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Titrieren heiRt, eine Stoffmenge durch chemische Umsetzung mit einer kalibrierten Standard- 
substanz quantitativ zu bestimmen. Detaillierte Information uber die Gleichgewichtsparameter 
erhdt man im allgemeinen aus der Form der Titrationskurve. Im vorliegenden Beitrag werden 
die Ableitungen der Titrationsfunktionen nach den Konzentrationen einerseits und nach den 
Massenwirkungsparametern andererseits einander gegeniibergestellt. Die Gleichgewichtsparame- 
ter klinnen dirckt aus den Amplituden und Zeitkonstanten der dynamischen Veranderungen 
des Systems als Folge einer Storung der Gleichgewichtsbedingungen bestimmt werden. Die 
Storung kann z. B. durch schnelle Anderung der Temperatur, des Druckes oder der elektrischen 
Feldstiirke hervorgerufen werden. 

Ganz allgemein sind drei Grundtypen von Reaktionssystemen zu unterscheiden: I .  1st die 
Wechselwirkungzwischen den Reaktanden sehr stark (d. h. die Stabilitat der Komplexverbindung 
sehr hoch: K +  x), so kann die (mittlere) Teilchenzahl einer MeRprobe direkt anhand der 
Reaktion rnit einer bekannten Anzahl von Teilchen einer Standardlosung verglichen und somit 
,,abgezahlt" werden. ~ 2. 1st im Gegensatz dazu die Wechselwirkung relativ schwach (d. h. 
die Stabilitat des Komplexes gering), so findet eine quantitative Umsetzung der zu bestimmenden 
Substanz nur in Gegenwart eines grollen Uberschusses an Standardlosung statt; der zur Errei- 
chungdes Halbwertpunktes notwendige UberschuR ist ein direktes Man fur die Bindungskonstan- 
te. - 3. Lediglich bei mittelstarken Wechselwirkungen ist es moglich, Titrationskurven zu 
beobachten, deren Verlauf charakteristisch fur die Bindungsstiirke der reagierenden Substanz 
ist. wahrend in den Fallen 1 und 2 nur einheitliche Standardkurven fur die jeweilige Titrations- 
funktion erhalten werden. 

Im Fall 1 haben wir es vor allem mit der Anwendung der klassischen Endpunktmethode 
zu tun. Sie ist fur die quantitative Analyse, d. h. fur die Bestimmung der Konzentrationen 
einer Probe, optimal geeignet. Die dynamischen Verfahren, die auf die Bestimmung der Gleichge- 
wichtsparameter adaptiert sind, erweisen sich hier als zieinlich unempfindlich. Im Fall 2 liefern 
die klassische und die dynamische Methode vergleichbare Aussagen : Die Massenwirkungspara- 
meter erhiilt man aus den Extremwerten der Kurven, welche erst nach Zugabe eines Uberschusscs 
an Standardreagens auftreten. Im Fall 3 dagegen sind die dynamischen MeRverfahren von 
Vorteil; sie ermoglichen eine direkte Bestimmung sowohl der Mengenverhaltnisse der Reaktions- 
teilnehmer, der Gleichgewichtskonstanten, der Reaktionsenthalpien oder -volumina als auch 
der Geschwindigkeitskonstanten des Reaktionssystems. Der Vorteil der dynamischen Methode 
beruht darauf, daR in den beiden Ableitungen der Titrationsfunktion dT,/dlnq und dT,/d Inp 
die Terme. die sich aus der Variation nach p ergeben, in engerer Beziehung zu den Reaktions- 
parametern stehen als diejenigen, die aus der Ableitung nach (1 hervorgehen. (q  ist das Verhaltnis 
von Standard- zu Probenkonzentration, d. h. die eigentliche Titrationsvariable, und p symboli- 
siert den Massenwirkungsparameter, d. h. eine reduzierte Bindungskonstante.) 

Die zunachst fur einstufige Systeme erlautertc dynamische Analyse wird fur die Anwendung 
auf mehrstufige Reaktionssysteme verallgemeinert. Es ergibt sich daraus die Moglichkeit einer 
Bestimmung samtlicher Gleichgewichts- und Geschwindigkeitsparameter einzelner Reaktions- 
schritte in einer vielstufigen Umwandlung, also auch der MeBgroRen, die aus klassischen Bin- 
dungsstudien nicht erhiiltlich sind. Eine einheitliche Darstellung der Relationen wird durch 
Verwendung trigonometrischer Funktionen erzielt, in denen der Singularitatscharakter des 
Endpunktes klarer zum Ausdruck kommt. Die Beziehungen sind in mehreren Tabellen zusam- 
mengefaljt. welche in Verbindung mit den graphischen Illustrationen die Grundlage fur eine 
vergleichende Diskussion bilden. 
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Max-Planck-Institiit fiir Biophysikalischc Chemie. 
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1. Einleitung 

Ein Materiesvstem komulizierter Zusammensetzung ist - 
durch die raumliche und zeitliche Verteilung seiner einzelnen 
Bestandteile - ausgedruckt durch deren jeweilige Besetzungs- 
dichten ~ vollstandig charakterisiert. Die Bestimmung dieser 
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Besetzungsdichten der verschiedenen molekularen Anteile ist 
eine der grundlegenden Aufgaben der Chemie. Normalerweise 
kann sie durch ,,Auszahlen" aufgrund quantitativer chemischer 
Umsetzung erreicht werden: Die unbekannte Molekulmenge 
wird dazu gebracht, mit einer bekannten oder meBbaren An- 
zahl spezifischer Partner zu reagieren. Dieses Verfahren heiBt 
allgemein Titration. 

Die klassische Methode der Titration basiert auf der (mehr 
oder weniger) vollstiiizrligen Umsetzung der zu analysierenden 
Probe, wobei ein gut definierter Endpunkt angestrebt wird. 
Selbstverstandlich eignen sich dazu nur Reaktionen, die schnell 
genug, d. h. innerhalb der Beobachtungszeit ablaufen. Die Voll- 
standigkeit der Umsetzung hangt dann einzig und allein von 
der relativen GroBe der Gleichgewichtskonstante ab, deren 
Ermittlung oft das eigentliche Ziel der Titration ist. Dabei 
ist es erforderlich, die Konzentratioiien der an der Umwandlung 
beteiliyten Reaktionspurtner und -produkte quantitativ zu be- 
stimmen. 

Die Messung einer extensiven, d. h. mengenubhangigen ther- 
modynamischen Gr$e als Funktion der Einwaagekonzentra- 
tionen der Reaktionspartner ist ein weiteres Verfahren zur 
Messung von Stabilitatskonstanten. Hierbei 1st es erforder- 
lich, die Gibbs-Energie oder ihre Ableitung nach einer der 
intensiuen VariubLen (wie Temperatnr 7: Drnck P,  elektrische 
Feldstarke E )  miiglichst genau zu crmitteln. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist, die besoizrleren Vorteile 
der dynamischen Titrationsmethoden zur Bestimrnurzg uoii Biri- 
ditngskonstatiten uus den Rela.uationsanteilen exteizsiuer thermo- 
dynamischer Funktionen uufzuzeigen und die Resultate dieser 
dynamischen Studien mit den Ergebnissen klussischer Titrations- 
untersuchungen zu uergleichen. 

Hier sol1 vor allem der Chemiker angesprochen werden, 
der aus seiner Laborerfahrung weiB, daB Titrieren nicht eine 
Routineangelegenheit ist, sondern daR man fur jedes Problem 
die optimal angepaote Verfahrensweise finden mu8. Daher 
ist ein Verstandnis der physikalischen Grundlagen - deren 
Prinzipien im folgenden erarbeitet werden sollen - unabding- 
bare Voraussetzung. ,,Die Kunst des Titrierens" erschiipft sich 
ebensowenig wie die ,,Kunst des Kochens" in einer bloRen 
und schematischen Befolgung von Rezepten. 

2. Binare Kornplexbildung 

tionen einzuordnen sind. Mindestens einer der beiden Reak- 
tionspartner mu13 ein registrierbares Signal hervorbringen, 
anhand dessen sich die chemische Umsetzung verfolgen IaOt. 

Sind die beiden Einwaagekonzentrationen c i  und c i  be- 
kannt, so nimmt das Massenwirkungsgesetz die folgende 
Form an: 

(2.1-2) 

K O  ist die thermodynamische Gleichgewichtskonstantc, die 
sich jeweils auf die vorgegebenen intensiven thermodynami- 
schen Variablen bezieht. nf=f&/fAB ist ein Term, der die 
Aktivitgtskoeffizienten der Reaktionspartner und -produkte 
enthalt. In den folgenden Gleichungen wollen wir diesen Term 
(II 0 nicht mehr explizit anfuhren. Seine Veranderungen im 
Verlaufe dcr Titration, vor allem bei einer Ladungs-Neutralisa- 
tion konnen, falls es sich als notwendig erweist, berucksichtigt 
werden; sie sind jedoch be1 kleinen Konzentrationen von A, 
B und AB vernachlassigbar. In Gegenwart eines Uberschusses 
an Neutralsalz kann der Term gcnerell als konstanter Faktor 
in die Konstante K mit einbezogen werden. 

GI. (2.1-2) liefert explizite Ausdrucke fur die Gleichgewichts- 
Konzentration der einzelnen Spezies in Abhiingigkeit von c i ,  
ci und K :  

(2.1-4) 

(2.1-5) 

Wir nehmen nun an, da13 A oder (und) B bei seiner Umwand- 
lung in AB eine meDbare Anderung im Absorptionsspektrum 
aufweist, die sich in einer (endlichen) Differenz der Extinktions- 
koeffizienten: E A + E B + C A B  ausdruckt. Die optische Dichte 
pro Einheitslange ( E / / )  ist dann durch 

(2.1-6) 

gegeben. 

mit 
Wenn wir den Grenzwert der optischen Dichte fur c A B = O  

2.1. Titrationskurven und Stabilitatskonstanten 

Der Ablauf einer cheniischen Reaktion kann praktisch trag- 
heitslos verfolgt werden, wenn Edukt und Produkt aufgrund 
der Umsetzung beobachtbare Veranderungen ihrer elektrom,a- 
gnetischen Eigenschaften aufweisen. Als Beispiel betrachten 
wir die binare Assoziations-Dissoziationsreaktion: 

A + B e A B  (2.1-1) 

wobei A und B eine Saure und eine Base, ein Metallion 
und einen Liganden, ein Enzym und ein Substrat, einen Anti- 
korper und ein Hapten oder - ganz allgemein - irgendwelche 
Reaktionspartner eines Koordinationsprozesses bedeuten 
konnen. Das Beispiel mag ebenso reprasentativ fur einen Elek- 
tronen-, Protonen- oder Ligandenaustausch sein, obwohl diese 
Prozesse formal als Substitutions- und nicht als Additionsreak- 

und den fur cB=O, d. h. nach vollstandiger Umwandlung von 
B in AB, in Gegenwart eines Uberschusses von A rnit 

bezeichnen, kann der ,,Grad der Komplexbildung" direkt 
durch die meBbaren Extinktionswerte 

ausgedruckt werden. 

(2.1-9) 
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Aus GI. (2.1-9) in Kombination mit dem Massenwirkungsge- 
setz laRt sich eine Reihe von LweckmlRigen Darstellungen 
der Titrationsfunktion herleiten, aus denen die Gleichgewich ts- 
konstante jeweils unmittelbar bestimmt werden kann. Eine 
bekannte Form ist z. B. die Hildebrand-Benesi-G1eichung[2': 

(2.1 -10) 

Triigt man &/(E-E,) gegen l/(E, - E )  auf (vgl. Abb. la) ,  
so erhllt man eine Gerade, deren Steigung der gesuchten 
Dissoziationskonstanten K -  entspricht. Fur eine solche Auf- 
tragung mu8 nicht einmal der genaue Konzentrationswert 
c: bekannt sein; er resultiert aus dem Ordinatenschnittpunkt 
der sich ergebenden Geraden. 

Abb. 1. a) Hildebrand-Bencsi-Auftragung zur Ermittlung der Stahilitlts- 
konstanten ( K )  ails dem Verhdltnis der Extinktionen q bzw. I - q (Variation 
von c i  oder qh=ci/c/ l  bei konstantem cg; der Parameter p I > = K '  ' / c :  wird 
ermittclt). Fiir q-Werte nahe Eins oder Null wird die Bestimmung tinpenan 
Wenn ph grolJ 1st. kann der Quotient qh=ci/cE entsprechend groR gew3hlt 
werdcn. so da8 eine empfindliche Messuiig der Anderung van '1 moglich 
wird. Wenn ph klein ist, crfolgt praktisch keine Anderung von cX/q in dem 
der Messung zugiinglichen Bereich (nlmlich q - ci) .  Deshalb konnen kleine 
Werte von p b  nicht bestimmt werden (siehc auch Abb. 3). b) Die beiden 
Punkte auf der Ahszisse markieren den giinstigsten Menbercich. 

Die spezielle Form der Darstellung hangt von der Art der 
zur Verfiigung stehenden MeRparameter ab. Sie kann so ab- 
gewandelt werden, daR sie dem jeweiligen Problem optimal 
angepal3t ist. Die Biochemiker sind in dieser Hinsicht beson- 
ders einfallsreich gewesen, denn gerade bei einer Enzym-Sub- 
strat-Reaktion hat man es oft mit extremen Konzentrations- 
vcrhaltnissen zu tun. Eine Zusanimenstellung zwcckmiirjiger 
Auftragungen findet sich in Abbildung 2a. 

So nutzlich Beziehungen dieser Art (innerhalb ihres Gultig- 
keitsbereiches) auch sein miigen, ihre Aussagekraft fur eine 
genaue Bestimmung der Stabilitiitskonstanten wird um so 
geringer, je groRer die Werte von K werden, oder explizit 
ausgedriickt, sobald 

Dies kann man aus Abbildung 1 b ersehen, oder noch besser, 
aus Abbildung 3a, in der die Titrationskurven fur verschiedene 
Werte der Stabilitatskonstante ( K . &  als Parameter) gegen 
den Logarithmus der Titrationsvariablen qb = c i / c i  aufgetra- 
gen sind. Sowohl die MeRkurven als auch deren Ableitungen 
(Abb. 3 b) zeigen, daR fur den Fall K . c i  9 1 der zur Bestimmung 
von K geeignete Bereich sich zunehmend auf die unmittelbare 
Umgebung des Aquivalenzpunktes ( c i  = (9) beschrhnkt. 

0 Ia/c: oder vic:  4 p q j  

'l 'b = 1 - K (TbIci) ; v = V,. - K,(vicg) qA = C ~ / C , I  ; 

(TCn)  '=k?[(l +pJ2-4qa(1 -¶a ) ]  

pa = K ~ '/cn 

Abb. 2. a) AUftrdgUllgen der 'Titrationsfunktion (T,) (siehe Tabelle I )  sowie 
der stationiircn Umsatzgeschwindigkeit ( I I ) ,  wie sie vor allem in der Enzymche- 
mie hiinfig Verwendung finden (von oben nach unten): Michaelis-Menten, 
Lineweaver-Burk, Woolf, Angustinsson. Alle genannten Auftrdgungen haben 
zur Voraussetzung, da8 die Konzentrdtion an freiem Substrat bekannt 1st. 
Dies trifft immer zu, wenn die Einwaagekonzentration des Substrats sehr 
vie1 gr68er als die des Enzyms 1st: c i s  &. 
b) Analogc Anftragungen fur die Auswertung von Relaxationsreiten (7). Wie- 
derurn sind Bedingungen zu erfullen, die im einielnen aus den Diagrammen 
hervorgehcn. (Ahnliche einfache lineare Beziehungen bestehen nicht fur den 
Amplitudenfaktor rhr wclcher als Produkt aus rh und 7; darstellbar ist.) 
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‘b Tatsiichlich beinhaltet nur die zweite Ableitung der Titra- 
tionskurve 

log ’ib log ?b 

Abb. 3. a) Klassische Titrationskurven: Auftragung der Titrationsfunktion 
(T,) gegen den Logarithmus des Konzentrationsverhaltnisses (qb = &/c!) fur 
mehrere ph-Wcrte (siehe Tabcllc 1 ) .  A berieht sich auf den Standard, B 
auf die MeBprobe (cE=const., ci=variabel). 

b) Steigung der Titrationskurven: Oh=d7b/dlnyh. Fur p h > l  ist die Lage 
der maximalen Steigung (Wendepunkt) ein direktes MaD fur ph. Wenn ph 
gegen 0 geht, wird cine Grenzkurve erreicht. Die Kurvenform zeigt nur 
relative Differenzen an; sie konnen durch Verstarkung der MeBsignale nicht 
verbesaert wcrdcn. 

‘b 6 
“7 

- 1 0  2 0  00 20 4 0  60 

log qb 

c) Der Amplitudenfaktor aTh,laln pb ist .am Vergleich in dcrselben Weise 
aufgetragen wie Oh. Fur p h ~ l  ergeben sich die glelchen Resultate fur rh 
und Oh. Die Amplitudenfaktoren konnen divekt aus den Relaxationsamplituden 
ermittelt werden und erfordern nicht die Bildung yon Differentialquotienten. 
Fur ph< 1 verkleinern sich die Absolutwcrte proportional zu l ,L’i,T, doch 
andert sich auch die Kurvenform in charakteristischer Welse. Durch Verstir- 
kungdes Signals lassen sich die Effekte so vergroRern, daB sle leicht auswertbar 
werden. Sie sind dann ein empfindliches MaR fur ph. 

d )  Normierung von Ih auf gleiche Maximalwerte (vgl. Tabelle 1) 

T b  I “ I  

- 50 

LO 

_I 30 

I 20 

4 lo 

e) rh und T~ (nicht normiert) fiur p h =  1V4 mit h e a r e r  Konzentrdtionsachse. 

f) r h  fur mehrere p,-Werte mi( logarithmischer Konzentrationsachse (siehe 
auch Tabelle I ) .  

eine direkte Proportionalitat zu K - ’ .  Im Fall K - t O  tritt 
eine echte Singularitat auf; die Steigung der Titrationskurve 
klappt abrupt von Eins nach Null um: 

(2.1-1 3) 

(lci-c:1 ist der Absolutbetrag der Differenz und somit immer 
positiv, wahrend die Differenz selbst ihr Vorzeichen am Aqui- 
valenzpunkt iindert.) 

Es ist gerade die differentielle Anderung der Steigung, mit 
anderen Worten, die Kriimmung der Titrationskurve, die man 
~ vor allem fur groDe Werte von K - mit der differentiellen 
Veriinderung vergleichen sollte, die durch eine Storung eines 
thermodynamischen (intensiven) Parameters hervorgerufen 
wird. Dieses Problem sol1 im nachsten Abschnitt im einzelnen 
behandelt werden. 

2.2. Relaxationsamplituden und Zeitkonstanten 

Wir wollen die Anderung der Konzentration cAH betrachten, 
die sich aus einer Verschiebung des Gleichgewichtes aufgrund 
der Variation eines intensiven Parameters ergibt. Hier lndert 
sich K bei konstantem ex und c:, wahrend man bei der norma- 
len Titration cg (oder eine Kombination von c! und c:) variiert 
und K konstant halt. Die GroDe, fur die wir uns besonders 
interessieren, 1st der Differentialquotient acAB/aln K ,  der direkt 
aus einem Relaxationsexperiment gewonnen werden kann. 

Eine kleine Storung, hervorgerufen z. B. durch eine plotz- 
liche Anderung der Temperatur, des Druckes oder der elektri- 
schen Feldstarke, lost im allgemeinen einen (linearen) Relaxa- 
tionseffekt aus. Eine sprunghafte Verschiebung der Kraft hat 
einen exponentiellen Zeitverlauf der Konzentrationsvariablen 
zur Folge: 

wobei 6 ,  cAB die Konzentrationsverschiebung nach vollstiindi- 
ger Wiedereinstellung des Gleichgewichtes (t+ x) bedeutet. 
z ist die charakteristische Zeitkonstante, die Relaxationszeit 
des chemischen Gleichgewichts. 

Bei periodischen, sinusformigen Anderungen kann die Reak- 
tionsantwort des Systems in komplexer Form dargestellt wer- 
den. 

