eingebaut. Sie werden in der Dreibuchstaben-Kurzschreibweise nachstehend angege-
ben:

Ala Arg Asn Asp Cys GIn Glu Gly His lle
Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Tyr Trp Val

Neben den zwanzig kodierten Aminosduren enthalten viele Proteine noch andere Aminosauren. Sie

werden posttranslational enzymatisch verandert. Diese Proteine haben spezifische Funktionen. Uber-

legen Sie sich, welche der Aminoséauren verandert sind und welche Funktionen diese Proteine erflil-
len. Die Aminoséauren selbst werden im Korper weiter metabolisiert. Uberlegen Sie sich, welche Reak-

tionen diese sind und welche Produkte (u. a. Neurotransmitter) dabei entstehen.

Die unterschiedlichen Seitenketten der Aminosauren pragen neben den Amino- und Carboxylgruppen
ihre Eigenschaften. Sie entscheiden tber ihre chemischen Eigenschaften, beispielsweise sauer, ba-
sisch oder neutral. Ferner klassifiziert man noch die aromatischen, die polaren bzw. apolaren Amino-

sauren. Diese Unterschiede kdnnen zu ihrer Trennung genutzt werden.

In diesem Versuch lernen Sie die Saure-Base-Eigenschaften von Aminosauren kennen. In Proteinen
tritt dagegen die Summe der Eigenschaften der Seitenketten hervor. Bei der Biuret-Reaktion

bestimmen Sie quantitativ die Menge eines Proteins in einer Losung.

Saure-Base-Eigenschaften von Aminosauren:
Da die Aminosauren mindestens eine Carboxylgruppe und eine Aminogruppe besitzen, liegt eine Mo-

noamino-monocarbonsaure in wassriger Losung in drei lonisationsstufen vor:

+ _ _ + — — - _ _ -
H3I\I CllH COOH K1 H3N {llH (ele Kz HEN CI!H cCoo
R — R — R
AS’ AS° AS

Das Mengenverhaltnis der drei lonisationsformen ist abhangig von den pK-Werten der beiden funk-
tionellen Gruppen und dem pH-Wert. Fir die Dissoziation der Carboxylgruppe gilt die Henderson-

Hasselbalch'sche Gleichung:
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AS5"
pH = pK, + log [A57]
[A57]
Fur die Aminogruppe gilt entsprechend:
AS”
pH = pK, + log [As]
[As°]

Die pK-Werte der Aminosauren versieht man mit Indices. pK; bezieht sich auf die a-Carboxylgruppe,

der pK; auf die a-Aminogruppe und der pKg stets auf die funktionelle Gruppe der Seitenkette.

Isoelektrischer Punkt:

Der isoelektrische Punkt ist als derjenige pH-Wert definiert, bei dem die Summe der positiven La-
dungen einer Substanz gleich der der negativen ist. Bei sauren und basischen Aminoséuren liegt der
pl-Wert immer zwischen dem pK-Wert der Seitenkette und dem pK-Wert der sauren bzw. basischen

Gruppen.

Am isoelektrischen Punkt gilt::
[AS'] = [AS]

Hieraus und aus den Gleichungen [1] und [2] folgt:

pKy + pKz
2

pI =

Der pl von Monoaminodicarbonsauren (Asp, Glu) ergibt sich aus:

_ pKy + pKp
pI =
2
und der pl von Diaminomonocarbonséauren (Lys, Arg) aus:
_ pKa + pKp
pl = >

Tabelle 1-1: Die pK-Werte der ionisierenden Gruppen von einigen a-Aminoséuren bei 25 °C

Aminosaure pK;-COOH pK, -NH3" pKgr Seitenkette
Glycin 2,35 9,78

Asparaginsaure 1,99 9,90 3,90
Glutaminsaure 2,10 9,47 4,07
Arginin 1,82 8,99 12,48
Lysin 2,16 9,18 10,79
Tyrosin 2,20 9,17 10,13
Histidin 1,82 9,11 6,00
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Das Endprodukt des Aminosaurestoffwechsels:
Harnstoff, das Endprodukt des Aminosaure-Stoffwechsels beim Menschen, kann durch Urease hydro-

Iytisch in CO, und NH; gespalten werden. Urease kommt in Sojabohnen und Bakterien vor.