Wiederum repriisentiert &cAR eine Konzentrationsverschie- 
bung (o-t 0), die der uollstiindigen Gleichgewichtseinstellung 
(in bezug auf die Anderung des Intcnsivparameters) entspricht. 
Die komplexe Form von GI. (2.2-2) weist auf eine Frequenzab- 
hangigkeit der wahren Amplitude hin (d. h. auf den maximalen 
Wert von SCucAB) und auf eine Phasenbeziehung zwischen Ursa- 
che und Wirkung, ausgedruckt durch SOcAB und &cAB. Dieses 
Verhalten kommt bei anderer Schreibweise von GI. (2.2-2) 
deutlicher zum Ausdruck. 
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(2.2-3) 

wobei cp = arc tg(o T )  den Phasenwinkel reprasentiert, wlhrend 
der Wurzelterm die frequenzabhangige Verniinderung der Am- 
plitude beschreibt. Es sei betont, daB ~ als Ausdruck der 
periodisch sich andernden Intensivvariablen und der entspre- 
chend variierenden Reaktionskraft - die Verschiebung 6O CAR 

ebenfalls eine periodische Funktion der Zeit ist: 
60 CAR = aABel(lli. Die Amplitude aAR hiingt allein von Gleichge- 
wichtsparametern ab und ist durch die Amplitude der 
IntensivgroBe festgelegt. 

1st z ein allgemeines Symbol fur eine intensive Variable 
(z. B. Temperatur, Druck oder elektrische Feldstarke), so 1aDt 
sich 6OcAR wie folgt mit 6z korrelieren. 

(2.2-4) 

6z bezeichnet die von auBen aufgepragte (z. B. periodische, 
stufenformige) Intensitatsanderung. r = (acAB/aln K)z  ist der 
Amplitudenfaktor, der die Dimension einer Konzentration 
besitzt, und AZ= RT aln Klaz definiert die zu z konjugierte 
extensive ReaktionsgroBe. Fur z=  T bzw. z = P  ist AZ durch 
AHIT bzw. durch - A V  gegeben, wobei AH die Reaktions- 
enthalpie und A V  das Reaktionsvolumen sind. Ein kurzer 
AbriD der allgemeinen thermodynamischen Behandlung von 
Relaxationsphanomenen findet sich im Anhang 1. 

Von speziellem Interesse ist die Beziehung zwischen dem 
Amplitudenfaktor r und den Einwaagekonzentrationen cp\, 
c; sowie der Gleichgewichtskonstante K .  Fur das Gleichge- 
wicht einer 1 : 2-Komplexbildungsreaktion gilt: 

r weist ein Maximum am Aquivalenzpunkt auf, das in der 
logarithmischen Auftragung dern maximalen Wert der Ablei- 
tung der Titrationsfunktionen (vgl. Abb. 3c, d) entspricht. 
Fur K-'<c;+c; wird dieses Maximum sehr scharf und ist 
so ein BuBerst empfindliches Ma0 fur die Stabilitltskonstante. 

Obgleich die GroBe 6 c A ~  bzw. 6o cAB sich auf das eingestell- 
te Gleichgewicht bezieht, bedarf es zu ihrer Festlegung zumeist 
einer vollstlndigen Aufzeichnung der Zeit- oder Frequenzab- 
hangigkeit der Konzentrationsverschiebung FcAB. Da die Sto- 
rung durch Anderung einer intensiven Variablen verursacht 
wird, bewirkt diese im allgemeinen nicht nur eine Veranderung 
der chemischen Zusammensetzung, sondern auch des Volu- 
mens der Losung (z. B. infolge thermischer Ausdehnung) oder 
auch der Parameter (z. B. Extinktionskoeffizienten), die zur 
Messung des chemischen Effektes herangezogen werden. 

Mit c= n/V (n  = Molzahl, V= Volumen) kann  CAB nahe- 
rungsweise in zwei Terme aufgespalten werden: (6  CAR)^^^,,, 
und -cAB(6 WV). Nur der Term ( 6 ~ ~ ~ ) ~ ~ ~ "  enthalt die ,,chemi- 
sche Verschiebung", die durch die Relaxationszeit T charakteri- 
siert ist. Die durch die Storung ausgelosten physikalischen 
Prozesse (z. B. die Volumenausdehnung 6 v) laufen zumeist 
sehr vie1 schneller ab als die chemischen Reaktionen. Sie kon- 
nen daher als Vorgange betrachtet werden, die praktisch ohne 
Verzogerung (innerhalb der zeitlichen Auflosung) stattfinden. 
Allerdings beeinflussen sie die Endamplitude und kijnnen da- 

her nur aufgrund der charakteristischen Zeitabhangigkeit der 
chemischen Effekte separiert werden (Abschnitt 2.4 enthalt 
ein Auswertungsbeispiel). Aus dieser Tatsache folgt, daB sich 
die dynamische Methode f i r  eine korrekte Bestimmung der 
,,chemischen Verschiebung" besser eignet als jedes statische 
Verfahren. AuBerdem bietet die Zeit- oder Frequenzabhangig- 
keit eine Moglichkeit zur Bestimmung der kinetischen Pararne- 
ter. Die Methode ist jedoch nur im linearen Bereich der Storef- 
fekte, d. h. bei relativ kleinen Storungen, anwendbar. 

Im Gleichgewicht ist die Anzahl der Rekombinationsprozes- 
se von A und B pro Zeiteinheit gleich der Anzahl der Zerfalls- 
prozesse von AB, 

wobei u die Austauschgeschwindigkeit im Gleichgewicht be- 
deutet. (Im Anhang 1 wird gezeigt, daB eine Beziehung zwi- 
schen der Relaxationszeit T und dem Amplitudenfaktor r be- 
steht.) Die reziproke Relaxationszeit ist durch 

T - - '  = k R ( c A + c H + K - ' )  (2.2-7) 

gegeben, oder in der expliziten Form durch 

Fur K ' < ( c i  + c;) durchlauft T in Analogie zu r am Aquiva- 
lenzpunkt ein scharfes Maximum. Vorschlage fur eine zweck- 
maBige Auftragung von T und T - '  sind in Abbildung 2b  
zusammengefaBt. 

Ahnlich einfache funktionelle Zusammenhange bestehen fur 
r nicht, da diese GrBBe sich als Produkt von Austauschge- 
schwindigkeit und Relaxationszeit aus den beiden Termen 
CAR und T zusammensetzt (siehe Anhang 1). 

2.3. Die ,,dynamische" Analyse im Vergleich zur klassischen 
Titration 

Wir konnen nun in eine detailliertere Diskussion der Metho- 
den zur Bestimmung von Stabilitatskonstanten eintreten, wo- 
bei die verschiedenen Verfahren, die entweder auf einer Varia- 
tion der Einwaagekonzentrationen (cfi, c i )  oder aber auf einer 
Verschiebung der Gleichgewichtslage (K) beruhen, einander 
gegeniibergestellt werden sollen. Als erstes stellen wir fest, 
daB Verschiebungen von CAR sich symmetrisch in bezug auf 
die Anderungen von cg und c; verhalten. Bei den klassischen 
Titrationsmethoden wird meist nur eine der beiden Konzentra- 
tionen variiert ( c i  oder cs), wiihrend die andere mit vorgegebe- 
nem Wert konstant gehalten wird. Eine Alternative zu dieser 
Methode - die der Symmetrie der funktionalen Beziehungen 
besser angepaBt ist ~ ware, die Summe von c i  und cp konstant 
zu halten und nur deren relatives Verhaltnis zu variieren. 
Beide Konzepte bieten in speziellen Fallen Vorteile. Sie werden 
daher getrennt behandelt. 

Fur eine intuitive Beschreibung und fur eine vergleichende 
Analyse der verschiedenen mathematischen Ausdrucke erweist 
es sich als nutzlich. die Substitution 

(2.3-1) 
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a) &+c:=const 

K als Parameter 

Jede Variation voii c i  erfordert 
eine entsprechcnde Kompcnsa- 
tion in 1.9. 

Aquivalenzpunkt (scheinharer) Aquivalenzpunkt 

y,=0.5, d .h .  c X = &  q h = l  +ph. d.h.  &=t,;+K ’ 

Fiir die durch GI. (2.3-1) eingefuhrte Variable Q ergiht sich damit 

h) cg = const 

ti als Parameter 

c i  als vdriahle, wie sie in den klas- 
sischen Titrationsverfahren ge- 
briuchlich ist. 

oder fur p-0 

Ausdruck I :  

1 
-- . 

+_G2+p,)/(l-G,)2 

Ausdruck I t :  

Wir definicrcn 0 = s i n ?  

I 

und erhalten die unten aufgefiihrten Funktionen entsprechend den angegehe- 
nen Definitionen. a ist auf den Existenzhercich von 1 /(I +pa)>  sin.* 2 0 hc- 
schrankt. 

~- 
1/[p,(2 +pa)] 2 tg’Cc20, oder: 1 +p., -l/p,(2 +p, )>  tg 2 0.  
d. h. x erreicht rr/2 nur fur den Grenzfall p. = 0. 

Dasselbe gilt fur  den Fall h), wo der Existenzhereich f i r  2 durch 

1 / b G  p i ?  sinz z o 
gegehen 1st. 

Die fur die Kurvenrhge 1 bis 8 gewlhlten Parameter lautcn. 
I )  p = o  
2) p=10-4 
3) p=10-3  
4) p=10-2  

a) 

I .  Klassischc Titrationsfunktion: 

Definition: 

Ausdruck 1: 

2. Steigung der Titrationsfunktion: 

a) Definition: , I  

5 )  p = I O . l  
6) p = l  
7) p =  10 
8) p=lOo 

Fur q,, und pbB 1 ist die klassische Aurtragung von Th gegen den I.ogarithmiis 
dcr Titrationsvariablen vortcilhaft. Die Steigung, d. h. 

oh=-- dTh __ qh’Ph (fur qh und phB I) zeigt hei qh=ph eincn Extrem 
dln4h ( 1  +Yh/Pb!I 

wert. (Die Kurve hat cine universelle Standardform. wenn man ills Variahlc 
phl& wlhlt.) 
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3. Krummung der Titrationsfunktion: 

a) Definition: 

5. Reduzierte Relaxationszeit ( r  gem50 GI. 2.2-7) 

I b, b) a) Definition: l 

I Ausdruck I :  

Ausdruck 11: I 

i., = T kit((.: + 4) 
Ausdrnck I :  

I 

Es ist moglich, eine komplementire, reduzierte Relaxationszeit zu definieren: 

tinige Anmerkungen zur Auswertung: r,  
1) L und Ti' wcisen stets ein Maximum am Aquivalenzpunkt (q,,=0.5) a d  

T* = T h D =  ~ ~ p , ?  = zb ph = - 
7; 

2) Fur 6' ergiht sich ein Extremwert nur, wenn p h t l ,  und zwar a n  der 

3) Die ,,Halbslttigung" &,= erscheint immer an der Stelle q h =  ' ;2+ph. 

(7; bedeutet 7,  oder T,, wenii r ,  = hLw. r,) 
Stelle 4 ,  = I -- pb. 

70 'b 

I, Id' 

------j- 

0 0  0 2  0 4  0 6  0 8  1 0  00  08 16 2 L  3 2  40 

4. Reduzierte Relaxationsamplituden (r gemPo GI. 2.2-4): 

a) Definition: 

Ausdrnck I :  I 

Ausdruck 11: 

Fur den Fall, duR p. und q. % 1 sind, zeigen Ob = d Th/d In qh und rb = d T,ld In pb 
analoges Verhalten 

io 
D 

- 0 0  02 01 06 08 10 

9a qb 

Einige Anmerkungen f u r  die Auswertung: 

1 )  Dic Maxima fiir r, iind rh wscheinen immer am Aquivalenrpunkt a) 
4,,=0.5 und b) q b = l  +[I,. 

2 )  Dasselbe gilt fur T ~ , ~  wiihrend r i r  rh. aufgrund der Verknupfung mit Th, 
das Maximum bei q h = l  -ph auftritt, jedoch nur dann, wenn pb< 1 ist. 

3) Methode a) ist fur p d B  1 iiichl anwendbar, wiihrend Methode b) direkt 
zum Paramcter pb fuhrt, und Lwar aufgrund der Lage des scheinbdren 
Aquivalcnzpunktes qh=  pb. 
Die Funktionen 8,=dThjdlnqb und / ' , ,=dTh/dlnyh zeigen in diescm Fall 
gleichartiges Verhalten. 

4) Die Auftragung des reriproken Quadrats der Relaxationsreit gegen die 
Konzentrationsvariahle ergibt eine Gerade, aus  der sich die Reaktions- 
parameter bestimmen lassen. 

Das Vorhandensein eines Terms [I - tg'(~x/2)]-~ ist fur den 
Grenzfall ~x+7t/2, entsprechend K+ x, gleichbedeutend mit 
dem Auftreten einer Singularitat. Fur K(cZ+ druckt 
sich dies in abrupten Anderungen der Funktionswerte aus. 
Die normierten[*] Relaxationsamplituden und Zeitkonstanten 
als Funktionen der Titrationsvariablen qa sind in dieser Hin- 
sicht besonders charakteristisch. In der Titrationsfunktion hin- 
gegen weist erst die zweite Ableitung von T, oder & (fur 
p a <  1) ein ahnlich ausgepragtes Verhalten auf. Fur K - t  x 
zeigen die normierten Kurven von r, z und T" einen deltafunk- 
tionsartigen Verlauf. Eine solche ,,Endpunkts"-Eigenschaft ist 

Form zudem cine empfindliche Bestimmung der Stabilitats- 

Graphische D a r s t r h z y e n  einiger der in Tabelle 1 zusam- 

dung 4. Fur praktische Anwendungen ist es zweckmaDig, die 

dem Computer aufzulisten. Die Illustrationen der Funktions- 

'b 
a - 

m %--, besonders vorteilhaft fur Titrationen und ermoglicht in dieser 
D 

- 0 
* 0 mengestellten Schlusselfunktionen finden sich auch in Abbil- 

numerischen Daten ails den angegebenen Funktionen mit 
'\ 
4 

N D 

D 0 

0 0  08 1 6  2 4  32 40  - - 
% ['I Vgl. Abschnitt 2.4. 
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verliiufe (Abb. 4) lassen die Notwendigkeit exakter Bestim- 
mungen der Konzentrationsvariablen qa (oder qh) erkennen und 

bl  a1 
0 a 

00 0 8  1 6  2 4  3 2  4 0  
qb 

sin a 

tg iQ) 
0 

__-- 
00 08  16 2 4  3 2  LO 

qb 

Abh. 4. Einige wichtige Funktionen, die in Tabelle 1 a und 1 h eingefiihrt 
wurden. 

weisen insbesondere auf die Bedeutung einer hohen relativen 
Mengenauigkeit in der unmittelbaren Umgebung des Aqui- 
valenzpunktes hin. 

Vergleichen wir die beiden Alternativen a) c i  +c: =const. 
und b) cg=const. miteinander, so wird im Fall a) der Vorteil 
der Erhaltung der Symmetrie erkennbar. Methode b) ent- 
spricht dem klassischen Verfahren, bei dem eine unbekannte 
Konzentration cg mit einem Standard A von bekannter Kon- 
zentration c# titriert wird. Diese Methode wird auch fur dic 
Bestimmung der Stabilitatskonstante des Reaktionsproduktes 
AB verwendet. Solange die invcrsc Stabilitatskonstante grd3er 
oder gleich der Probenkonzentration ist, erweist sich dieses 
Verfahren als unkompliziert. Es wird jedoch in zunehmendem 
Mane unbrauchbar, sobald K <c! wird. Unter solchen Um- 
standen bietet die alternative Methode a) Vorteile, setzt aller- 
dings die genaue Kenntnis beider Konzentrationen ca) und cg 
voraus (denn ihre Summe mu6 ja konstant gehalten werdcn). 
Konnen die beiden Konzentrationcn unabhiingig voneinander 
eingestellt werden, so geht man zweckmBDig von zwei 
Stammlosungen gleicher Konzentration (ea) = cg) aus und va- 
riiert einfach die VolumenverhLltnisse der beiden Losungen. 
Die Gesamtzahl der Teilchen (A plus B) in einem vorgegebenen 
Volumenelement ist dann bei allen moglichen Zusammenset- 
zungen die glciche, sieht man von nicht-additiven Effekten 
ab, die sich im allgemeinen erst bei hoheren Konzentrationen 
bemerkbar machen. 

Die Verfahrensweise a) wurde von Job['] als Methotlr drr 
kontinuierlichen Vuriutiorz in die Komplexonietrie eingefiihrt. 
Einc kritische Ubersicht iiber verwandte Techniken und die 
dazugehorige Literatur ist in einer Monographie von F .  J .  C. 
und H .  RossottiL7] zu finden. In Verbindung mil Relaxations- 
Untersuchungen halten wir gerade diese Methode fur vielver- 
sprechend. In dcr trigonometrischcn Darstellung kommt die 
Symmetrierelation besonders klar zum Ausdruck, wobei 
sich eine sehr nutzliche Beziehung zwischen Relaxationsampli- 
tude und Relaxationszeit ergibt, die fur den Fall b) nicht 
existiert. Aus den in Tabelle I mitgeteilten Ausdriicken folgt 

oder 

(2.3-2) 

Im Experiment variiert man zweckmafiigerweise qa bei kon- 
stant gehaltener Summe ( c i +  c:) und triigt anschlienend die 
jeweils gemessene Relaxationszeit gegen die dazugehorige Re- 
laxationsamplitude auf, die das Produkt von f, und AH oder 
AV enthiilt [die G d 3 e  (1-A Z )  in G1. (2.3-3) ist als Amplituden- 
faktor direkt menbar]. Der Ordinatenabschnitt der Geraden 
(vgl. Abb. 5 )  entspricht dem reziproken Wert von 
kR(& + cg + K -  '). Messungen bei verschiedenen Werten der 
Summe (c#+ ci) gestatten somit eine getrennte Bestimmung 
siimtlicher Parameter. Die Elegunz ~Iieser M ~ d ~ d e  lieyt  DO^ 

allem dariiz, dug die Wertr f u r  kR, ( k D j ,  K uiid AH hzw. A V  
d l e  direkt uus einer Schar einfucher K u r w n  gewonnen werdrn, 
die uus der gegeiiseitigen Auftruguny der heiden con den E x -  
perinwiten jeweils geliejhrtrri MeJwerte (riumlich Amplirudr 
und Re/u?catiotzszeit) rrsultieren. 
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Geschwindigkeitskonstanten, mit denen sich wiederum die 
einzelnen Gleichgewichtsparameter berechnen lassen (siehe 
Tabelle 2). 

rdbelle 2 1 I-Komplexbildung iiiit einer dngekoppelten Umwandlung ersrer 
Ordnung 

RedktiomsLhema 
~ 

-p- -~ _ _  ~~~ - 

1 )  

Abb. 5.  a) Die Relaxationszeit T als Funktion des Amplitudeiihktors T A H  
be] konstantem c" = c i  + c!. 

Ueide GroBen (T und r A H )  konnen aus den experimentellen Daten ermittelt 
wcrden. Mindestenszwei MeBreihen mit unterschicdlichem cu sind notwendig. 
lnnerhalb jedcr MeBreihe ist I' = & + c &  konstant, wiihrend das Verh;iltnis 
c;;co verhndert wird. Ausden Steigungen und Achsenabschnitteii der Geraden 
kcinnen die Parameter k R ,  kl,, K und A Hcrmittelt werden. Wenn K - '  klcin 
oder grolJ im Vergleich zu co ist, ergibt der Ordinatenabschnitt k R . c "  hzw. 
k R . K - ' = A I l .  Die Kombination mit dem Absolurbetrag von 7 bei eincrn 
vorgegehencn Verhiltnis L;/C' liefert die andere Geschwindigkeitskonstante 
und damit K ,  wiihrend A H  aus dem Ahszissenabschnitt erhaltcn wird. Die 
Konrentration (.:';> ergibt sich aus dem Halbwert der Steigung. Es gilt 
< y  ? E K ' .  

b) Auftragung der aua Abb Sa cntnommenen reziproken Ordinatcnabschnitte 
(Int) als Funktion der Konzentration c'. 

Der Vorteil der dynamischen gegenuber den statischen Ti- 
trationstechniken wird beim Studium mehrstufiger Reaktions- 
vorgiinge besonders augenscheinlich. Betrachten wir hierzu 
ein System von konsekutiven Reaktionsschritten, wie es fur 
die Bindung von Substratmolekulen an ein Enzym, das in 
verschiedenen Konformationen vorliegen kann, typisch ist : 

A + B S A B I e A B Z  (2.3-4) 

Die klassische Titrationsprozedur liefert hier lediglich eine 
,,Gesamtbindungskonstante" K 

(2.3-5) 

Nur die dynamische Methode kann zwischen den Konstanten 

(2.3-6) 

unterscheiden, die den beiden verschiedenen Reaktionsschrit- 
ten zuzuordnen sind und die in der Gesamt-Bindungskonstan- 
te als zusammengesetzter Term erscheinen. 