Q
I 25 o, + 2nm
2 3

C
H N~ “SNH

2 2

Auf der Wirkung der Bakterien-Urease beruht die "ammoniakalische Garung" von Urin. Fir die Be-
stimmung von Harnstoff in biologischem Material (Blut, Harn) hat Urease grof3e Bedeutung, da sie
streng spezifisch ist. Das entstehende Ammoniak kann nach verschiedenen Methoden genau be-
stimmt werden (keine Durchfiihrung in diesem Praktikum).
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|. Quantitative Biuret-Reaktion

Proteine und Peptide bilden mit Cu®*-lonen in alkalischer Lésung (Biuret-Reagenz) rot bis violett ge-
farbte Komplexverbindungen, freie Aminosauren jedoch nicht. Die quantitative Biuret-Probe ist eine
der haufigsten Proteinbestimmungsmethode. Der Name der Reaktion stammt von der einfachsten
Verbindung, die mit dem Biuret-Reagenz (Cu2+ in alkalischer Lésung) eine Komplexverbindung

eingeht, dem Biuret. Es entsteht durch trockenes Erhitzen von Harnstoff:

0
| I
C

o)
ﬂ
C
szf" NTE

+NH3
H,N7 NNH-T SNH

2 2

Cu?-lonen liegen gewdhnlich als Tetrahydrat vor. In einem Tetraeder besetzt das Kupferion das Zen-
trum und die vier Wassermolekiile die Ecken des Tetraeders. Die Sauerstoffe sind auf das Kupferion
gerichtet. Diese vier Wassermolekile kdnnen durch kraftigere Dipole, z.B. Aminogruppen verdrangt

werden. Bei Proteinen sind mindestens zwei Peptidbindungen fir den Komplex erforderlich.

Gerate:
Spektralphotometer ULTROSPEC1000
Kivetten (1 cm Schichtdicke)

Lésungen:

Analyse unbekannte Proteinlésung
10 g/l Protein-Standardlésung
Biuret-Reagenz (in PVC-Flasche)

Durchfuhrung:

Zur Herstellung einer Eichkurve werden sechs Proben (0,0 (Leerwert); 0,4; 0,8; 1,2; 1,6 und 2 ml)
einer Standard-Proteinlésung in Reagenzglaser pipettiert, und mit dest. Wasser auf 2 ml aufgefilit. In
zwei andere Reagenzglaser werden je 2 ml der Analysenlésung pipettiert. Alle Proben werden mit 8
ml Biuret-Reagenz gut gemischt und zur Ausbildung der Farbe 30 min stehengelassen. Gemessen
wird in 1 cm-Kivetten bei 578 nm gegen den Leerwert (2 ml dest. Wasser und 8 ml Biuret-Reagenz).

Fuhren Sie immer Doppelbestimmungen durch: Einzelmessungen haben oft Lotteriecharakter!

Auswertung:
Als Ordinate wird die Extinktion, als Abszisse die mg Protein/Liter LOsung eingetragen.
a. Bestimmen Sie aus der Eichkurve den Proteingehalt der Analysenldsung, indem Sie den zur
gemessenen Extinktion gehdrenden Wert in mg Protein/Liter ablesen.
b. Berechnen Sie den Proteingehalt der Analysel6sung mit Hilfe des Lambert-Beerschen-
Gesetzes. Vergleichen Sie den errechneten Wert mit dem graphisch ermittelten Wert.

c. Geben Sie das Ergebnis in mg Protein pro Liter Analysenlésung an.
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ll. pH-Titrationskurve einer Aminosaure

Vorbemerkungen:

Durch schrittweise Zugabe von HCI oder NaOH wird in einer wassrigen Lésung die Konzentration von
H*-lonen erhoht oder erniedrigt. Durch die chemischen Eigenschaften der gelésten Aminoséure kon-
nen diese Veranderungen teilweise abgefangen werden (Pufferkapazitat). Der pH-Wert bleibt

streckenweise relativ konstant und schléagt erst an charakteristischen Punkten um.