R = K , ( I  f K 2 )  (2.3-7) 

In diesem System kannen zwei Relaxationszeiten (q und zII) 
gemessen werden, die beide konzentrationsabhangig sind. 
Summe und Produkt dieser reziproken Relaxationszeiten, 
l h ~ +  1 / q 1  und 1 , ' ~ ~ .  I / T ~ ~ ,  lassen sich explizit durch die Titra- 
tionsvariablen qa = c i / ( c i  + c8) oder qb = ci/c: ausdriicken, wo- 
bei dic Summe der Spur und das Produkt der Determinante 
der Matrix der vier Geschwindigkeitskonstanten entsprechen. 
Beide Funktionen durchlaufen, sofern A und B einen 1 : 1- 
Komplex bilden, bei cja = 0.5 oder qb = 1 - pa ein scharfes Maxi- 
mum. Auf diese Weise kann auch die Zahl der Bindungspliitze 
bestimmt werden. Die Analyse der Kurven liefert die vier 

Beide Reaktionen ergeben Titrationakurven, die formal mit den in Tabelle 
2 diskutierten identisch aind und die sich auf die Gleichgewichtskonstante 
K riir das Gesamtsystem beriehen: 

TI und T2 kiinnen in expliziter Form angegeben werden. ts geltcn folgende 
Mengenerhaltungsgleichungen : 

1) 

I ' B + L ' A ~ , , + ( A H ~ '  c l i  

Jedes dcr beiden Reaktionsschemata 1st durch zwei Relaxationszeiten gekenn- 
xichnet.  Diese konnen a us den linearjsjerten Geschwindigkeitsgleicliungen 
durch Normalmodenanalyse entsprechend Lit. [ S ]  erhalten. werden. Summe 
und Produkt der Relaxationszeiten als Funktion der Einwaagekon~entrdtio- 
nen, Gleichgewichtskonstanten und Geschwindigkeitskonstanten ergeben sich 

< 'A l  + CA,  H + ('A2 = C! I ( " + C A , B = ( ' 8  2, 
('A f ( 'AH,  + < A S :  =(!: 

ZU: 

~- 

~ II 'TII  ~ 

mit den Konstanten: 

1 )  

X =  [ k R ( k ,  2 + k 2 i ) ] . ~  ' 

Z' = k D + k 1 2 + k z l  (fur ci=c;) 

Fal ls c i+cL,  mul3 der Term 

IU Z' addiert werden. 

Fur die Auswertung kaiin derselbe Weg wie in Tabelle I eingeschlagen 
werden, indem man die Variablen qd = &(c: +c8) (fur cf; + c: =const.) oder 
~ / h = c ~ i c ~ ( f u r r ~ = c o n s t ) u n d e n t s p r e c h e n d p , = R - i ~ ( ~ Y + c 0 ) o d e r  p b =  K - ' / C ;  
einfiihrt. Iler Bindungsparameter p ergibt sich unmittelbar aus der Form 
der T I .  Tii-Knrve, Sodann konnen die Wurrelausdrucke herechnet und als 
Variable fur die rcriproke Auftragung zur Ermittlung von 7, + T,, verwendet 
werdeii. Im Falle 2 )  erscheint ein zusiilrlicher Konzentrationsfaktor in Z, 
falls c i  + c i  ist. Es 1st daher ernpfehlenswert, die Bedingung c: = const. lediglich 
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fur die Bestimmung von R aus der Gleichung fur T ~ ' T ~ ~  zu verwenden. und 
dann f i r  die Berechnung der Summe von T~ und T~~ auf die Bedingung 
cX=rO umzuschwenken. Schwierigkeiten dieser Art treten im Fall I) nicht 
auf. Wenn einer der belden Reaktionsschritte schnell im Vergleich zum anderen 
ist. erhilt man separate Gleichungcn fur T~ und rII. 1st dahei der erste Schritt 
der schnelle, so konnen allerdings die beiden diese Stufe kennzeichnenden 
Cicachwindigkcitakonstantcn crstcr Ordnung nicht mehr separiert werden, 
da  sie als Summenterm auftreten, der keine KonIentrationsabhangigkeit ent- 
halt. 
Das hier angedeutete Konzept kann auf das Schema einer beliebigen Sequenz 
von Reaktionsschritten erster Ordnung erweitert werden. Die Gaul$-Methode 
fur die Darstellung der Kombination von Eigenwerten (wie Summe und 
Produkt im Fall von zwei Zeitkonstanten) durch die Koeffizienten des charak- 
teristischen Polynoms ermaglicht die direkte Ermittlung der Parameter f i r  
die einzelnen Reaktionsschritte. Beispiele fur zweistufige Reaktionssysteme 
werden in Abschnitt 2.3 und 4.2 diskutiert. 
Schematische Kurvenzuge fur Produkt und Summe der Zeitkonstanten TI 
und qI sind hier f i r  den Fall 1 )  aufgezeichnet. Die Parameter X, Y und 
Z sind weiter oben in Tabelle 2 definiert. Beide Auftragungen entsprechen 
der Annahme, daD p b = K / c l =  ist. 

Beispiel fur die Auswertung gemessener Relaxationszeiten T [14]. Es handelt 
sich um den ProzeD der Bindung von Acetylcholin (A) an seinen Rezeptor 
(R), der in zwei verschiedenen Konformationen vorliegt, und zwar entspre- 
chend: 

Zwei diesem Reaktionsschema zugehorige Relaxationszeiten konnten genies- 
sen werden. Diese konnten wegen zI< T~~ ohne weiteres separiert werden. 
Hier ist lediglich rII als Funktion von qb=cX/c: aufgetragen. Als Folge der 
Bedingung r,ezll ist Z durch K - ' . K , . Y  gegeben (siehe Mechanismus 1 ) .  
Werte fur kR und kD (und damit auch fur K , )  konnten unmittelbar den 
MeDdaten fur T~ entnommen werden. Somit war die vollsthndige Zuordnung 
aller vier Gescliwindigkeitskonstanten (und damit auch sdmtlicher Gleichge- 
wichtskonstanten) moglich. Die Werte lauten: kR=2.4 ( f 0 . 5 ) ~  10' M - '  s - ' ,  
kD=144 ( f 3 0 )  s C ' ,  k,2=43.5sC'  und kzl=6.5 s - '  ( K I = 1 . 7 x 1 0 5 M - 1 ,  
K 2 = 6.7). 

Das hier angefuhrte Beispiel laRt sich auf jede beliebige 
Folge von Reaktionsschritten 1. Ordnung erweitern, indem 

man die GauRsche Methode der Verkniipfung von Kombina- 
tionen verschiedener Eigenwerte mit den Koeffizienten des 
charakteristischen Polynoms verwendet. Im Fall R + 1 besitzen 
einige dieser Kombinationen ein scharfes Maximum am Aqui- 
valenzpunkt. Das dynumische Titrutionsverfuhren erlaubt hier 
einen sehr vie1 tieferen Einblick in die Bi,tdung.srnL.chunismen 
als irgendeine der klassischen kornplexometrischen Techniken. 

2.4. Auswertung von MeDdaten und einige experimentelle Bei- 
spiele 

Der Absolutwert einer Relaxationsamplitude hiingt von der 
im Parameter pa zum Ausdruck kommenden relativen Crone 
des Massenwirkungsparameters ab. Bei hohen Komplexstubili- 
taten, die sich in kleinen pa-Werten iiunern, wird sowohl bei 
der klassischen Titrationsmethode als auch bei den Relaxa- 
tionsmessungen eine hohe Auflosung fur das MeBsignal ver- 
langt. Es besteht jedoch ein wichtiger Unterschied zwischen 
den beiden Verfahren. Die konuenrionelle Titration fordert 
eine hohe relative Genauigkeit fur die Bestimmung der Konzen- 
trationen, denn die gewiinschte Information ist in (kleinen) 
Abweichungen von der Standardkurve verborgen. Der relative 
Fehler IaRt sich durch eine Signalverstarkung nicht vermin- 
dern, es sei denn, man verwendet eine Methode, die die unmit- 
telbare Registrierung eines zweifach differenzierten Signals 
gestattet, also die direkte Aufzeichnung der zweiten Ableitung 
der Titrationsfunktion. Die Relaxationsamplituden und Rela- 
xationszeiten sind dagegen in vie1 direkterer Weise mit pa 
oder K verkniipft. Hier ist die absolute Grige des Signals 
von Bedeutung. Geht pa gegen Null, nimmt auch die Amplitude 
entsprechend ab. Eine Verstarkung des Signals fiihrt hier je- 
doch zu einer echten Verbesserung der Auflosung, die letztlich 
nur noch vom Rauschen des Registrierprozesses begrenzt wird. 

Bei der Entwicklung der Relaxations-Meherfahren wurden 
in den letzten Jahren betrachtliche Fortschritte gemacht. Die 
Amplitudentechnik verspricht somit, ein neues wirksames In- 
strument fur die analytische Chemie zu werden. Auf die Mog- 
lichkeit fur derartige Anwendungen wurde schon friiher hinge-, 
wiesen. Tatsachlich begannen auch unsere ersten Untersu- 
chungen von chemischen Relaxationsphanomenen['. 91 mit ei- 
ner quantitativen Abschatzung der Amplituden und deren 
Konzentrationsabhangigkeit. Eine Auswertung der Relaxa- 
tionsamplituden war allerdings bis jetzt wegen der ungeniigen- 
den Empfindlichkeit der iilteren Geriitegeneration nur be- 
schrankt moglich. Die Kombination der zur Zeit verfugbaren 
Relaxationstechniken mit Einrichtungen fur eine automatische 
Kontrolle der Konzentrationen wird ein weites Anwendungs- 
feld auf dem Gebiet der Komplexometrie eroffnen"]. 

Die wesentliche Information iiber die GroRe der Stabilitats- 
konstante erhalt man eher aus der Kurvenform der Funktio- 
nen T', f und T (bezogen auf die Titrationsvariable qe) als 
aus den entsprechenden Ahsolurwerten. Fur die Auswertung 
der Daten empfiehlt es sich, diese Kurven zu normieren (d. h. 
sie durch den Maximalwert zu dividieren). Normierte Funktio- 
nen sind von den reduzierten - wie sie in Tabelle I angegeben 
sind - zu unterscheiden. Die reduzierten Ausdriicke enthalten 
noch den unbekannten Faktor pa oder bcstimmte p,-abhangige 
Terme. Abgesehen davon ist die reduzierte Form von f nicht 

[*I Bisher smd nur wenige Verfahren dieser Art bekannt. vgl. [ I .  10 121. 
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direkt menbar, da die Relaxationsamplituden auch noch AH 
oder A V  enthalten. Die normierten Werte dagegen konnen 
direkt aus den experimentellen Daten gewonnen werden, in- 
dem man sie durch den Maximalwert dividiert; sie geben 
dann nicht mehr die absolute Grol3e des MeRsignals wieder. 
Die Anpassung an die theoretischen Kurven (Tabelle 1 )  gestat- 
tet eine Bestimmung des Parameters p,, (oder K ) .  Erst eine 
weitere Auswertung der absoluten MeBwerte ermoglicht auch 
die Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten, Reaktions- 
enthalpien usw. 

Als Beispiel wollen wir ein Temperatursprung-Experiment 
betrachten. Im allgemeinen wird hier ein optisches Signal 
registriert, das die durch die Storung des Gleichgewichts her- 
vorgerufene Anderung der Ettinktion wiedergibt. Bei bekann- 
ter Storung, d. h. bei einem T-Sprung genau vorgegebener 
GroBe, und bei bekannter Charakteristik des Detektionssy- 
stems kann die Amplitude des Relaxationseffektes mit der 
Konzentrationsverschiebung S cAll korreliert werden, voraus- 
gesetzt, daR man die Differenz der Extinktionskoeffizienten 
(EAB -cA-cB) kennt. Die unbekannten Faktoren der gemesse- 
nen Amplituden sind r oder pa und AH. 1st pa mittels der 
Anpassung an die normierte Kurve ausgewertet worden, so 
IaRt sich aus dem Absolutwert der Kurve im Maximum auch 
AH bestimmen. Die Konzentrationslnderung 6 c ~ l l  nimmt 
im Maximum den folgenden Wert an: 

A H  6T  
(2.4- I ) 1 + P.m fur (a) 

undfur  (b) CBP"W-I]~.~ A H  ST 
2 

(2.4-2) 

[a) sowie b) analog zu Tabelle I]. Beide Ausdriicke reduzieren 
sich fur pa-0 auf den gleichen Grenzwert 

(2.4-3) 

In ahnlicher Weise konnen auch die Relaxationszeiten analy- 
siert werden. Man triigt 5/tmax als Funktion von qa auf, wobei 
tmax durch 

bzw. 

b) [ ~ ~ R C B ~ I - '  (2.4-5) 

gegeben ist. Im Hinblick auf eine Bestimmung von kR und 
k D  ist dieser Weg als Alternative zur Auftragung voh I / T '  
als Funktion von co (Abbildung 2b, 3. Diagramm von oben) 
anzusehen, was nur dann sinnvoll ist, wenn die Nebenbedin- 
gung cX=& erfullt ist. Fur eine Auswertung von T ' ,  der 
zweiten Ableitung der Titrationsfunktion, braucht man nicht 
normierte Kurven heranzuziehen, da hier pa die einzige Un- 
bekannte ist, die sowohl Gestalt als auch Maximalwert der 
Kurve festlegt. Normierung kann jedoch in solchen Fallen 
von Vorteil sein, in denen T' mit einer Differentialmethode 
direkt gemeqsen wird und die registrierten MeBwerte noch 
unbekannte Faktoren enthalten. Das Maximum der Funktion 
T I  ist durch 

(2.4-6) 

bzw 

gegeben. Fur T',' ergibt sich ein Maximum ~ iibrigens genau 
wie bei T~ ~ nur im Fall pb < 1, es erscheint dann bei qb = 1 - pb. 

Wir beschlieBen diesen Abschnitt iiber 1 : 1 -Komplexbildung 
mit der Diskussion einiger Beispiele experimentell bestimmter 
Relaxationsamplituden und Zeitkonstanten sowie der Auswer- 
tung der Geschwindigkeits- und Gleichgewichtsparameter. 

Als erstes Beispiel wird die Bildung eines Metallkornplexes['] 
aus MgZf und dem Anion der PurpursHure (Murexid) in 
Methanol behandelt. 

Die Daten fur die Bestimmung der StabilitHtskonstante 
stammen aus drei voneinander unabhangigen Quellen : der 
(klassischen) Titrationskurve, den Relaxationsamplituden und 
den Zeitkonstanten. In Abbildung 6 sind einige Oszillogramme 
der Relaxationseffekte wiedergegeben. Aus diesen Bildern wird 
deutlich, warum der gesamte zeitliche Verlauf des Signals 
aufgezeichnet werden mu& Die zeitliche Extinktionsanderung 
besteht aus zwei Abschnitten: einer ,,nahezu tragheitslosen" 
Verschiebung, die im wesentlichen durch die thermische Aus- 
dehnung verursacht wird, und einem chemischen Relaxa- 

Abb. 6. a)  Relaxationskurven aus Temperdtursprung-Experimenten (Oszillo- 
gramme) a m  System Mg/Murexid in Methanol; &.=2.9 x 
Man beachtedie verschiedenen Empfindlichkeiten 6 / / lo.  Das mittlere Oszillo- 
gramm hiitte bei gleichen Empfindlichkeiten der Registrierung eine fast dop- 
pelt so g r o k  Amplitude. Die wahren Amplituden, wie sic aus der  Extrapola- 
tion dcr Relaxationskurven resultieren (siehe Klammern am linken Rand dcr  
Bilder) unterscheiden sich erheblich von den aus Anfangs- und Endwerten 
resultierenden ,.statischen" Verschiebungen lsiehe Klammern am rechten 
Rand der Bilder). Die Basislinie (gestrichelt) gibt den Ausgangspunkt der  
durch den Temperatursprung induzierten Konzentrationsverschiebung an. 
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Wasser an 4-Pyridincarbaldehyd. Der Mechanismus dieser 
Reaktion wurde von Schuster et aLrl 31 eingehender untersucht. 

10 - 

08- 

06- 

O L -  

0 7 -  

% 

b) Normierte Relaxationsamplituden als Funktion der Titrationsvariablen 
qh. (Experimentelle Werte aus [I].) 
c) Normierte Relaxationszeiten als Funktion der Titrationsvariablen q,. (Expe- 
rimentelle Werte aus [I].) 
Die Auswertung der Daten mit &=4.2 x IO-'M ergibt: K=3.S x 10' M - ' ;  
kR = 8.0 x lo6 M s - '  ; kn=23  s - ' ;  A H  = +7.3 kcal/mol. 

a1 

tionsanteil rnit einer endlichen, d. h. meljbaren Zeitkonstante. 
Der chemische Effekt, der die Grundlage fur die Auswertung 
von r bildet, konnte daher mit einer statischen Methode 
nicht direkt bestimmt werden. Die einfache statische Messung 
der Temperaturabhangigkeit wiirde aufgrund der Uberlage- 
rung des Ausdehnungseffektes zu fehlerhaften Aussagen fiih- 
ren. 

Die Empfindlichkeit der differentiell registrierenden Technik 
ist sehr hoch. Konventionelle Spektralphotometer, die das 
Verhultnis zweier Intensititen aufzeichnen, besitzen keine an- 
nahernd vergleichbare Auflosung. Die Relaxationsamplituden 
und Zeitkonstanten sind in normierter Form in den Abbildun- 
gen 6 b  und 6c aufgefiihrt. 

Als zweites Beispiel sei ein Reaktionsablauf beschrieben, 
bei dem zwei Prozesse miteinander konkurrieren, und zwar 
die Addition von Schwefliger Saure sowie die Addition von 

bl 

I - -  1 I -  
1 0  2 0  1 0  2 0  

q b  qb 

O L  1 

Abb. 7. a )  Normierte Relaxationsamplitude (r/rmax) als Funktion der Titra- 
tionsvariablen qh=ci/c8 fur das Sulfit-4-Pyridincarbaldehyd-System (nach 
[13] ) .DieKurvewurdern i tK,=6.5~ I O ' M ~ ' u n d c ~ = l  x IO-'M(Hydrogen- 
sulfit) angepal3t (pH = 7). Aufgrund der Beriicksichtigung des Protonierungs- 
gleichgewichts des Hydrogcnsulhts erscheint das Maximum nicht exakt bei 
q h =  1 (siehe [13]). 
b) Normierte Relaxationszeit ( T / T ~ J  als Funktion von qh (Daten siehe Abb. 
7a). 

H-C-SOSH 9- 

4; 
OH 
I 

Die Gesamtgleichgewichtskonstante fur die Komplexbil- 
dung ist durch I? = K,/(l + K 2 )  gegeben. 

Die Ergebnisse beziehen sich allein auf die Reaktion des 
Pyridincarbaldehyds rnit der Schwefligen Slure, da die Bildung 
des Hydrats sehr vie1 langsamer erfolgt. Abbildung 7 zeigt 
die normierten Amplituden rb (aus T-Sprung-Experimenten) 
als Funktion von qb = cz/ci (wobeinur der erste Schritt beriick- 
sichtigt ist). 

3. Substitutionsverfahren 

Die Anwendbarkeit der in Abschnitt 2 vorgestellten Titra- 
tionsprinzipien beruht im wesentlichen auf zwei Voraussetzun- 
gen : 

Es tritt eine registrierbare Veranderung uon MeJ-Parametern 
wie Extinktion, Fluoreszmz etc. injolge der Komhiizution uon 
A mit B uuj;  
die Stabilitatskonstante des Komplexes  A B  ist von einer GrbJen- 
ordnung, die die Bildung eines me@haren Signals zulaJt. 

Was kann getan werden, wenn diese Bedingungen nicht 
erfullt sind? 

Es gibt die Moglichkeit, ein Hilfssystem einzusetzen, z. B. 
einen Indikator, der rnit einem der beiden Reaktionspartncr 
(A oder B) eine Bindung eingeht, dabei spezifische optische 
(oder andere) Veranderungen induziert und auf diese Weise 
das Fehlen beobachtbarer MeRgroRen im System ausgleicht. 
Eine wesentliche Voraussetzung der Methode ist : Die Stabili- 
t l t  der Bindung eines solchen Konkurrenten muR von ahn- 
licher GroRenordnung sein wie die des zu untersuchenden 
Komplexes. 

In der Enzymchemie gibt es einen ganz analogen Fall, nlm- 
lich den der konkurrierenden Hemmung. Liegen Substrat und 
Inhibitor in groRem UberschuR relativ zum Enzym vor, so 
erhalt man fur die Titrationsfunktion sehr einfache Ausdriicke 
(Abb. 8). Die diesen Ausdriicken zugrundeliegenden Niihe- 
rungsannahmen werden jedoch in der folgenden Behandlung 
nicht gemacht. 

Als Hilfssystem fiihren wir den Indikator I ein, der mit 
einem der Reaktanden, z. B. B, einen Komplex zu bilden ver- 
mag 

I + B A B  

und zwar in Konkurrenz zur Reaktion 

A + B C A B  
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Eine vollstandige Berucksichtigung der dynamischen Eigen- 
schaften erfordert einen Ansatz mit zwei gekoppelten Differen- 
tialgleichungen, deren Losungen dann bestimmten Reaktions- 
moden oder Normalvariablen des gekoppelten Systems ent- 
sprechen. Fur Anwendungen in der Komplexometrie geniigt 
es jedoch, lediglich das Gesamt-Gleichgewicht zu betrachten. 

Von besonderem Interesse sind zwei Spezialfalle: 

Die Stabilitat der beiden Komplexe AB und 1B ist so 
g o o ,  daR praktisch kein freies B vorhanden ist. Die Reak- 
tionsgleichung ld3t sich dann modifizieren: 

AB + I d A  + IB 

Das Hilfssystem dient als Tndikator, ohne daR das Gleichge- 
wicht der zu untersuchenden Reaktion dabei entscheidend 
beeinflufit wird. I und IB liegen in diesem Fall in verhaltnis- 
marjig kleinen Konzentrationen vor, wobei allerdings ge- 
wiihrleistet sein muB, darj ein optischer oder ein andersarti- 
ger Nachweis noch moglich ist. Die Menge von B ist dann 
von ahnlicher GroRenordnung wie die von A und AB. 

3.1. Vollstandiger Austausch eines Liganden B 

Der erste der beiden erwihnten Falle stellt ein echtes einstu- 
figes Reaktionssystem dar. 

Wir definieren die dazugehorigen Gleichgewichts- und Ge- 
schwindigkeitsparameter : 

' t  

AuRerdem gelten noch die Erhaltungsbeziehungen 

(3.1-1) 

0 "/C, 

eA + cAB = c i  
el +cIB =$ 
eIR + cAB = c; 

(Man beachte, darj vernachliissigbar klein ist.) 

(3.1-2) 

Mit diesen Gleichungen konnen wir nun die expliziten Aus- 
drucke fur samtliche Einzelkonzentrationen im Gleichgewicht 
berechnen, z. B. 

a) kompetitiv 

v; = v; 
Kb=K:(I + K , c , )  

1 b) nicht-kompctitiv 

v; = I/,/( 1 + K ,  c,) I K;,=K: 

K ,  ist die S1abiIit';tskonstante fiirden En~ym-Inhibi tor-Komplex,  c, die Inhibi- 
tor-Konzelltration; V ,  1st die maximale Geschwindigkeit, K,: die Michaclis- 
Konstante in Ahwcsenheit des Inhibitors und cA die Substratkonzentration. 

Abb. 8. Einfdche lineare -~ ailalog zu den in Abbildung 2 angegehencn - 
Auftragungen fur gekoppelte Bindungsprozesse: a)  kompetitive Inhibition, 
b) nicht-kompetitive Inhibition. (Die Daten sind emer Darstellung von Dixor i  
und Webb [3] entnommen.) 
Die Diagramme basieren auf dcr Bcriehung (aiehe auch Abb. ?a ) :  

I .=  V ; C A ~ ( C A + K ~ , J  

wobei L'; und K:, die folgcnde Bedeutung h a b e n  

C: - c; + K ( c i  +cP)  
' IR=-  2(1(-1) 

Die Experimente konnen auf verschiedenen Wegen ausgefuhrt 
werden. z B 

- man geht von einer vorgegebenen Menge an I (in der nicht- 
komplexierten Form) aus und gibt definierte Mengen von 
A und B hinzu, wobei immer cX=& ist; 

- man halt die Konzentration von 1B konstant (d. h. cP=cp) 
und variiert die hinzuzufiigenden Mengen von (unkomple- 
xiertem) A. 

Mathematisch gesehen braucht man zwischen diesen beiden 
Verfahren nicht explizit zu unterscheiden, da das eine aus 
dem anderen direkt abzuleiten ist. Dies folgt unmittelbar aus 
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der Symmetrie des Substitutionsverfahrens in bezug auf I 
und A, deren Konzentrationssymbole ohne weiteres miteinan- 
der vertauscht werden konnen. Unter Verwendung der Bedin- 
gungen(3.1-2) konnen wirden Ausdruck (3.1-3) fur die Konzen- 
tration CAB umschreiben. Die Ergebnisse beziehen sich dann 
auf cIB oder CAB, vorausgesetzt, daD die zusatzliche Bedingung 
c i  = cp erfullt ist. Die so abgeleiteten Gleichungen sind immer 
symmetrisch in bezug auf ce und cp, d. h. wir konnen eine 
der Konzentrationen andern und die andere konstant halten 
oder ~ in Analogie zur Methode a) in Tabelle 1 - die Summe 
von cp und c; konstant halten und das Verhaltnis der beiden 
Konzentrationen variieren. 

Es genugt daher, ein einziges Beispiel anzufiihren. Wir wah- 
len die Bedingungen 

cf = const. ; c i  = cg = variabel 

und definieren als Titrationsvariable q h -  ci/cp sowie als Titra- 
tionsfunktion Tb- cIR/c?. Der reziproke Wert der (dimensions- 
losen) Gleichgewichtskonstanten sol1 entsprechend der 
Schreibweise in Tabelle 1 mit Pb( =K')  bezeichnet werden. 
Daraus resultiert: 

(3.1 -4) 

Diese Titrationsfunktion ahnelt einer der schon beschriebenen 
Funktionen: Bei ph-0 nahert sie sich der linearen Grenzform: 

und andert abrupt ihre Steigung bei qb= 1. 
Im Falle pb= 1 lautet die Titrationsfunktion einfach 

(3.1-5) 

(3.1-6) 

wahrend man im Fall Pb + 1 eine weitere Grenzform in bezug 
auf die verallgemeinerte Variable qb/Pb erhalt. 

(3.1-7) 

Der Halbwertspunkt fur den Ubergang (Tb=0.5) wird immer 
bei q b  = (1 + pb)/2 erreicht. 

Aus diesen Ausfuhrungen wird deutlich, daD die Wahl des 
gunstigsten Titrationsverfahrens sowohl von der GroDe des 
Parameters pb als auch vom Ziel des Titrationsexperiments 
abhangt. 1st das Ziel der Titration, die Konzentration ce oder 
cx  einer Probe exakt zu bestimmen, so halt man die Konzentra- 
tion des schwacheren Komplexpartners konstant und veran- 
dert die des starkeren. In diesem Fall, rnit pb< 1, bekommt 
man einen gut definierten Endpunkt, der durch eine (Quasi-)- 
Singularitat in der Titrationsfunktion (oder %') angezeigt 
wird (genau genommen ist der Ubergang nur im Grenzfall 
Pb-0 singular). 1st andererseits die Bestimmung von K oder 
pb das Ziel des Titrationsexperiments, so ist es ratsam, mit 
dem schwacher komplexierenden Agens (A) zu titrieren und 
den fur das Erreichen des Halbwertspunktes [bei 
q b  = (1 + pb)/2] notwendigen UberschuD von c i  uber c i  genau 
zu kalibrieren. Die Substanz, rnit der titriert wird, sollte nicht 

rnit dem Indikator identisch sein, denn ihre Konzentration 
muRte unter Umstanden uber mehrere GroRenordnungen va- 
riiert werden. 

Wichtig ist noch, daR man ~ aufgrund der Syrnrnetrie der 
Substitutionsreaktion - genausogut eine komplementare, c A ~  
(anstelle von cIR) berucksichtigende Titrationsfunktion wiihlen 
kann. Mit T - ~ = c A B / c ~  erhalten wir T - b = q b - T b  und 
T L b  = - Td, TI', = - Td'. Unter Verwendung der Symmetrie- 
eigenschaften von Tb hinsichtlich cp und cp kann auljerdem 
noch die Beziehung Tb = cIB/cp und folglich T- = cAB/& = 

1 - Tb eingefuhrt werden. Diese Definition ist vorzuziehen, 
wenn &= c i  konstant gehalten und cp variiert wird. 

Oft ist man in der Wahl der idealen Substanz sehr be- 
schrankt. Von der Titration her gesehen ist die Loslichkeir 
meist der limitierende Faktor. Die alternative ,,Methode der 
kontinuierlichen Variation", bei der die Summe von c? und 
c i  (oder ex) konstant gehalten wird, bietet in diesen Fallen 
Vorteile. Die wesentliche Information uber die Gleichgewichts- 
konstante erhalt man hier mittels kleiner Variationen von 
q, in der unmittelbaren Umgebung des Aquivalenzpunktes 
(qa = 0.5). 

Ausdrucke fur die Titrationsfunktion, deren erste und zweite 
AblAtung sowie fur die Reaktionsamplituden und Zeit- 
konstanten sind in Tabelle 3 zusammengestellt. Die Symbole 
I und A sind auch hier wegen der Symmetrieeigenschaften 
des Substitutionsschemas wechselseitig austauschbar. Fur eine 
Darstellung, in der sich die Ausdrucke leicht miteinander 
vergleichen lassen, ist die Einfuhrung trigonometrischer Funk- 
tionen besonders nutzlich. Bei dieser Modifikation entsteht 
jedoch eine formale Schwierigkeit aufgrund der Tatsache, dalj 
der Term v m i n  allen Ausdrucken auftritt. Da pa mog- 
licherweise groDer als eins ist, konnen diese Terme imaginiir 
werden. Wir mussen daher drei Falle unterscheiden: 

Fur pu < 1 kann sincr in der gleichen Weise wie in den vorange- 
henden Abschnitten verwendet werden. Im Fall pa > 1 jedoch 
mussen alle trigonometrischen Funktionen durch die ent- 
sprechenden hyperbolischen Terme ersetzt werden, weil 
-isin(ix)=shx [shx=sinus hyperbolicus x=(eX-e-")/2]. Ta- 
belle 3 zeigt, daD zwischen den Ausdrucken fur pa < 1 und pa > 1 
nurformale Ubereinstimmung besteht. Obwohl die Form nach 
Substitution der trigonometrischen Terme durch die hyperbo- 
lischen (nahezu) erhalten bleibt, andern sich die funktionalen 
Zusammenhange in bezug auf q, und pa betrachtlich. Fur 
pa< 1 variiert der Winkel cr zwischen 0 und 4 2  (wobei der 
Wert 7t/2 nur im Grenzfall p a + O  erreicht wird). Wahrend 
fur pa > 1 der Winkel CI jeden beliebigen Wert annehmen kann, 
z.B. beliebige Vielfache von 4 2  rnit dem Grenzwert XI im 
Fall pa+%. Wenn pa gegen Null geht, erreicht tg(cc/2) jah 
den Wert Eins, sobald CL sich 7c/4 nahert. Dadurch treten 
uberall scharfe Maxima dort auf, wo der Term l / ( l  - tg2(a/2)) 
erscheint. Fur groBe pa hingegen nihert sich tghcr dem Wert 
Eins asymptotisch, wobei nur ein sehr flaches Maximum in 
der Umgebung des Aquivalenzpunktes resultiert. 

Diese abstrakte Beschreibung sol1 im folgenden durch ein 
Beispiel veranschaulicht werden: Gegeben sei eine Losung 
von I mit der Konzentration c?. Durch Zugabe kleiner Mengen 
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von AB und die gleichzeitige Entnahme aquivalenter Mengen 
von I wird die Konstanz der Summe cp + c! erhalten, wobei 
gleichzeitig c!=cg bleibt. Fur groDe Werte von pa ist die 
Gleichgewichtsverteilung so, dal3 jeweils nur eine relativ kleine 
Menge B aus AB in IB ubergefuhrt werden muB. Dieser geringe 
Austausch setzt ziemlich fruh ein und andert sich kaum noch 
beim Erreichen des Aquivalenzpunktes, da cp stetig ab- und 
cz entsprechend zunimmt. Eine andere Situation ergibt sich 
jedoch fur kleine Werte von pa. Hier wandelt sich beinahe 
alles verfugbare B bei Zugabe von AB sofort in IB um, aber 
nur so lange, bis der Aquivalenzpunkt erreicht ist. Der relative 
Anteil von IB nimmt dann abrupt ab, da jetzt I vollstandig 
zu IB umgesetzt ist und somit allein die Konzentration von 
AB (aufgrund der Zugabe) weiter ansteigt. Die Krummung 
der Titrationsfunktion zeigt dementsprechend im Gegensatz 
zum vorhergehenden Fall eine scharfe Spitze bei q, = 0.5 (gra- 
phische Darstellung in Tabelle 3). 

Wenn wir nun die Ausdrucke fur Ti', T s  und T~ in Tabelle 
3 mit jenen aus Tabelle 1 vergleichen, stellen wir eine ausge- 
pragtere q,-Abhangigkeit von r, - und zwar relativ zu Ti' 
und ta - fest, denn tg2(cn/2) ist in P,  durch tg4(a/2) ersetzt, 
wahrend T ,  und Ti' formal unverandert bleiben (hierbei ist 
allerdings die unterschiedliche Definition von cn zu berucksich- 
tigen). Als Folge dieser verschiedenartigen relativen Verande- 
rungen nehmen die Beziehungen zwischen Relaxationsampli- 
tude und Zeitkonstante eine andere Form als im Falle des 
binaren Dissoziationsgleichgewichts an. Am deutlichsten 
kommt dies in der komplementaren Relaxationszeit T 

(Tabelle 3) zum Ausdruck, die sich explizit wie folgt schreibt: 

-- 

Die aus den Relaxationsexperimenten erhaltlichen GriiBen 
sind zum einen die Relaxationszeit T und zum anderen der 
Amplitudenfaktor f A H .  Die Auftragung von T gegen die 
Quadratwurzel des Produktes aus T und T A H  bei konstant 
gehaltenem cp + ciB sollte eine Gerade mit dem Ordinatenab- 
schnitt [k,(c: + csB)]- ' und der Steigung 

(3.1-9) 

ergeben. Fur die separate Bestimmung der Gleichgewichtspa- 
rameter 1st diese Beziehung allerdings nicht so zweckmaflig 

Tabelle 3. Substitutionsreaktionen T + AB& I B +  A bei konstantem 

(cp + r i d .  Titrationsfunktion und ihre Ableitungen, Relaxationsamplituden 
und 7citkonstanten 

k - S  

Die Gleichgewichtskonstante K 1st durch GI. (3.1-1) definiert, wobei die 
Erhaltungsrelationen (3.1-2) zutreffen. AuBerdem wird gefordert, daR c i  =ce 
=& und cE+ctn=const.. d. h. eine positive Anderung von cRR wird durch 
eine hquivalente negative Anderung von c: kompensiert. 
Es erweist sich ala niitzlich - in Anlehnung an Tabelle 1 ~ folgende dimensions- 
losen Parameter einzufuhren: 

Die reduzierten GroBen lauten: 

I) Titratioiisfunktion: T, = ~ ""' 
2) Stcigung der l'itrationsfunktion: T: = - 

cf + 1.XB 
d7, 
d 4, 

d 2 T ,  3 )  Krurnmungder Titrationsfunktion. 7;' = .- ~ 

d 1,: 

r 
4) Rei?lxationsamplitudenfakktor: I', = -. $ + C t B  

5 )  Relaxationszeit: T~ = 7ks(cp  + &) 
T ~ I = r k - s(cF + c,!&) p .  T= 

Analog daau kiinnen auch komplementire Titrationsfuilktionen abgeleitet 
werden. 

Diese Beziehungen konnen wieder - entsprechend Tabelle I 
trigonomctrische oder hyperbolische Funktionen ersetzt werden, wodurch 
die Zusammenhiinge iibersichtlicher werden. Hier miissen allerdings drei 
Fhlle unterschieden werden: 

, Exictenz"-Bt~eich von 3 

o<sinCL<l/ I - p ,  O<sinhi<l/p,-l 
___ -- 
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Stellt man eineii Vergleich mit den in l’abelle I aufgefihrtcn Funktionell 
an, so fillt vor allern der ausgepriigte Kurvenverlauf auf. Das gill speziell 
fur T:’. Die Dissymrnetrie fur p d < l  und p a > l ,  die beim Ubergang van 
trigonometrischeu zu hyperbolischen Funktionen erscheint, druckt sich beson- 
ders deutlich in I und T. aus. Die trigonornetrischen Formen ergeben bedeu- 
tend scbarfere Ubergange, und zwar vor allem fur kleine pa-Werte. Fur 
T~ kchren sich die AbhBngigkcitsverhiiltnisse bei p. = O  einfach um. 

Graphische Darstellung der funf ge- 
nannten Funktionen fur den Fall 
p a < l .  

Kurvc I :  p.=l 
Kurve 2: p,=lO (” 

Kurve x:  pa= 

Fur die dazwischenliegenden Kur- 
yen lndert sich pa  jeweils urn den 
Faktor 10-’.’. 

9 0  

90 Po 

0 D 

m 0 

CD 0 

1 D 

N D 

0 

O O O  R2 04  06 08 10 00 0 2  04 06 08 I 0  
9 0  9 0  

Graphische Darstellung der funf ge- 
nanntcn Funktionen fur den Fall 

b 
D 

p , 2 l .  
Kurve I : p.= 1 
Kurve 2 :  p,=lOn.s 
Kurve x: p,=lO’. 

:Do fl0 0 2  0 4  06 O B  

\ 

Po 

wie die entsprechende Relation fiir die Assozktions-Dissozia- 
tionsreaktionen [siehe GI. (2.3-3)], obwohl der Ordinatenab- 
schnitt hier direkt die Geschwindigkeitskonstante ks liefert. 

3.2. Reaktionssystem mit angekoppeltem Indikatorgleichge- 
wicht 

Der zweite Grenzfall, der in diesem Abschnitt diskutiert 
werden soll, betrifft die Verwendung eines Indikator-Hilfssy- 
stems bei einer Reaktion in Gegenwart einer endlichen Kon- 
zentration an freien B-Teilchen (cf < cx, cs). Die beiden Stabili- 
tiitskonstanten 

(3.2-1) 

mussen nun explizit unterschieden werden. 
Nehmen wir an, daI3 jede Veriinderung der Extinktion (oder 

einer anderen registrierbaren GroI3e) einzig und allein dem 
Indikator zugeordnet werden kann, so erhalten wir ~ in Analo- 
gie zu dem vorher in Abschnitt 2.1 abgehandelten Beispiel 
-fur die entsprechenden Extinktionsquotienten die Ausdriicke 

Fur die dazwischenliegenden Kur- 
veil Pndert sich p,, jeweils urn den 
Faktor 10°5. 

(3.2-2) 

Die Menge an unkomplexiertem B ist, sofern KI bekannt, 
vollstiindig durch das Extinktionsverhaltnis bestimmt. Po 
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cn = .... ? K ,  (3.2-3) 
'-1 

Die Herleitung eines expliziten Ausdruckes fur clR, die von 
den Erhaltungsbedingungen 

ausgeht, lauft auf die Losung einer kubischen Gleichung hin- 
aus. Mit der Beziehung (3.2-3) konnen wir jedoch leicht eine 
implizite Form angeben, die die Extinktionsquotienten rnit 
den Einwaagekonzentrationen verkniipft und die bei bekann- 
tem KI den Wert fur das unbekannte K A  liefert. 

Fiir eine direkte Substitutionstitration ist es am besten, von 
einer vorgegebenen Menge an Indikator I (cp = const.) auszuge- 
hen und A und B in stochiometrischen Mengen ( c i =  c!) hinzu- 
zufiigen. Angenommen, die ludikatorkonzentration ist im Ver- 
gleich zu K ,  klein (cp < K; '), so reduziert sich GI. (3.2-5) auf 
die Ieicht handhabbare Form 

(3.2-6) 

Triigt man den Quotienten q/(1 - q)  gegen seinen rnit cg multi- 
plizierten reziproken Wert auf, so erhalt man eine Cierade 
rnit folgenden Merkmalen 

Steigung: G / K A  
Abszissenabschnitt: K l - '  
Ordinatenabschnitt: - K , / K A  

(3.2-7) 

Ein experimentelles Beispiel ist in Abbildung 9 wiedergegeben. 
Sowohl K A  als auch K ,  konnen durch diese vereinfachte Me- 
thodik der Substitutionstitration bestimmt werden. Sie ahnelt 
in gewisser Hinsicht der Hildebrand-Benesi-Methode und er- 
weist sich als besonders vorteilhaft in der Komplexometrie. 