Bei der Titration einer Aminoséure findet man mindestens zwei Pufferbereiche (NH;", COO), je nach
Seitenkette auch einen dritten. Die Titrationskurven von Arginin, Glutaminsédure und Glycin sind hier

dargestellt.

Achtung Fehlerquelle: Die Umschlagspunkte von Gly und Glu liegen sehr nahe beieinander! Mar-
kieren Sie die entsprechenden pK-Werte der drei Aminosauren in der Kurve (s. Tabelle 1-1). Machen

Sie sich Gedanken daruber, warum die Titrationskurven wie in der Abbildung 1-6 aussehen.

pH? 1
12 | Clu M’_‘_d;.i’
- G].F J.-"'r - ---'-'"II
ll:l _ JJ .--.-......._.__._..- -r-;l,
——- Arg e
g - r
i ;
! ; |
g - I
Lol
4 | I
.- .,r'l.x"‘—""'-——
-:I L

ml NaOH

Abbildung 1-6: Die Titrationskurven von Arg, Gly und Glu

Gerate:
pH-Meter mit Einstab-Glaselektrode
Magnetriihrer mit Teflonriihrfisch

Becherglas: 100 ml

Vollpipette: 20 ml

Biretten: 2x50ml

Losungen:

3 unbekannte Aminoséaure-Lésungen (saure Losungen, 5 g/l)
0,1 M NaOH

Aufgabe:

Titration von drei unbekannten Aminosauren mit NaOH. Die drei Losungen sind den Aminosauren Arg,

Gly und Glu zuzuordnen.
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Durchfihrung:

30 ml einer unbekannten Aminoséaure-Losung (5 g/l) werden in ein 100 ml Becherglas gegeben. Diese
Lésung wird langsam auf dem Magnetrihrer gerihrt. Mit dem pH-Meter (Eichung: siehe Einfihrung)
wird durch Eintauchen der Elektrode in die Lésung der pH-Wert bestimmt (Vorsicht: Tief genug, aber
nicht zu weit eintauchen, damit der Ruhrfisch nicht die Elektrode beschadigt). Aus einer 50 ml Blrette
wird in 1 ml Schritten 0,1 M NaOH-L6sung zugegeben bis pH 11 erreicht ist, mindestens aber 30 ml.

Der pH-Wert wird nach jeder Zugabe abgelesen und in einer Wertetabelle festgehalten.

AnschlieRend werden Becherglas und Rihrfisch mit demineralisiertem Wasser ausgespiilt und der

Versuch mit der nachsten unbekannten Aminosaure-Ldsung wiederholt.

Auswertung:

Die Messwerte werden auf Millimeterpapier grafisch dargestellt. Vergleichen Sie Ihre Kurven mit den
Kurven in Abb. 1-8 und geben Sie an, welche Analysen welchen Aminosauren entsprechen (Ergeb-
nisse in Liste eintragen). Anhand der Kurve kdnnen pK-Werte und pl-Werte abgeschéatzt werden, die
ebenfalls Rickschlisse auf die eingesetzten Aminosauren ermoglichen. Zeichnen Sie die pK-Werte

und den isoelektrischen Punkt (pl) ein! Welche chemischen Eigenschaften haben diese Aminosauren?