1 2 -  

08 - 

01 - 

Abb. 9. Substiiutionstitrations-Methode nach GI. (3.2-6). angewendet auf 
die Komplexbildung yon Dinactin mit Na'  in Methanol [IS]. Die Gleichge- 
wichtskonstante ergibt sich zu K = l . l  x l O ' M - ' .  

Indikatoren sind jiir den unalytisch arbeitenden Chemiker 
ein Hilfsmittel i:on grojlter praktischer Bedeutung. Ihr all- 
gemeines Wirkungsprinzip ist letztlich an die Existenz von Glei- 
ckungen der Art (3.2-3), (2.1-10) und (3.2-6) gebunden. Diese 
zeigen, wie eine Substanz (I), deren beobachtbare physikalische 
Eigenschaften fur ihren Bindungszustand in bezug auf einen 
Reaktionspartner (B) charakteristisch sind, zur Ermittlung der 
Bindungszustande irgendwelcher anderer Reaktanden (A) ver- 
wendet werden kann, rnit denen sie (I) besagten Reaktionspart- 
ner (B) gemeinsam hat. Da der gemeinsame Partner als Binde- 
glied zwischen den verschiedenen miteinander gekoppelten 
Gleichgewichten fungiert, bedeutet die Bestimmung seiner 
Konzentration [z. B. mittels des Extinktionsquotienten (3.2-3)] 
eine Entkopplung der zugehorigen Massenwirkungsbeziehun- 
gen und fiihrt damit das analytische Problem auf die Auswer- 
tung einfacher Mengenbeziehungen (wie z. B. cg = cIB 
+ cAB + ce) zuriick. 

I n  dieser Hinsicht sind ein idealcr Iiidikator und ein ideafer 
Pufler zueinander komplementar. In beiden Fallen ist die Festle- 
gung des Kopplungsfaktors, d. h. der Konzentration des ge- 
meinsamen Reaktionspartners B erforderlich. Der Indikator, 
der in relativ kleinen Konzentrationen vorliegt, fixiert zwar 
nicht die Konzentration cR, ermoglicht jedoch deren Messung 
nach GI. (3.2-3). Der Puffer andererseits fixiert die Konzentra- 
tion cR infolge seines Uberschusses in bezug auf die Konzentra- 
tionen aller Konkurrenten. 

Das soeben aufgezeigte Verfahren eignet sich im Prinzip 
auch fur die Auswertung der entsprechenden Reluxationsampli- 
tuden. Zu diesem Zweck miissen die Relaxationsmessungen 
sowohl in Gegenwart als auch in Abweseiiheit des zu untersu- 
chenden Reaktionssystems (also auch fur den Indikator allein) 
durchgefiihrt werden. 

Die dazugehorigen impliziten Ausdrucke lauten: 

wobei rl, f A  und r? wie folgt definiert sind: 

(3.2-8) 

(3.2-9) 

(3. f- 1 0) 

(3.2-11) 

Daraus geht klar hervor, da8 das A-System die Amplitude 
6 cIB in zweifacher Hinsicht beeinflufit: einerseits aufgrund 
seines Puffereffekts, welcher im Term r,+ zum Ausdruck 
kommt, und andererseits aufgrund der endlichen Anderung 
6 In KA,  die eine Konzentrationsverschiebung von B bewirkt 
und die sich schliel3lich auf das Indikatorgleichgewicht iiber- 
tragt. Die Pufferwirkung ist dann dominant, wenn die Zustande 
A, AB, I und IB verglichen rnit B in groBem UberschuD 
vorhanden sind. Dieser Fall wurde bereits in Abschnitt 3.1 
behandelt. Jetzt wollen wir uns rnit dem anderen Fall beschafti- 
gen, bei dem der Indikator in kleiner Konzentration vorliegt, 
wobei speziell die Bedingung el$ K-'  + ce gelten sol1 (ce wird 
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durch die AB-Reaktion kontrolliert). rl und rt sind hier 
identisch, da der q-Term vernachlassigbar klein ist. Die Ampli- 
tudendifferenz A ( ~ C , B ) = ~ ~ & - ~ Q B  ist dann einfach durch 

(3.2-12) 

Mil Monactin: Ohne Monactin: 
4.1O-'M Murexid gegeben. rl wird als bekannt vorausgesetzt, da es entweder 4.10-'M Murex'd 

2. lo-' M Monactin 

6 E =  1.5.10-3/gr. Teilstrich 
Zeitauslenkung: 'oms/gr Teilstrich 

mit KI berechnet oder direkt - in Abwesenheit des AB-Systems 2.10-3 Natrium (gesamt) 1.3. M Natrium (gesamt) 

- gemessen werden kann. S E =  1.5.10-3/gr. Teilstrich 
Zeitauslenkung: 10 ms/gr. Teilstrich Die Gleichung fur TA/cB ist bei kleinen cf identisch mit 

dem Ausdruck, den man fur ein nicht-gekoppeltes System 
erhalt: 

und unter der zweckmafligen Annahme c i  = ci: 

1 fdcs=- I--- :[ 1/1m] 

(3.2-13) 

(3.2-14) 

4 Kx 

Abb. 10. Ermittlung der Stabilitatskonstante und Reaktionsenthalpie aus den 
DiNerenzen der Relaxationsamplituden nach der (im Text beschriebenen) 
Substitutionsmethode. Die Funktion @ enthalt neben experimentellen Daten 
noch einen angenommened Wert fiir AH. Dieser ist nehen jeder Kurve einge- 
tragen (in kcal/mol). Bei Annahme des richtigen Wertes fiir AH (hier 5.0 kcal/ 
mol) ergibt sich eine Gerade mit der Steigung 4Kx. Die Funktion 6 kt hier 
gegen die reduzierte Konzentration c$ Kx aufgetragen. 

Dieser Term kann selbstverstandlich nicht direkt gemessen 
werden. Die Grok ,  die das Experiment liefert, entspricht 
nach GI. (3.2-12) 

r A  

CB 
felp = - 61n K A  (3.2-1 5) 

wobei 61nKA im Falle eines Temperatursprungs durch 
(AHA/RT)@T/T)  gegeben ist. Es gibt nun einen einfachen 
Trick, die MeDgroDe ferpr die ja immer noch zwei unbekannte 
Faktoren enthalt, auszuwerten. 

bl 

Mit Antamanid: 
4.IO-'M Murexid 
I .  M Antamanid 
I .  M Natrium (gesamt) 
SE= 3.5. 10-4jgr. Teilstrich 
(kompensiert auf 6.03. 
r = 2.3 ms 

Ohne Antamanid: 
4. IO- 'M Murexid 
0.75. M Natrium (gesamt) 
6E=3.7. Teilstrich 
(kompensiert auf 6.34. lo-') 

(Man beachte. daB die Empfhdlichkeiten der Messung von S E  in beiden 
Fallen etwas verschieden sind. Die anfanglichen (schnellen) Extinktionsande- 
rungen 6 E sind in beiden Fallen gleich.) 

Abb. 11. Experimentelle Daten zur ErlHuterung der Amplituden-Substitu- 
tionsmethode. 
a)  und c) sind Relaxations-Oszillogramme fiir die Bildung der Na '-Monactin- 
[ I ]  und Na+-Antamanid-Komplexe [l5a] in Methanol unter den angegebe- 
nen Bedingungen. Die Konzentrdtionen von freien Natriumionen und Indika- 
tor (Murexid) sind bei den Amplitudenmessungen in Gegenwart und in Abwe- 
senheit der Komplexbildner Monactin oder Antamanid gleich. 
b) und d )  migen die Auswertung nach der in Abb. 10 beschriebenen Methode. 
Bei T=293"K ergibt sich fiir: 
Na'-Monactin: K=5x102  M - '  AH= -6.6 kcaljmol 
Na+-Antamanid: K=5x102  M - '  AH = - 2.2 kcal/mol 

Wir schatzen zunachst einen Wert fur 6 1 n K ~  ab und be- 
trachten den Ausdruck 

der wie folgt umgeordnet werden kann: 

(3.2-16) 
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Triigt man 4 gcgcn c!?, auf, so erhalt man eine Gerdde rnit 
der Steigung 4 K A  ~ jedoch nur dann, wenn fur 61nKA dcr 
richtige Wert eingesetzt wurde. Was passiert, wenn man eincn 
falschen oder ungcnauen Wert gewiihlt hat, ist aus Abbildung 
10  ersichtlich. Fur zu groBe Werte von (ijInKA)angenommc,, sind 
alle Kurven nach unten und fur zu klcine Werte nach obcn 
gekrummt. Aus dieser Eigenschaft ergibt sich eine sehr emp- 
findlich koriiwyierentie Methode fur iterative Schatzungen, 
so daB man schlieRlich gezielt zum richtigen Wert fur 61n KA 
(d. h. A HA oder A VA usw.) gelangt. Damit wird auch K A  
selbst ~ aus der Steigungder interpolierten Geraden - eindeutig 
festgelegt. Das Ganze kann man natiirlich auch vom Computer 
ausfuhren lassen, der fur solche iterative Verfdhren pradesti- 
niert ist. 

Das Beispiel in Abbildung 10 zeigt, wie empfindlich diese 
Methode im Hinblick auf eine Bestimmung von AH ist. 
Bei den ublichen van't-Hoff-Auftrdgungen muO man einen 
betriichtlich gr6Beren Tempcraturbereich durchfahren, um 
vergleichbar genaue Werte Kir AH zu erhalten. Viele Substan- 
Zen, insbesondere Enzyme, die ihre Konformation in Abhln- 
gigkcit von der Temperatur iindern ~ und daher sogar denatu- 
rieren konnen ~ lassen eine groBere Variation der Temperatur 
nicht zu. Bei dem hier beschriebenen Relaxationsverfahren 
benotigt man nur relativ kleine Temperaturverschiebungen 
(6 T z 5  his lO0C), wobci man von einer geeigneten Refcrenz- 
temperatur ausgeht. 

Wie nutzlich beide Substitutionsverfahren sind, mag man 
aus den Beispielen in Abbildung 11 a-d ersehen. Hier ist die 
Auswertung einiger experimenteller Daten fur die Ko'mplexbil- 
dung von Metallionen rnit Antibiotika"] und verwandtcn 
SubstanZen" "'I wiedergegeben. Uber weitere Anwendungs- 
mtiglichkeiten haben wir gemeinsam rnit P. B. Chock und 
F. Eyyers berichtetLLSb! 

4. Vielstufige Reaktionssysteme 

Sowohl aus der Theorie als auch aus der Praxis laBt sich 
eine Reihe von Verallgemeinerungen ableiten. Wie schon be- 
merkt, ist es aber nicht das Ziel dieser Arbeit, die allgemeinen 
theoretischen Grundlagen der Relaxationstheorie chemischcr 
Systeme zu erortern. Die zur Losung dieses Problems benotig- 
ten Ansatze der linearen Algebra sind wohIbekannt[', 16]. Hier 
sollcn vielmchr die praktischcn Anwendungen in der analyti- 
schen Chemie diskutiert werden. Die gewunschte Information 
uber die Eigenschaften bestimmter Komplexverbindungen er- 
halt man nur aus einer detailliertcn Analyse der zutreffenden 
Reak tionsmechanismen. 

Drei Fiille, die fiir die Komplexometrie von besonderem 
Interesse sind, werden im folgenden behandelt. 
1. Zwci Rcaktionspartner A und B sind vorgegeben, die nach 

A + R+AB 

einen Komplex AB bilden. Jeder der beiden Partner vermag 
daruber hinaus rnit einer Reihe wcitercr Rcaktanderi Bin- 
dungen einzugehen. 

In einem fur die kornplexometrische Titrdtion typischen 
Beispiel bildet ein Metallion (oder allgemeiner ein Elektro- 
phil) in gepufferter Losung rnit einem potentiellen Liganden, 
der in verschiedenen protonierten Formen vorliegt, koordi- 
native Bindungen aus. Der Ligand muB dabei rnit dem 
Puffer konkurrieren, der ebenfalls in multiplen Proportio- 
nen an das Metallion gebunden werden kann und gleichzei- 
tig den pH-Wert des Systems kontrolliert. 

2. Ein Bindungszentrum A geht eine multiple Koordination 
rnit dem Liganden B ein, und zwar nach dem Schema 

A + B C A B ;  AB+B+ABZ :., .;AB,- + B e A B , ,  

Solch ein System von aufeinanderfolgendcn Koordinie- 
rungsschritten 1iiUt sich unter bestimmten Voraussetzungen 
durch einen einzigen Gleichgewichtsparameter charakteri- 
sieren : 
2a) Die wahre Bindungskonstante hat fur jeden einzelnen 

Schritt den gleichen Wert, d. h. wir haben es rnit einer 
,,Entartung" 

7u tun. Ein bekanntes Beispiel ist das allosterische 
Enzym, das aus mehreren Untereinheiten besteht, von 
denen jede das Substrat rnit gleicher Starke zu binden 
vermag. 

2b) Die Zwischenzustiinde (AB, fur I l i < n )  haben eine 
so geringe Stabilitiit, daR der GesamtprozeR wie eine 
einstufige Reaktion 

A + n B e A B , ,  

behandclt werden kann. 
2c) Die einzelnen Schritte unterscheiden sich hinsichtlich 

ihrer Bindungskonstanten so stark, daB innerhalb eines 
vorgegebenen Konzentrationsintervalls jeweils nur ein 
Komplex in gronem UberschuR vorhanden ist. Kann 
dcr Halbwertspunkt der einzelnen Reaktionsschritte 
rnit einer endlichen und abmeRbaren Menge von un- 
komplexiertem B erreicht werden, so hat man es rnit 
einer Rcihc separater I : 1 -Komplexbildungen zu tun, 
wie sie in Abschnitt 2 diskutiert wurden, z. B. 

Sind andererseits die Stabilitiitskonstanten samtlicher 
Reaktionsstufen so groR, daR die Konzentration des 
freien Liganden B im Vergleich zu den Komplexkon- 
zentrationen verschwindend klein ist, so lassen sich 
die einzelnen Reaktionen jeweils als Disproportionie- 
rung 

formulieren. 
3. Vom Komplexbildner A wird angenommen, daU er an 

verschiedenen miteinander konkurrierenden 1 : 1 -Bindungs- 
reaktionen mit den Liganden X, Y, Z beteiligt ist. 
Wichtigc Bcispiclc hicrzu sind die terniiren Systeme (Probe, 
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Puffer, Indikator) oder (Probe 1, konkurrierende Probe 
2, lndikatorl. 

Die meisten der sonst noch vorkommenden Mehrfach-Kom- 
plexbildungsreaktionen kiinnen auf einen der hier genannten 
Grundtypen von Mechanismen zuruckgefuhrt werden. 

4.1. Komplexometrische Titration 

Die Uberschrift dieses Abschnitts ist identisch rnit dem 
Titel einer dem Chemiker wohlbekannten Monographie von 
Grrold Schwarzerzbnc/z[' 'I. Dort wird auch der Prototyp einer 
mehrstufigen Komplexbildungsreaktion beschrieben. Uber- 
nehmen wir Schwarzenhuchs Bezeichnungen, so wird das Me- 
tallion durch M'", der fur die Titration verwendete Ligand 
durch Y p und der Komplexpartner des Hilfssystems durch 
L charakterisiert. Letzterer kann rnit dem Puffer identisch 
sein, der fur die Konstanz des pH-Wertes sorgt und deshalb 
im Uberschulj vorhanden sein mu& Alle Anderungen im ML- 
und HY-Gleichgewicht sollten - verglichen rnit der zu untersu- 
chenden Komplexbildungsreaktion M + Y - schnell verhufen. 
Ein Beispiel, das von Schwarzrnbach ausfuhrlich diskutiert 
wird, bezieht sich auf zwei- und dreiwertige Metallionen, den 
Kornplexpartner Ethylendiamintetraacetat (EDTA) und das 
Puffersystem NH3. Besitzt Y registrierbare optische Eigen- 
schaften, so llBt sich die Konzentrdtion des Komplexes MY 
spektroskopisch bestimmen. Andernfalls kann die Anzeige 
durch ein Zusatzsystetn vermittelt werden, das in sehr niedriger 
Konzentration vorliegen muR, damit die Erhaltungsbeziehun- 
gen gultig bleiben. Die Indikatorreaktion sol1 aunerdem im 
Vergleich zur Probe schnell ablaufen. Sind diese Voraussetzun- 
gen nicht erfullt, so ist der Indikator wie ein zusatzlicher 
Reaktionspartner entsprechend dem Konzept in Abschnitt 
4.2 oder 4.3 zu behandeln. 

Fur die beiden Serien von Gleichgewichten 

M + L e M L  ,._., M L , - l + L S M L , ,  

und 

Y+H+YH ,..., YH,-l+HSYH,,  

definieren wir die Konzentrationen 

(4.1 -1) 

(4.1-2) 

wobei PL bei gleichblcibenden Werten von cf und grol3em 
UberschuB an L konstant ist. Analog dam gilt 

wobei ctH jeweils fiur gegebene pH-Werte (gepufferte Losung) 
konstant ist. Fur die Komplexbildung zwischen M und Y 
erhalten wir dann 

K S *  = (4.1-5) 

Die Erhaltungsbedingungen 

liefern das noch fehlende Glied fur eine explizite Losung in 
Form der Titrationsfunktion, die - wie in Abschnitt 2 erllutert 
- aus einer quadratischen Gleichung 

(4.1-7) 

resultiert. Die Losung besitzt exakt die Form von Tb, wie 
sie in Tabelle 1 eingefuhrt wurde. Die GroBe K = Kb,y/rll PI, 
ist durch Variation von xH und PL adaptierbar. 

In ahnlicher Weise konnen alle anderen Ausdriicke, wie 
z. B. Td', r h  und 71, aus der Losung von GI. (4.1-7) abgeleitet 
werden. Einzelheiten hierzu sind in den Abschnitten 2.1 bis 
2.3 zu finden. (Anwendungen fur dieTitrationsfunktion wurden 
von Schwurzenbuch"71 diskutiert.) 

4.2. Sequentielle Komplexbildung und Ligandenaustausch 

In der Einfuhrung zu Abschnitt 4 sind drei Grenzfille unter- 
schieden worden. Die ersten beiden sind typisch fur Proteinmo- 
lekule mit mehreren (aktiven) Untereinheiten: 2a) Entartung 
der charakteristischen Bindungskonstanten bei homotropen 
Bindungsplatzen; 2 b) ,,Alles oder Nichts"-Bindung an mehre- 
ren Bindungszentren, vermittelt moglicherweise durch ,,kon- 
zertierte" Konformationsumwandlungen. Die klassischen Ti- 
trationsprozeduren, wie die wohlbekannten Methoden von 
BjerruIy1[181, Scatchurrl['91 und weitere (beschrieben von Edstrll 
und W'~man[~] ) ,  ermoglichen auf einfache Weise, die Anzahl 
der Bindungsplatze eines Molekuls zu bestimmen (die verschie- 
denen Auftragungsnioglichkeiten sind in Abbildung 12 zusam- 
mengestellt). Ganz ahnlich konnen die Relaxationsparameter 
ausgewertet werden, wobei die in Tabelle 1 aufgefuhrten Prin- 
zipien zu verwenden sind. Besitzt ein Molekiil n gleichwertige 
Bindungspliitze, so muR der Term (s durch nci ersctzt wer- 
den, wodurch fur ra, rb, z,, Z'' dic Maxima der Titrations- 
kurven zu den Aquivalenzpunkten: 

bzw. 

und fur zb und Ti' nach c i  = n c: - K - I verschoben werden. 
Abweichungen von der jeweiligen Standardkurve weisen 

aufdas Vorhandensein von nicht gleichwertigen Bindungspliit- 
Zen hin. Man erhiilt in diesem Fall ebenso viele Relaxationszei- 
ten wie Gruppen von nicht gleichwertigen Bindungsplltzen. 
Sind diese voneinander unabhangig, so erweist sich die Aus- 
wcrtung als relativ einfach (vgl. Tabelle 4). Als Beispiel ist 
das Enzym Glutamat-Dehydrogenase zu nennen, das zwei 
Gruppen von je sechs gleichwertigen Bindungsplatzen be- 
sitzt['"]. 

Bei eincm System rnit nicht gleichwertigen und miteinander 
in Wechselwirkung befindlichen Bindungsplatzen ergeben sich 
komplizierte Beziehungen fur die Relaxationsparameter. Sie 
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b i  

Z, /'zg. T., bezogen auf konstanle 
Konzentration c: 

qiny = 1 ( I  - dp,,l[ 1 - (11. - ni'] 
~ I 

~ n,+n, - - -__  
0 

- 
n, Y 

Ahh. 12. Die in der Enrymcheinie iihlichcn Auftragungen der  Bnldungsfunk- 
t ioi icn fur den Fall. da8  mehrere Gi-uppen von iquivalcntzn Bindungspliit/cn 
vorliaiiden sind. Die ausgezogene Kurve reprisentiert eiii System niit eiiier 
Gruppe  von n, glcichwcrtigcn Bindungaplatzen, die gestrichelte Kurvr  eiii 
System init zwci Gruppen y o n  n ,  bzw. n 2  tlindungspliitzen und den 
da7ugchiircnden Bindungskoiiataiiteii K ,  und K 2  ( <  K , )  (nach Ei/so// und 
Wi-inoii [4]). a) entspricht der Mic1i;ielis-Menteii- und h)  der  Lineweaver-Burk- 
Auftrngung (siehe Abb. 2). Die Aultragung c) iht nach Sciirdirrrd hcnannt [ 191. 

a) F5 gill T=XI~ ,~ ,~ ; (K , - '  +rA); n,=Zahl dcr aquivalcnten Bindungsplntze 
dcr Sortc I bzw. 2. K ,  rugehiirige Bindungskunstantc. = lreie Liganden- 
konrcntration. 

I,,, rh. r, ,  hezogcii a u f  konstantc 
Konmi t r a t ion  c: 