Ubungsaufgaben:

1. Nur isoelektrisches Lysin, Lys®, ist Substrat der Lysindecarboxylase
a) Formulieren Sie die lonenpaare bei pK,; = 2,18; pKa, = 8,95; pK,z = 10,54
b) Wie grol3 ist [Lys®] einer 10° M Lésung bei pH = 7,67

2. Formulieren Sie die Struktur des Peptids H,N-Tyr-Arg-Trp-lle-COOH
a) zu welchem Pol wandert das Peptid in der Elektrophorese bei pH 4?
b) Welche Form der Arg-Seitenkette liegt bei diesem pH vor?
(PKar = 2,17; pKao ( -NH,) = 9,04; pK3 (Seitenkette) = 12,48

3. Histidin hat einen pK,3 = 6,1
a) Formulieren Sie die beiden lonenspezies bei pH 7,4, und

b) Bestimmen Sie das Verhaltnis von basischer zu saurer Form

4. a) y-Aminobuttersiure entsteht aus durch

b) Ihrisoelektrischer Punkt betragt 7,3. Eine Losung von y-Aminobuttersdure enthdlt bei
pH 3,25 10 % Zwitterion. Wie grof? sind die pK-Werte pK; und pK;?

5. Zeichnen Sie die Titrationskurve von 0,05 M Alanin-Hydrochlorid in wéssriger Losung bei
Zugabe von 0,1 M NaOH. (Anfangs-pH = 0,5).
pKa1 = 2,35, pKa, = 9,78. Ordinaten quantitativ bezeichnen!

6. Zeichnen Sie die Titrationskurve von 1 liter 0,02 M Glycin-Hydrochlorid in wassriger Losung,
deren Anfangs-pH = 0,5 ist, unter Zugabe von 0,1 M NaOH. pK1 = 2,25, pK2 = 9,77.
a) Bezeichnen Sie die Ordinate (pH) und Abszisse (ml 0,1 N NaOH) firr jeden Punkt exakt.
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b) Berechnen Sie mindestens zwei Messpunkte links und rechts vom berechneten
isoelektrischen Punkt.

Geben Sie den Bereich des isoelektrischen Punktes eines sauren bzw. basischen Proteins an.

Wie viele Protonen kann Lysin ausgehend vom pH 1 maximal abgeben? Wie viele saure bzw.
basische Funktionen enthalt Lysin?

Geben Sie die relative Lage der folgenden Peptide an, die in einer Papierelektrophorese bei
pH 7 getrennt werden.
A: Phe-Met-Gly, B: Leu-Gly-Arg und C: Glu-lle-Ala.

a) Wie groB ist der pH-Wert einer 0,1 N HCI; einer 0,1 N NaOH; einer 0,1 N Essigsaure?
b) Der pH-Wert des Blutes sei 7,4. Wie groB ist die [H']?

c) Wie viele H/ml hat eine Lésung mit einem pH-Wert von 1,2?

a) Wie viel ml einer 28 %-igen HCI (Gew. %, MG = 36,5 g/mol, Dichte 1,15 g/ml) benétigt
man, um 2 | einer 0,4 M HCI herzustellen?

b) Wie viel ml 0,15 M KOH sind zur Neutralisation 180 g H2SO4 erforderlich?
MG H,SO, = 98 g/mol; MG KOH = 56 g/mol

c) Wie viel ml 0,025 M H,SO, benétigt man, um 525 ml 0,06 M KOH zu neutralisieren?

Die Pufferkapazitat ist definiert als die Anzahl mol H*, die den pH-Wert eines Liter Puffers um
1 verandert. Berechnen Sie die Pufferkapazitat eines 0,3 M Acetatpuffers von pH = 5,0 in

saurer Richtung. Ka = 1,9 x10™ mol/l

Tris Puffer: HoN-C(CH,OH); S H3N'™-C(CH,OH);

Sie sollen 500 ml eines 0,1 M Tris-Puffers vom pH 7,4 aus fester Tris-Base (MG = 121 g/mol,
pK = 9) und 33 %-iger HCI (Gew. %; Dichte 1,165 g/ml) herstellen. Wie viele g bzw. ml
bendtigen Sie von jeder Komponente? Tris ist die Abkirzung von Tris-(hydroxymethyl)-

aminomethan.

Wie viel g Glycin und wie viel g NaOH benétigen Sie, um 5 Liter eines 0,05 M Glycin-Puffers
mit einem pH-Wert von 9,6 herzustellen? (pK; = 2,5; pK, = 9,6)
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