'I'abzlle 4. Bcriehungen fur cincn allgemeinen Ligandcnaustausch 

AB,, - ,+AR,, - ,+ZAB,,  

"1, I G * l  , p =  -7 . 4 p < l  ["I 
~~~ ~ _ _ _ _ _ _ _ _ _ ~ ~  

(,;; = conat.. c: = variabcl 

4 

c i  = const.. I = variahel 

I 
1 1 - 1 4  < n + l  1 (/h 

b Fur  den Fall n = 1 sind die Parame- 
ter: 
K u r v e I : p , = l ~ I O ~ ~  

2 :p .=1  x i n - 3  
3 :  p a =  I x 10-2 
4 : p , = l  X I 0  I 
5 :  p , = 2 . 5  x 10- I 

[*] Fur 4p,, I> I crrolgl die Suhat i tut~on durch hyperholischc Funktioncn 
aniilog LU Tahelle 2. 

40 A r i g r a .  Chrr?i. 91. 20-5/ (1979) 
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'b 
p 16 

Fiir den Fall n = 1 siiid die Pararnc- 
ter: 
Kurve 1 : pi, = I x lo - "  

2: p h =  I x 10-3 

4 .  p h = l  x 10-1 
3:  / I , , =  I X l o - '  

5 :  pb=2.5 x l o - '  

a m 

N N 

-, - 

a D 

N 0 

- - 
' 0 3 3  047 060 073 as7 10 

qb 

033 OL7 060 073 087 I0 
?b 

Fiir den Fall n = 2 sind die Parnme. 
tei-: 

K u r v c l : i ? , - l x l U ~ ' '  
2 .  ph= I x l o - '  
3 :  p,?= I x 10 ' 
4 ;  p,,= I x 10 
s : / l b = 2 . 5 x 1 0  ' 

' 
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sind fiir einige bekannte Modelle der allosterischen Enzymwir- 
kung[2'.zz1 typisch und werden an anderer Stclle ausfiihrlicher 
diskutiert[2"]. 

Echtes kooperatives Verhalten beschrankt sich im wesent- 
lichen auf makromolekulare Substanzen, z. B. Proteine, 
Nucleinsauren oder Membranvesikeln. Eine sequentielle Bin- 
dung mehrerer Liganden an polyfunktionelle Molekiile von 
niedrigerem Molekulargewicht bewirkt eher das Gegenteil. 
Man konnte ein solches Verhalten als negative Kooperativitlt 
bezeichnen. Im allgemeinen wird der crste Ligand am stiirksten 
gebunden, wihrend mit zunehmender Anzahl von Liganden 
cine stufenweisc Abnahme dcr Bindungsenergie einhergeht. 
Den Ausnahmen von dieser Regel liegen zumeist komplizierte- 
re Mechanismen zugrunde. So dissoziieren z. B. die phenoli- 
schen Protonen im Phenolphthalein infolge der simultan ab- 
laufenden Chinon-Lacton-Umwandlung ,,kooperativ". 

Unterscheiden sich die Bindungskonstanten der einzelnen 
Gruppen hinreichend, so kann man (vgl. Abschnitt 2) die 
einzelnen Reaktionsschritte separat behandeln. Schwicrigkei- 
ten treten allerdings auf, wenn die Werte der Bindungskonstan- 
ten siimtlich sehr groR sind, so daR alle Bindungsplltze unter 
normalen Konzentrationsbedingungen immer nahezu voll- 
stiindig besetzt sind (was bedeutet, daR die gebundenen Ligan- 
den im Vcrgleich zu den freien Liganden in grol3em UberschuD 
vorliegen). Der eigentliche Prozel3 der Ligandcnabgabe muR 
dann als Austauschreaktion formuliert werden. 

Die expliziten Ausdriicke fur samtliche Funktionen (Ti und 
seine Ableitungen sowie rb und T ~ )  in bezug auf die entspre- 
chende Titrationsvariable sind den in Abschnitt 2 und insbe- 
sondere den in Tabelk 2 enthaltenen Gleichungen sehr ahnlich. 
Sie werden jedoch durch das n-fache Auftreten von B in 
AB,, geringfiigig modifiziert. Die Gleichgewichtskonstante 1st 
wie folgt definiert 

Die Indices n - 1, n und n + I beziehen sich auf die Spezies 
AB, ~ AB,, bzw. AB,,+ Die Erhaltungsrelationen lauten: 

(4.2-3) 

Der explizite Ausdruck fur  cl, ergibt sich aus einer quadrati- 
schen Gleichung: 

Das einfachste und zweckmiifiigste Verfahren ist, die Gesamt- 
konzentration des Komplexbildners ca) konstant zu lassen 
und die Konzentration ci ,  die gegeniiber c i  ungefiihr n-l'dchem 
UberschuR entsprechen soll, zu verandern. Die Konstanz von 
(3 im Faktor vor dem Klammerausdruck bewirkt, da8 die 
Beziehungen fiir Ti = c,,/cl, I " ,  = I./ca) und T~ = T k,,  c i  symme- 
trisch werden [analog dem in den Tabellen 1 und 3 aufgefuhr- 

ten Fall a)]. Diese lassen sich bei einer Auswertung sehr 
leicht handhaben. Aber mathematische Zweckmal3igkeit ist 
nicht unbedingt gleichbedeutend mit technischer Praktikabili- 
tiit. Sind die Komplexverbindungen sehr stabil und nimmt 
die Bindungsstarke mit zunehmendem n ab, so ist die Zugabe 
kleiner Mengen von A zur B-Probe, wobei c:= konstant gehal- 
ten wird, vorzuziehen. Die hiichste Stufe AB, wird dann immer 
besetzt sein, solange B in n-fachem UberschuR vorliegt. Wird 
jedoch c . 2  groBer als c&h. so treten nach und nach entsprechend 
dcm Reaktionsschema (4.2-1) die niedrigeren Stufen mit AB, 
in Konkurrenz. Die Funktionen Tb= c,,/c:, Tnb= r,/& usw. 
beziehen sich dann auf eine konstant gehaltene Konzentration 

Die den beiden Verfahrensweisen (&=const. und 
c i  = const.) zugrundeliegenden theoretischen Beziehungen sind 
in Tabelle 4 zusammengestellt. Die enge Beziehung zu den 
in den Tabellen I und 3 aufgefiihrten Funktionen ist offensicht- 
lich, besonders wenn die trigonomctrische Ausdrucksweise 
gewiihlt wird. 

Gerade bei der Untersuchung sequentieller Ligandenbin- 
dung eriiffnet die Amplituden-Registrierung (d. h. r oder auch 
T ' )  fiir die Komplexometrie neue, interessante Moglichkeiten. 
Durch Variation der Titrationsvariablen 4,  im Bereich von 
(Linterlidb) I/n bis (ctberhalb) 1 erfxRt man mehrere gut definier- 
te scharfc Maxima, die die n verschiedenen Bindungsstufen 
eindeutig charakterisieren. Die Ausarbeitung einer Titrations- 
methode, die von den im Grenzfall auftretenden Singularitaten 
ausgeht, macht sich gerade dann bezahlt, wenn eine Reihe 
von Komplcxen innerhalb eines engen Bereiches der variierten 
Konzentration sukzessive entsteht. Nach dem klassischen Ver- 
fahren crhalt man eine Bindungskurve, die nur einen mehr 
oder weniger unscharfen Ubergang zeigt. 

Um die Niitzlichkeit der dynamischcn Techniken zu veran- 
schaulichen, wollen wir zwci cinfache Beispiele fur die Titration 
mehrstufiger Systeme untersuchen. 

Im ersten Fall handelt cs sich um die Substitution zweier 
Liganden in der inneren Koordinationssphiire eines Metall- 
ions. 

4. 

M + 2 L g M  L +  L d M L 1  (4.2-5) 

Sind die einzelnen Stabilitiitskonstanten so grol3, dal3 bei der 
geringsten noch meRbaren Ligandenkonzentration bereits bei- 
de Komplexe vorliegen, so ist es ratsam, Methode b) zu verwen- 
den, d. h. cp konstant zu halten und mit den Metallionen 
zu titrieren. Wird I' oder Ti' registriert, erscheint infolge der 
Bildung des Komplexcs ML2 bei ci=c:/2 ein Maximum. 
Dieses Maximum verschwindet, wenn c i  groner als &/2 wird, 
danach crscheint jedoch ein zweites Maximum, das durch 
die nun dominierendc Austauschreaktion (4.2-1) verursacht 
wird, die selbstverstiindlich nur dann auftritt, wenn die Bin- 
dungsstiirke fur  den ersten Liganden groRer ist als fur den 
zwciten. Abbildung 13 veranschaulicht dieses Verhalten fur 
Pi. Die Empfindlichkeit der Bestimmung, die in der SchBrfe 
des Maximums zum Ausdruck kommt, ist beachtlich. Experi- 
mentelle Aufzeichnungen dieser Art liegen Kir die Komplexbil- 
dung von Ca2+ und Srz+ rnit Murexid in Methanol"] vor. 
Sowohl Relaxationsamplituden als auch Zeitkonstanten konn- 
ten durch elektrische Feldsprung- und Temperatursprungmes- 
sungen bestimmt werden. Einige Oszillogramme und die 
dazugehorigen Auswertungen zeigt Abbildung 14. 
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Abh. 13. Kcduziertcr Ainplitudenfiiktor fur eiiieii rweistufigen Dissoriations- 
prozeR nach GI. (4.2-5). Die heidcn scharfm Maxima cntsprechen den bciden 
Reakiionen: 

1) L.+ML+ML2 
2) M L 2 + M + 2 M I .  

Dic Parameter f u r  das  Schema 

Die Registrierung der fur die einzelnen Schritte der Kom- 
plexbildung nach Schema (4.2-5) charakteristischen Signale 
- unter der Voraussetzung ct5.c; fur beide Schritte und 
&=const. ~ ist nur dann moglich, wenn M mit L (im Sinne 
von ML2 und ML) gesiittigt in verschiedenen Konzentrations- 
bereichcn von L auftritt. Die Auswertung der MeDdatcn gelingt 
in diesem Fall nach dem in A bschnitt 2 angegebcnen Verfahren. 

Das zweite Beispiel betrifft die Titration einer zweibasigen 
Siiure. Bis jetzt wurde nur wenig auf pH-Titrationen eingegan- 
gen, da man normalerweise einfach mittels geeigncter Puffer 
den gesamten pH-Bereich durchtesten kann. Im Fall einer 
mehrbasigen Siiure tritt jedoch ein Problem auf, das noch 
nicht vollig befriedigend gelost wcrden konnte. Es ist das 
Problem der sogenannten ,,mikroskopischen" Dissoziations- 
k~nstanten'~! Was darunter zu verstehen ist, wird aus dem 
Reaktionsschetna (4.2-6) deutlich. 

IIXl-X,TI 

0 

C& = 5 M 

6E = 3,85 l~T~/crn 

IOps/crn 

cLa= I 1 0 . ~  M 
6 E  = 3.85 10-3/cm 

lGps/cm 

ci0 = 2 M 

6E = 3,L5 1G-3/cm 

1 O p l c m  

cE0= 3 I O - ~ M  

6E = 3,7 10-3/crn 
IOpslcrn 

mox 

I 

Z ~ s / c m  

Csr = 1 10 M 

6E = 3.85 10-3/cm 
5ps Icm 

cQr= 2 I O - ~  M 

6E i 3.7 1G~3/cm 

5 p I c m  

c i r=  3 10-5 M 

6E = 3,85 10 3/cm 

Spslcm 

Abb. 14. Rclaxationskurvcn, hervorgerufen durch (elektrischen) Feldsprung 
im Systrm Ca odcr S r  und Murexid in Methanol. Die I-rgebnrssc beriehen 
sich auf den Schritt M L + L S M L , .  Die Maxima von r nnd T liegen be] 
&,= ' i2c:. Eiii rweiter (langsamcrer) Relnxationscffckt, dci- bei hi3hrrcn K o n -  
rentrationcn dea Metallions zu e m a r t e n  ist, bezieht sich auf die St i ik  
ML, + h l S 2  ML. 
a) Oszillogramine. 
b) Normierte Diagramme fur I ( E )  imd T .  Die errnittelten Wcite sind fur 
Ca:K2=5.1O5M-I  und fur S r : K 2 = 1 . 5 . 1 0 ' M ~ ' .  ',:, berielit sich auf die 
~esamtkonzen t r a t ion  des Metallions. cf betriigt in beidcn Serien 4.10.' M .  
Die Kurven I bis 5 beziehen sich auf folgende angenommene Wcrte Kir K 1 .  
I )  ] .Ox  10'. 2) 5.6 x lo5. 3 )  3.1 x lo5, 4) 1.8 x 10' nnd 5 )  1 0 x 10'. 

Die beiden pK-Wcrte, die man aus der Titration erhiilt, 

Die pK-Werte konnen um Grofienordnungen differieren, was 
jedoch nicht unbedingt bedeutct, daR die pK-Werte der einzel- 
nen Gruppen X I  und X2 sehr verschicden sind. Stark unter- 
schiedliche pK-Werte findet man sogar bei Siiuren mit identi- 
schen Gruppen X1 und X2.  Der Grund dafur ist in Nachbar- 
schaftseffekten xu suchen, die aus dcr Anderung der elektri- 
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schen Ladung resultieren. Die wahren oder ,,mikroskopischen" 
Konstanten lassen sich nur dann bestimmen, wenn man zusatz- 
lich zuden Werten pK und pK2 die Konstante des Isomerisie- 
rungsgleichgewichts kennt. Eine direkte Zuordnung 
wiirc miiglich, wenn sich die beiden Zustiinde 0 und 0 
experimentell identifizieren lieBen, z. B. aufgrund unterschiedli- 
cher spektroskopischer Eigenschaften. Im allgemeinen ist eine 
solche Zuordnung aber sehr schwierig und gelingt nur mit 
(mehr oder weniger zutreffenden) Annahmen, die auf speziellen 
Analogicn zu den Spektren fhnlicher (z. B. methylicrter) Ver- 
bindungen beruhen. Infolge der schnellen gegenseitigen Um- 
wandlung von @ und @ ist es im allgemeineii nicht miiglich, 
einen der beiden Zustlnde chemisch abzufangen und den 
anderen dann separat mittels einer spezifischen Reaktion zu 
titrieren. 

Mit dynamischen Methoden IieBe sich im Prinzip der Isome- 
risierungsschritt im Relaxationsspektrum erfassen. Denn im 
Zeitspektrum tritt eine Gescliwindigkeitskonstante auf, die 
unter geeigneten pH-Bedingungen direkt der Umwandlungs- 
reaktion 1 ,  Ordnung @S@ zugeordnct werden kann. Un- 
glucklicherweise sind die Zeitkonstanten und die Amplituden 
von Reaktionen 1 .  Ordnung, sofern diese direkt registriert 
werden, konzentrationsunabhiingig'". Daher kann man nicht 
unmittelbai- (d. h. ohne Verwcndung von Analogien) aus einer 
der lsomerisierung zugeschriebenen Relaxationszeit die einzel- 
iieii Geschwindigkeitskonstanten (kab und kba) bestimmen. Es 
ist auch nicht moglich, die Relaxationsamplitude aufzuspalten 
in die unbekannten GroBen: Gleichgewichtskonstante und 
Rcaktionsenthalpie (oder Reaktionsvolumen) sowie in die fiir 
die Anzeige notwendigen Parameter (wie z. €3. die Differenz 
der Extinktionskoeffizienten von Zustand @ und@). Wieder- 
um ist die interpretation nur im Rahmen vereinfacliender 
Annahmen miiglich. 

Man kiinnte diese Schwicrigkeit umgehcn, indem man das 
gesamte Relaxationsspektrum sorgfiltig registriert und  die 
Konzentrationsabhlngigkeiten aller Zeitkonstanten und Am- 
plituden genau aufzeichnet. Unter giinstigen pH-Bedingungen 
1iiBt sich das Reaktionssystem auf jeweils ein Dreieckschema 
beschranken (hohe pH-Werte: 2a 2b ; niedrige pH-Werte: 

& ). Diese Methode ist allerdings aucb nicht frei von 
Schwierigkeitcn: Die protolytischen Kcaktionen verlaulen im 
allgemeinen difFusionskontrollicrt. d .  h .  sehr sclinell, so daO 
die Gcschwindigkeiten der einzclnen Rcaktionsschritte nicht 
ohne weiteres voneinander unterscheidbar sind. Die Schritte 
0 @ und @@ bzw. @@ und @ @ konnen da- 

her nicht als getrennte Reaktionen aufgeliist werden. 
Zu einer eleganteren Losung des Problems gelangt man 

durch einen kleinen Trick: Man geht von Situationen aus, 
bci denen die Zustiinde @ und @ dominieren, und gibt einen 
spezifischen Reaktionspartner zu, der nur rnit einem der Zu- 
stiinde a oder b reagiert (z. B. bei HS-R--NH ein spezifisches 
SH-Reagens). Diese spezifische Reaktion darf weder irreversi- 
be1 sein noch darf sic zu langsam verglichen mit der Reaktion 
1. Ordnung - ablaufen. Mit anderen Worten, das Hilfssystem 
soil nicht einen der beiden Zustande ,,beseitigen", sondern 
sich mit diesem schnell ins Gleichgewicht setzen und damit 
an die Isomerisierung a+b ankoppeln. Fur ein solches System 
gelten die in Tabelle 4 b hergeleiteten Beziehungen. Zur Aus- 
wertung ist nur die Kenntnis menbarer GroDen (z.B. zwei 
Relaxationszeiten und die Einwaagekonzentrationen der Pro- 
be und des Hilfssystems) erforderlich. Das Beispiel der Reak- 
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tion von Sulfit rnit 4-Pyridincarbaldehyd, das in Abschnitt 
2.4 diskutiert wurde, gehort in diese Kategorie von Reaktionen. 
Im Teil 2.4 befallten wir uns ausschlieBlich mit dem schnellen 
uiid damit getrennt auftretenden Schritt zweiter Ordnung. 
Die Terme fur die langsame Hydratationsreaktion (1.  Ord- 
nung) in Gegenwart von Sulfit enthalten tatsachlich konzentra- 
tionsabhiingige Faktoren, so daD alle Geschwindigkeits- und 
Gleichgewichtsparameter auf diese Weise bestimmt werden 
konnten. Obwohl sich diese langsamen Hydrationsprozesse 
auch mit anderen Methoden untersuchen IieDen, zeigt dieses 
Beispiel eine Anwendungsmoglichkeit auf, die besonders im 
Bereich der Biochemie von groDem Nutzen sein konnte. 

4.3. Ternare Systeme 

Fur Relaxationsuntersuchungen mu6 ein System generell 
zwei Voraussetzungen erfullen: Erstens muB es auf eine von 
auBen aufgezwungene Anderung eines intensiven Parameters 
(7; P, E )  reagieren und zweitens mu8 es ein registrierbares 
Signal hervorbringen, .anhand dessen die Verschiebung des 
Gleichgewichts aufgezeichnet werden kann. Der Effekt der 
Glcichgewichtsstorung hangt von der GroDe der Reaktionspa- 
rameter wie z. B. der Enthalpie (AH) oder des Reaktionsvolu- 
mens (A V )  ab. Sind diese bei einem gegebencn System zu klein, 
so kann dennoch uber ein Hilfssystem, das typische Pufferei- 
genschaften hat und empfindlicher auf externe Kriifte reagiert, 
eine Storung des betreffenden Gleichgewichts erzwungen wer- 
den. Diescs Prinzip ist von besonderer Bedeutung in solchen 
Fallen, in denen die Gleichgewichtsstorung durch Verwendung 
starker elektrischer Felder hervorgerufen wird. Einen meDba- 
ren Dissoziations-Feldeffekt erhalt man aber nur, wenn beide 
Reaktionspartner eine UberschuBladung besitzen. Metallkom- 
plexe mit neutralcn Liganden erfullen diese Voraussetzungen 
nicht. Ein ,,sekundarer" Feldeffekt kann dann immer noch 
mit Hilfe konkurrierender, geladener Liganden erzeugt wer- 
den, die die freien Metallionen puffern und damit deren Wech- 
selwirkung rnit neutralen Reaktionspartnern beeinflussen. 

Biniire Gleichgewichte wurden schon in Abschnitt 3 disku- 
tiert. In manchen Fallen braucht man jedoch zwei Hilfssyste- 
me, uiid zwar einen Puffer und einen Indikator. Eine Verall- 
gemeinerung der Beziehungen fur binare Systeme ist daher 
von besonderem Interesse und wird hier explizit fur zwei 
Arten von ternaren Systemen ausgefuhrt. Das Beispiel in 
Anhang 2 zeigt dariiber hinaus, wie die Behandlung auf eine 
beliebige Anzahl von Reaktionspartnern, Metallionen oder 
Liganden, rekursiv erweitert werden kann. 

4.3.1. Probe, Puffer, Indikator 

Es sei angenommen, daR drei Arten von Liganden X, Y, 
Z um Bindung an dasselbe Metallion M konkurrieren. Dabei 
wird zunachst offengelassen, welche der drei Spezies die Probe, 
der Puffer oder der Indikator ist. Splter wird es naturlich 
notwendig, die speziellen Eigenschaften einer jeden der drei 
Verbindungen festzulegen, da diese die an ihre jeweilige Rolle 
gekniipften Bedingungen nur unter ausgewiihlten Konzentra- 
tionsverhiiltnissen erfullen konnen. Die entsprechenden 
Gleichgewichte sind 

M+X*MX 
M + Y e M Y  
M + % + M %  
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Es gelten dic Massenwirkungsbeziehungen (4.3-10) 

(4.3-2) 

denen die Amplitudenfaktoren 

(4.3-3) 

zuzuordnen sind. Weist nur ein System, namlich der Indikator 
2, beobachtbare Kvdnderungen bei der Komplexbildung auf, 
so ist dessen Konzentrationsverschiebung die einzige GroRe, 
die registriert wird. In Abwesenheit von X und Y ist diese 
Anderung gegeben durch: 

ci cML = rL  6 In K L  (4.3-4) 

In Abschnitt 3.2 wurde schon darauf hingewiesen, daR in 
Gegenwart des X-Systems das aufgezeichnete Signal modifi- 
ziert wird: 

mit 

Kommt auch das Y-System hinzu, so erhalt man den in bezug 
auf X und Y symmetrischen Ausdruck: 

mit 

(4.3-7) 

(4.3-8) 

Da hier der Indikator Z die einzige Spezies ist, die ein endliches 
Signal zur Registrierung beisteuert, ist cM durch ti, ' . q/( I -q) 
gegeben, wobei q/(l -q) dem in Abschnitt 2.1 eingefuhrten 
Extinktionsquotienten (E - E,)/(E, - E) entspricht. Bei einer 
durch einen Temperatursprung hervorgerufenen Storung er- 
hiilt man: 

Bis hierher wurde zwischen X und Y nicht speziell unterschie- 
den. Wie man erkennt, bcwirkt der EinfluU einer sekundiiren 
Verschiebung selbst dann noch einen Beitrag beider Sysfemr 
zur Amplitude, wenn eine der Reaktionsenthalpien praktisch 
gleich Null ist. Vollstandige Pufferung von M, sowohl durch 
das X- als auch durch das Y-System bedeutet: 

oder explizit ausgedriickt: 

Die Amplitude des gemessenen Signals h h g t  von der relativen 
Stirke beider Puffer-Effekte ab, die in der GriiRe des Verhllt- 
nisses 

zum Ausdruck kommt, wobei der Index i fur X oder Y steht. 
1st die Wirkung des einen Puffers (i) vie1 starker als die des 
anderen, so vereinfacht sich GI. (4.3-7) zu 

Die Eigenschaften des Konkurrenten von i konnen d a m  aber 
nicht mehr registriert werden. Haben andererseits X und Y 
die gleiche Pufferwirkung, so tragen beide, unabhiingig von 
ihrer absoluten Pufferkapazitiit, zur Amplitude bei: 

(4.3-15) 

Der Kunstgriff, ein endliches Signal fur die zu untersuchende 
Reaktion zu bekommen, besteht darin, einen Puffer auszuwiih- 
len, der eine mit der Probe vergleichbare Komplexstabilitiit 
besitzt. Wirkt dagegen iiur einer der beiden Konkurrenten 
X oder Y als starker Puffer, so kann dessen Gleichgewichts- 
konstante nicht mehr aus dem Relaxationssignal gewonnen 
werden. Die Tatsache, daR das Signal nur in Gegenwart beider 
Spezies X und Y beobachtet werden kann, charakterisiert die 
Gesamtreaktion als Substitutionsreaktion. 

Die Moglichkeit, ,,sekundare" Verschiebungen zu induzie- 
ren, eroffnet einen neuen und sehr allgemeinen Weg zur Bestim- 
mung von Stabilitiitskonstanten. Diese Methode ist zur Unter- 
suchung der Wechselwirkung von Alkalimetall-Ionen mit elek- 
trisch neutralen Antibiotika, die die Eigenschaften von lonen- 
Carriern zeigen, benutzt worden. In diesem Fall wird der 
,,sekundare" Feldeffekt rnit geladenen ionophoren Verbindun- 
gen (z. B. Nigericin, Monensin) erzeugt. 

4.3.2. Indirekte Anzeige 

In diesem Abschnitt sol1 noch ein weiteres binares System, 
dem fur die Titration eine wichtige Rolle zukommt, beschrie- 
ben werden: Zwei Substrate A und B konkurrieren miteinander 
um denselben Bindungsplatz, z. B. an einem Enzym P, wobei 
jedoch das eine Substrat - beispielsweise B - zusiitzlich noch 
rnit einem Konkurrenten von P reagieren kann. Dicscr Kon- 
kurrent kann ein lndikator (1) sein, der sein Absorptionsspek- 
trum durch die Bindung des Substrats B veriindert. Kine ande- 
re, formal sehr iihnliche Situation liegt vor, wenn B mit dem 
Indikator zwar keinen Kompfex bildet, jedoch rin Proton. 
ein Elektron oder ein Metallion auf diesen ubertriigt. Ein 
Titrationsverfahren, das diesen speziellen Gegebenheitcn 
Rechnung triigt, kann sehr nutzlich sein, denn oft besitzen 
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weder das Protein noch das Substrat registrierbare optische 
Eigenschaften. Andererseits ist es durchaus moglich, eine Sub- 
stanz zu finden, die sowohl an das Protein als auch an einen 
Indikator gebunden wird. So geben vide Proteine bei der 
Anlagerung eines Substrats ein Metallion ab, z. B. wird Ca2+ 
bei der Bindung von Acetylcholin an das zugehorige Rezeptor- 
protein freige~etzt"~! Keine der drei Komponenten Ca2+,  
Acetylcholin oder der Rezeptor weisen optische Eigenschaften 
auf, die fur  die Aufzeichnung der Titrationsmessungen heran- 
gezogen werden konnten. Ca2+ jedoch lagert sich an einen 
Indikator, z. B. Murexid, an und verandert dadurch dessen 
Spektrum. Diese spektrophotometrische Anzeige gibt Aus- 
kunft uber die Konkurrenz zwischen Ca2+ und Acetylcholin 
(siehe hierzu Tabelle 2 und Abb. 4). Viele iihnliche Falle, 
sowohl in der Proteinchemie als auch in der Komplexometrie, 
lassen eine Behandlung dieses Problems, das von besonderem 
praktischen Interesse ist, als wunschenswert erscheinen. 

Wir bezeichnen das Protein rnit P, den Indikator rnit I 
und die beiden Konkurrenten mit A und B. 

Die Binduugsgleichgewichte und die dazugehorigen (verein- 
fachten) Massenwirkungsbeziehungen sind durch 

oder 
('I" ' c1 

('1' . c" 
B + I ' e B ' + I  K ,  = 

gegeben. Die gesamte Zusammensetzung des Systems geniigt 
den Erhaltungsbeziehungen 

Hier ist anzumerken, daBfiir alle rnit einem ,,Strich" versehe- 
nen Symbole, was immer dieser auch bedeutet (z. B. ein Proton 
oder ein Elektron), entsprechende Erhaltungsbeziehungen er- 
fullt sein mussen. Die oben angegebenen Cleichungen gelten 
nur, wenn es keine weiteren Acceptoren fur das so symbolisierte 
Teilchen (z.B. Proton oder Elektron) gibt und dieses selbst 
nicht in freier Form auftreten kann (zumindest nicht in einer 
mit cI oder cB vergleichbaren Menge). 

Die Art und Weise, nach der sich die einzelnen Konkurrenz- 
reaktionen uberlagern, wird im obigen Schema durch die bei- 
den Klammern angedeutet. Die verschiedenen Indikatorfor- 
men I und IB sowie 1 und I' sind die einzigen Verbindungen, 
die zur meBbaren Absorption beitragen. Folglich kann CB 

direkt anhand des Extinktionsquotienten bestimmt werden: 

mit 

C I B = ~ C ?  und c l = ( i  -q)c," (vgl. Abschnitt 3.2) 

oder 

c l=qcp und cI =( I  -q)cp 

Fur die erfolgreiche Ausarbeitung einer Titrationsmethode 
muB man diese Terme in geeigneter Weise kombinieren, so 
daB man eine Beziehung zwischen den mepbaren Extinktions- 
verhdtnissen oder ihren differentiellen Veriinderungen, den 
Einwaagekonzentrationen (die optimal gewxhlt sein mussen) 
und den zu bestimmenden Stabilitatskonstanten bekommt. 
Im Anhang 3 haben wir die so erhaltenen Beziehungen zusam- 
mengestellt. Die Relaxationsamplituden sind in impliziter 
Form angegeben. Die allgemeinen Ausdrucke haben eine ziem- 
lich komplexe Struktur und miissen daher fiir eine optimale 
Anwendung im Detail analysiert werden. Die Tatsache, daI3 
man es rnit zwei einander uberlappenden, konkurrierenden 
Systemen zu tun hat, schriinkt die Wahl gunstiger Bedingungen 
wesentlich ein. KA und KB diirfen sich nicht zu sehr voneinan- 
der unterscheiden. Der lndikator s o h  in einer Konzentration 
vorliegen, bei der Veranderungen von CB am empfindlichsten 
registriert werden konnen. AuI3erdem mussen fur die Einstel- 
lung der Konzentrationen cA, cB und cp speziell die Werte 
der Konstanten K,' und K"' beriicksichtigt werden. 

Der vollstandige Ausdruck fur die Amplitude ( F c B I ) ~ ~ ~  ist 
im Anhang 3 angegeben. K A  kann am einfachsten bestimmt 
werden, i d e m  man die zugehorige Relaxationszeit qII bei 
einem UberschuB von cp miBt. Eine lineare Auftragung, ent- 
sprechenddem inAbbildung2gezeigten Beispiel, liefert die zwei 
Geschwindigkeitskonstanten, deren Verhaltnis K A  definiert. 
Aus der Gleichung fur (6 cBI)III ist zu entnehmen, unter welchen 
Bedingungen sich endliche Signale registrieren lassen. 

Die Anwendung der indirekten Indikation erfordert ein 
grundlegendes Verstiindnis der Theorie und IaDt sich keines- 
wegs auf die schematische Befolgung von MeBvorschriften 
reduzieren. 

5. Das Procedere 

Das Interesse des Chemikers an Titrationen ist natiirlich 
eher praktischer als fundamental-theoretischer Natur. Es er- 
scheint daher geboten, diesen Fortschrittsbericht rnit einer 
kritischen und vergleichendeu Ubersicht uber die Titrations- 
prinzipien und ihre praktische Anwendbarkeit abzuschlie8en. 
Naturlich darf man aber hier keine vollstandige Zusammen- 
stellung der Titrationsverfahren oder eine Spezifizierung aller 
notwendigen Eigenschaften erwarten, die einen Komplexbild- 
ner, Indikator oder Puffer auszeichnen sollten. Dazu verweisen 
wir auf die einschlagige Literatur", 17] ,  

Eine gute Titrationskurve ist durch einen scharfen iibergdng 
gekennzeichnet, gleichbedeutend einem definierten Endpunkt. 
Im Grenzfall entspricht ein solcher Endpunkt einer echten 
Diskontinuitat, das heiMt, daI3 in einem kritischen Konzentrd- 
tionsbereich, niimlich in der unmittelbaren Umgebung des 
Aquivalenzpunkts, die Zugabe einer geringen Menge Stan- 
dardlosung die Konzentration der noch nicht umgesetzten 
Probensubstanz (oder eines angekoppelten Reaktionspartners) 
um CroBenordnungen andert. Wo immer sich eine solche 
Situation verwirklichen liint, ist die konventionelle Titrations- 
methode unschlagbar ~ vorausgesetzt, Ziel der Untersuchung 
ist die quantitative Analyse. Sol1 andererseits der Gegen- 
stand der Untersuchung die Bestimmung der Kom- 
plexstabilitat sein, so bietet ein extrem scharfer Endpunkt 
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keinen Vorteil. Im Gegenteil, hier ist der allmiihliche Ubergang 
erwunscht, denn gerade die Abweichung von der Diskontinui- 
tiit enthalt die gesamte Information iiber die Stabilitats- 
konstante: Mit der Verbreiterung der Titrationskurve geht 
gleichzeitig eine Verschiebung des Halbwertspunktes langs 
der Konzentrationsachse einher, wobei schlieBlich im Falle 
von K . ci < 1 die relative Lage des Halbwertspunktes ein direk- 
tes MaB fur K wird. TrBgt man dann Tb gegen den Logarith- 
mus der Konzentration der Standardlosung ( c i )  auf, so tritt 
der Wendepunkt der Titrationskurve genau bei logci = 

- logK auf. Unter dieser Voraussetzung nimmt die Kurve fur 
verschiedene Komplexstabilitaten dieselbe Standardform an 
(vgl. Abb. 3). Die klassischen Anwendungen in der Enzymche- 
mie - kinetische Untersuchungen unter stationaren Bedingun- 
gen eingeschlossen - beziehen sich auf die’ oben erwahnten 
idealen Gegebenheiten (vgl. Abbildungen 2,8 und 12). Es 1st of- 
fensichtlich, daB die Voraussetzungen fur eine solche Situation 
nur im Falle nicht allzu groljer Komplexstabilitat erfiillbar 
sind. Die meisten Detektionstechniken sprechen auf Konzen- 
trationen unterhalb 10-4-10-6 M kaum oder gar nicht mehr 
an. Dies gilt rnit Sicherheit fur die polarimetrischen (ORD 
und CD), spektrophotometrischen (selbst fur Substanzen rnit 
hohen Extinktionskoeffizienten) und die konduktometrischen 
Verfahren (angewandt auf waBrige Losungen). Die Fluorime- 
trie[*], soweit sie anwendbar ist, erlaubt im allgemeinen ein 
Arbeiten bei niedrigeren Konzentrationen, auch unterhalb von 

M. Im Hinblick auf eine selektiue Erfassung sehr kleiner 
Konzentrationen kommt der Polarographie und anderen elek- 
trochemischen Verfahren besondere Aufmerksamkeit zu. 
Nichtsdestoweniger muD man immer dann, wenn die Stabilitat 
der zu untersuchenden Komplexverbindungen sehr groD wird, 
schlieBlich doch auf Hilfssysteme zuruckgreifen und nach den 
Regeln der Substitutionsmethoden vorgehen. 

Die in diesem Beitrag eingefuhrten dynamischen Titrations- 
verfahren sind im Bereich geringer und maRiger Komplexstabi- 
litat den gebrauchlichen statischen Methoden ebenbiirtig, bei 
Komplexen rnit hohen Stabilitaten und insbesondere bei mehr- 
stufigen Systemen sind sie ihnen eindeutig uberlegen. Alle 
bekannten reversiblen Reaktionstypen, die rnit den klassischen 
Titrdtionsverfahren untersucht wurdenL4. 7 ,  ‘’I lassen sich 
ebensogut rnit Relaxationsmethoden studieren. In der Tat 
1st die Information, welche die dynamischen Verfahren liefern, 
vie1 direkter mit den Gleichgewichtsparametern (sowie auch 
den kinetischen Konstanten) verkniipft. AuDerdem ist sie we- 
sentlich detaillierter, wenn es sich um mehrstufige Prozesse 
handelt. Gerade im Bereich gekoppelter, mehrstufiger Systeme 
bieten sich der dynamischen Analyse Wege an, die den klassi- 
schen Vcrfahren grundsatzlich versperrt sind (vgl. Tabelle 2, 
Abb. 7 und 11 ). 

Bei einer 1 : 1-Komplexbildung, unter der Voraussetzung 
K $ rProber zeigen die logarithmischen Ableitungen 
aT,/aIn K und aTb/aln cSVsndard sehr Ehnliches Verhalten. In 
diesem Fall ist es die Position des Maximums auf der cSlasdard- 
Achse, die die gesamte Information iiber die Stabilitats- 
konstante K liefert, die sonst in der Einheitsform einer Stan- 
dardkurve vcrborgen bliebe (siehe Abb. 3). Im Fall K -  ’ << cprObe 
1st die Situation vollig anders. Hier entsprechen die Konzentra- 
tionsabhangigkeiten der Ampiituden, besonders abcr der Zeit- 
konstanten, eher der zweiteri Ableitung von Tb nach cStandard. 

[*]  t i n e  ijbersicht ubcr fluoi-imetrirchr Technikcn fiir Titrationcn und Rela- 
xationsuntersuchungcn gibt Joriii [12]. 

Man konnte sagen, dalj erst die Verwendung der hoheren 
Ableitungen von T, eine vollstandige Mobilisierung der iiber 
die Stabilitatskonstante erhaltlichen Information zuliiljt. Wir 
miissen uns daher vor allem auf solche Beziehungen konzcn- 
trieren, in denen eine Annaherung an eine Singularit” at zum 
Ausdruck kommt. In der trigonometrischen Darstellung sind 
dies Funktionen mit dem Term 1 - tg”(42) im Nenner (wobei 
n eine ganze Zahl 2 1  ist). Diese Ausdriicke verkniipfen die 
Gleichgewichtsparameter rnit einem kritischen Abstand auf 
der Konzentrationsachse, z. B. rnit der Halbwertsbreite der 
glockenformigen Kurven von T‘, r sowie t oder rnit dem 
Abstand zwischen zwei Maxima von r’ (die Ableitung von r 
nach der Konzentrationsvariablen). Je scharfer der End- 
punkt definiert ist, um so kurzer werden diese kritischen Ab- 
stande und folglich um so hiiher sind die Anforderungen 
an die Signalverstarkung und -auflosung, d. h. die Unterschei- 
dung des Signals vom Rauschhintergrund. Eben daher kornmt 
es dann urn so mehr auf die Genauigkeit der Konzentra- 
tionseinstellung an. Bei mehrstufigen Reaktionssystemen bietet 
die differentielle Registrierung betrlchtliche Vorteile, denn 
nur die Scharfe der in den Funktionen r, r’, t oder T’ 
auftretenden Maxima erlaubt eine Unterscheidung der ver- 
schiedenen eng iiberlagerten Reaktionsschritte, die in den ein- 
fachen Titrationskurven nur als Kontinua erscheinen. 

In diesem Zusammenhang sollten wir vor allem auf die 
differentielle Konzentrationsverschiebung 6 c  selbst aufmerk- 
sam machen. Da Einwaagekonzentrationen nur innerhalb ge- 
wisser Genauigkeitsgrenzen festlegbar sind, sollte die Differenz 
6 c auf moglichst direkte Weise gemessen werden konnen. 
Das laDt sich auch erreichen - und zwar unabhangig davon, 
welche Relaxations- und Anzeigetechnik man verwendet - 

indem man zwei identische MeDzellen mit der gieirhen 
Referenzlosung fiillt, so daR sich bei der Differenzbildung 
alle nur moglichen Unterschiede der Zusammensetzung elimi- 
nieren. D a m  werden schrittweise exakt geeichte kleine Men- 
gen Standardlosung hinzugefugt. Simultan dazu wird jeweils 
in einer der beiden Zellen eine Storung des Gleichgewichts 
induziert. Die differentielle Antwort auf diese einseitige Sto- 
rung wird registriert. Verfahren iihnlicher Art sind auf dem 
Gebiet der P ~ l a r o g r a p h i e [ ~ ~ ]  wohlbekannt. Gewijhnlich ist 
es nicht notwendig, die ahsoluten Werte der Konzeiitrationen 
sehr genau zu kennen, denn bei exakter Kalibrierung der 
Konzentrationsvariation 1aDt sich der Aquivalenzpunkt ein- 
deutig aus den Kurvenformen (d. h. den Maxima oder Schnitt- 
punkten) rekonstruieren. 

Bei der direkten Messung der Relaxationsamplitude ist es 
die Anderung von z (=7;  P oder E), die nur in einer der 
beiden Zellen induziert wird. Die Dissymmetrie der Storung 
kann sich aber auch a k i n  auf die Konzentrationsverschiebung 
6c beziehen. 

Will man z. B. die zweite Ableitung der Titrationsfunktion 
messen, so stellt man beide Losungen auf eine konstante Diffe- 
renz in r: ein. Sodann durchfGhrt man ~~ schrittweise oder 
kontinuierlich - durch Zugabe gleicher (geringster) Mengen 
an Standardlosung in beide Zellen die gesamte Titrationskur- 
ve. Auch diese Verfdhrensweise ermoglicht die differentielle 
Registrierung der Relaxationsamplituden, da jetzt die (z. B. 
durch einen Temperatursprung bewirkte) Storung sirnultan 
in beiden Zellen auftritt, die allein hinsichtlich der Zusammen- 
setzung ihres Inhalts um einen Betrag 6 c: differieren. 

Die Verfahren zur Bcstimmung von T’  und f unterscheiden 
sich in einem wichtigen Punkt. Die djrekte Messung der Krum- 
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mung der Titrationsfunktion T“ erfordert die Bestinimung 
einer differentiellen Verschiebung 2. Ordnung 62 c i ,  wlihrend 
die Registrierung der Amplitudendifferenz (d. h. f’) nur rnit 
einer differentiellen Verschiebung 1. Ordnung in der Konzen- 
trationsvariablen korreliert ist. Die Veranderung des intensi- 
ven Parameters 6z ist unabhgngig von 6c: und kann so einge- 
stellt werden, daB man ein moglichst groRes Signal erhllt. 
Diese Tatsache zeigt deutlich, dalj einer der entscheidenden, 
begrenzenden Faktoren, namlich S& die beiden Titrationsver- 
fahren ganz unterschiedlich beeinflufit. Bei hohen Werten fiir 
K darf man jeweils nur geringste Anderungen in c i  vornehmen, 
da die beobachtbaren Effekte ausschlieRlich in der unmittelha- 
ren Umgebung des Aquivalenzpunktes auftreten. Folglich wird 
die absolute GroIje von 6 c i  zum begrenzenden Faktor fur 
die Genauigkeit, und gerade dieser Umstand bewirkt, daB 
die Fehlergrenzen fur beide Methoden ziemlich unterschiedlich 
ausfallen. 

Alle diese Betrachtungen fuhren unausweichlich auf die Kar- 
dinalfrage: 

Welche Methode ist optimal jiir ~veiches Problem? 

Aufgrund der vorangegangenen Diskussion lautet die Ant- 
wort, daR vor allem bei hohen Stabilitatskonstanten, d. h. 
bei kleinen p-Werten und gut definierten Endpunkten, die 
dynamischen Methoden auch hinsichtlich der Empfindlichkeit 
den klassischen Verfahren eindeutig uberlegen sind. Die Vor- 
teile geben sich bei allen Arten von Reaktionen - z. B. 1 : I - 
Komplexbildung, Substitutionsreaktionen, besonders aber bei 
mehrstufigen Reaktionssystemen eindeutig zu erkennen. 
Daruber hinaus liefern die Relaxatioiisamplituden auch noch 
Informationen uber thermodynamische Parameter wie AH 
oder A V  

Die Relaxations-Titration erfordert jedoch ausgekliigeltere 
MeBtechniken fur die dynamische Registrierung von Signalen, 
und diese gehoren normalerweise nicht zur Standardausrii- 
stung eines chemischen Labors. Man konnte vielleicht daran 
denken, auch statische Perturbations-Methoden zu verwenden, 
z. B. indem man die Differenz der Titrationsfunktionen zweier 
Zellen, die auf unterschiedlicher Temperatur gehalten werden, 
aufzeichnet. Wie in Abschnitt 2.4 bereits gezeigt wurde, sind 
dann jedoch unbedingt Korrekturen fur physikalische Effekte, 
z. B. fur die thermische Ausdehnung notwendig, die zumeist 
von ahnlicher GrBRenordnung sind wie die zu erwartenden 
chemischen Effekte. 

Unter den zur Verfiigung stehenden Relaxatioristitr.a~iotz.s- 
metlzorleri sollte diejenige ausgewahlt werden, die gewahrleistet, 
daB das zu untersuchende System auf die Anderung des iiuBe- 
ren Parameters wie 7; P oder E mit maximaler Amplitude 
reagiert. 

Wenn das System selbst keine hinreichend groBe Gleichgc- 
wichtsverschiebung aufweist, kann unter Verwendung eines 
Puffers cine sekundare Storung des Gleichgewichts forciert 
werden. 

Die ausgepriigten Kurvcnverlaufe von T’% f und T verlangen 
eine sorgfgltige Auswahl des optimalen Konzentrationsberei- 
ches, in dem die differentiellen Messungen auszufiihren sind. 
Anderenfalls kann es passieren, daB man iiberhaupt kein end- 
liches Signal erhalt. Bei Relaxationsmessungen mul3 sowohl 
die GroIje der Amplitude als auch der Zeitbereich, in dem 
die Relaxationseffekte auftreten, in Betracht gezogen wcrden. 
Fur die 1 : I-Komplexbildung wurde von Bvubrrcher”“ eine 

Auftragung der reduzierten Amplituden gegen die reduzierten 
Relaxationszeiten - unter speziellen Einschrlnkungen hin- 
sichtlich der Konzentrationen c i  und c i  - vorgeschlagen, 
aus der die optimalen Bedingungen direkt abzulesen sind. 
Die Darstellung durch trigonometrische Funktionen, wie sie 
in dieser Arbeit eingefuhrt wurde, dient dem gleichen Zweck. 
Die verschiedenen Graphiken, die in diesem Zusammcnhang 
in den vorangegangenen Abschnitten gezeigt wurden, sprechen 
fiir sich. Aus ihnen geht klar hervor, in welchen Fallen die 
Methode der kontinuierlichen Variation, bei der die Summe 
von Proben- und Standard-Konzentrationen konstant gehal- 
ten wird,mit Vorteil einzusetzen ist. Die Beziehungen zwischen 
verschiedenen Funktionen (79, r,, T%, Tl’ usw.) werden aus 
Synimetriegriinden ziemlich einfach und weisen auf bisher 
ungenutLte Anwendungsmoglichkeiten hin, wie z. B. die Auf- 
tragung von 1’ gegen T (Abb. 5), bei der alle zu bestimmenden 
Parameter aus den Steigungen und den Achsenabschnitten 
einer Schar von Geraden entnommen werden konnen. Dieses 
Verfahren sollte gerade bei Mikrotitrationen besonders vorteil- 
haft sein. 

Fiir die Art der Probleme, die mit den hier diskutierten 
Methoden untersucht werden konnen, gibt es praktisch keine 
Beschriinkungen. Dynamische Amplituden-Titrationen haben 
sich bei komplexometrischen Untersuchungen bereits sehr be- 
wlhrt, doch konnten sie ebenso gut auf Saure-Base-, Elektro- 
nen-Donor-Acceptor- und insbesondere auf Enzym-Substrat- 
Wechselwirkungen angewandt werden. 

Das optimale Vefiihren ,fur ,jedes Prohlenz zu ,finden hc$t, 
die Kurzst des Titrierens zu heherrschen. 

Wir diinken E’ruulein Ursula Wisriiewski und H e w n  Dip/.- 
Phys. Gerhard Kesslinyfur die .4uji~ellung der Rechenprogram- 
nie, rnit rlenen eine Reihe non Funktionen herechnet urzd die 
graphischen Darstcllungeu erhalten wurden. 

Prcg Peter Schuster, Prof Eberhard Neumann und Dr. Heiizz 
Winklev hahen unsfreundEieherwrise riniye noch nicht wrojfent- 
lichte experimentelle Ergebnisse zur Verjiiguny yestellt. 

Anhang I .  Zusammenfassende Darstellung der thermodynami- 
sehen Theorie ehemischer Relaxationsphanomene[*] 

Als Konzentrationsvariable dient die Keaktionslaufzahl. die die korreliertcn 
stiicliiometi-ischcn Veriinderungen von Keaktanden und Reaktionsproduk- 
ten ausdruckt: d:=dii,!i,,. 11, 1st die Molrahl und I,, der stnchiometrische 
Koerfizient der Komponente. ( v ,  ist positiv fiir Reltktionsproduktc und negntiv 
f u r  Reaktanden.) 1st C auf einen (;leichgewiclits-Referenzwcrt von 11, bemgen 
(wohei < = i i , - i i ? ) ,  so wird fiir alle Teilnzhmer an einer gegebenen Reaktion 
der;-Wert identisch,weildii,i,= -d i iA=  -diig. D i e m  < konjugierte Iiitcnsiv- 
variable 1st die Affinitat A. die dnrch die Beriehung ala 

A = -cac;:ac:l, 
dcliniert ist. aobe i  C die Gihbs-Energie hcdeutet. In bezng auf eine allgemeine 
intensive Variable %(7. P usw.) kann die Vcrschiehung des chemischen Gleich- 
gewichts 

ausgedruckt werden. Aurrcchterhaltung des Gleichgcwichts wlihrend einer 
durch die Vcriinderung von r bewirkten Variation von 2 wird durch den 
Index A gckeiinLeichnet, was anzeigt. dal? 4 =const. = O  1st. Dcr Ausdruck 
@ A W )  entspricht dem A-Term, 2. B. fiir L, = T :  A H I T  oder fur L ,  = p .  - A  C: 
Dei reiipi-oke Wert von -(&,t,?~c),,,~ ergibt den AmplitudenFliktor r:R’/: 
Dieser Faktor. der auch iin Ausdruck fiir die Rclaxationszeit T erscheint, 
hiingt auch von deli Variablen ~ a b .  die withrend der Variation von < konrtant 
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gehalten werden, d. h. er  lautct r ,  iind T~ Pr sofcm der Pi-oieB eine hinrei- 
chend langsame Gleicligewichtseinstellunp bei konstanteni Atmosphiiren- 
druck untl konatanter Temperalur beinhaltet. Be] koiidcnsiertcn Systemen, 
7. B. Titrationslosutigeii, konnen wir diese Indices einfach weglassen, da l inter-  
schiede, die sich auf verschicdene externe Bedingungen besichen (7. R. Is,., 
I ' r p  etc.). vernachldssigbar klein bleibcn. In stark verdiinnten lonen-Liisungen 
oder in F;illen. i n  denen die lonenstkirke konstant gehalten wird, brauchen 
auch die Aktivitiitskoeffi7ienten nicht explizit mitberiicksichtigt 211 werden. 
Der Faklor r ninimt d a m  die e in fxhe  Form 

wobei die Konzentrationen c, und CM, sich jeweils iiuf dcn cntsprcclienden 
Liganden L, und den Metallkomplex M L, be~ iehen .  Die Erhiiltungsrelationen 
lauten - rur beliebige Storungen des Gleichgewichts -: 

8c ,=  - s ( M ,  (3 
fiir i=l.?. ... n an,  die fur allc miiglichen Reaktioiisordnungeii giilttg ist. I n  der Summe 

miissen natlirlich simtliche Reaktanden und Produkte, die am Gleichgewichta- 
vorgang beteiligt sind. berncksichtigt werden. Der Austausch 1st positiv defi- 
nil. da v, nur  i n  quadratischer Form eingeht. Trageii die Aktivitatskoeffizien- 
ten menbar zur Andcrung det- Affinitat A i n  berug a u f  die Reaktionslatil/aIil 
t bci. so mu13 der Amplitudenfaktor durch 

Fntwickelt man die Massenwirkungsbeziehungen, so ergibt sich j ewe~ l s  

h. = r,6 In K ,  -;,, C 8c.MX (41 
k f i  

ersetst werden, wobei r *  mit dem obcn aufgefiihrten Ausdruck identisch 
ist. 
Die Relnxat~onszeit 7 und der  Amplitudcnfaktor r sind miteinander iiber 
die Austauschg~t.schw,indigkelt I' verkndpft, welclic fur eine allgemeiiic Rcak- 
tion 

2 

v 1  A ,  + 1'2 A Z . . . ~ ' k  A h  I ' ~  . I ,4h ~ I +. . . ~ , , 4 , ,  
/\ 

mit den bekannten Definitionen fiir: 

und 

die Form 

Man  hat dabei iibci- alle Partner k van  1 his 11.  mit Ausnahme dcs jeweiligen 
Ligandcn i. 211 summieren 

Ein expliziter Ausdruck fur x8<.Mi kann durch Iteration crhalten ucrdcn.  

Entsprcchend GI. (4) kann man schreihen: 

(h?#)' 

X i %  
A 

annimmt. 
1111 Falle einer nicht diffusionskontrolliertcn Reaktion enthl l t  L den wesent- 

lichen Beitrag der Aktivitatskoeffiz~eiiten n f ' , , ,  I)ie Parameter T, r nnd 1' 
sind miteinander durch die Bc~ ichung  ' = '  

T = r:r 

verknupft. 
Wie KntchdskJ  et al. 1261 gezeigt haben, besteht zwischen elektrischcn und 
chemischen Nctswcrken eine formale Ahnlichkeit. Die linearisierten Ge- 
schwiiidigkeitsgleichungen, die eine Beziehung awischen einem chemischen 
Flun (Umsatsrate) und einer Kraft (Affinitit) herstellen, definieren das chemi- 
schc Analogon fiir einen Widerstand Rrham. und die Abhlngigkeit dcr  x i t -  
lichen Ableitungder KmftgroDe von der  Flul3grofie ermoglicht die Einfuhrung 
einer ,.chemischen Kapazitiit" Cch,,. Der Vergleich ergibt 

R o a m  C<hcm = T 

Die Kombination der beideii Gle~chungen ergibt 

8cM,  +6cM,=r126~nR12-{12 1 bcu, 
k%=c.1.2 

..Widerstand" und ,,Kapazitiit" in eineni hnearen chemischen ..Kreis" hahen 
s o m i l  cine anschauliche physikalische Bedeutung 1271. 

Die Summe 

(d. h. ilk T e r m  auRer k = I und k = 2). 
Ein entsprechender Ausdruck gilt auch fur zwei helieb~ge Partner i und 
j. Dicse Prozedur kann schrittweise fiir die Einberiehung beliebigcr 7usiitz- 
licher Reaktionspartner erweitert uerden und brinpt schliel3lich folgenden 
allgemeineii Ausdruck liervor: 

enthi l t  nun siimtliche Tcrme ~ C N ~  fur  k v o n  3 his n 
h + 1.2 

Anhang 2. Verallgemeinerung der Ansiitze fur ein Reaktionssg- 
stem mit einer Vielzahl miteinander konkurrierender Liganden 

a) Liganden L1,  L2.. .  + Komplexpartner M 

Gegeben sei eine Anfiihl von Liganden I, 2.. . . n, die alle um denselhen Kom- 
plexpartner (oder eincn bcstimmten Bindungsplatz) konkurrieren, indem sie 
mit diesem eirien I : I-Komplex hilden. Dcr gemeinsame Komplexpartner 
s o l 1  mil M (2. H .  ein Metallion). die Liganden sollcn mit L I , L  L.... L,, 
bcmchnet  werden. Die Massenwirkungshcricliungen lassen sic11 wie folgt 
schreihen: 

niit 
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iind 

rl I,, - , I  . > - , ( I  --;,">)+;,e"(l -;I ,"-I) 
(13) 

Die Gultigkeit dieser allgemeinen Form kann durch vollsthdige lnduktion 
bewie\en werdcn. Sic besteht im vorliegenden Fall in einei einfachen trweitc- 
rung des oben fur  k =  1 und k = 2  angewandten Verfahrens. Geht man 
von GI. ( I  I )  mit einem aufgespaltenen Suminenterin 

. ~ 

1 -.. ~~ ; ' I  C" = 
('M , I  r n - l ? ,  

Der gemeinsarne Ligand spielt hier die gleichc Rolle wie das Metallion 
M im ersteii Beispiel, wahrend die Bindungsplatre 1 ... n des Makromolekuls 
P den vorher erwihnten Liganden entsprechen. Die Massenwirkungs- und 
Masscncrhaltungsbeziehungen sind daher analog. Eilsrdi lind !4!.niari [4] 
haben einc Gleichung fur den Rindungsgrad angegeben: 

die in unscrer (leicht a b g c h d e r t m l  Terminologie durch 
aus iind addiert GI. (4). die wie folgt urnzuschreibcn ist: 

so erhdlt man die allgemeine Form voii GI. ( I  I) f u r  m + 1. 
Der let7tc Schritt besteht nun  d a m ,  eine cxplirite Form fiir GI. (4) abzuleiten. 
die fur jeden Komplex giiltig 1st. Hierzu ersetzt man den Summenterm in 
GI. 14) entsprcchend GI. (11)  durch 

-~ 1 Mi = rx  + , 6  In K I  + , - ;'I + , ij( (16) 
* + I  

erset7t wcrden kann. In diesen n Gruppcn mogen m-fach entartete Untergrup- 
pen, d. h. jcwcils m BindungsplatLe mit gleicher Bindungskonstante, enthalten 
sein. R ,  ,, ist wie oben definicrt. 

('I c ox 
X = l  

wobei der lndcu k + i die (n - I)-fache Iteration von k = I bis n, ausgenomnien 
k =I. bcdcutet (7.. R. cur i = n die Iteration voii 1 bis n - I. Man heachle, 
daB die Art der Durchnumcricrung willkurlich ist). 
Die explizitc Form von GI. (4) lautet dam: 

und mit den e i n d n e n  Bindungskonstanten durch die iterativ ableitbare 
Form 

(261 

Daa im Text behandelte ternsire System ist ein Sperialfall der Anwendung 
dieser allgemeinen Beziehung. da die Kombinationsterme mit den Indices 
k + i  die Beitriige des PuTfers und der Probe crfassen, wihrend i selbst den 
lndikator repriisentiert. 
Explicitc Ausdrucke fur c, erhilt man. indem man fiir jeden Ligandeii die 
jeweilige Massenwirkungs- und Massenerhaltungs-Br~ichung miteinandcr 
kombiniert. 

(', + L'M, = <,:' (18) 

verknupft. 
Die allgeiiieinc AmplitudenbcLiehiing, wie sic in Beispiel a )  abgeleitct wurde. 
gilt analog fur die Stbrung von C: 

(27)  

Erisail uiid Wr~?!oit behen hcrvor, dan diese Gleichungen fur  cndlos viele 
Siitre von ii's und K's gelten konnen und daB es hoffnungslos sei, alle denkba- 
ren Moglichkeiten in allgeineiiier Form auszudiskutieren. Es sollte dahcr 
betont werden, daB speziell bet mehrstufigen Bindungsproressen die Relaxa- 
tioiisamplituden-Technik neue Moglichkeiten bietet, individuclle Bindungs- 
konstaiiten anstelle einer Brutto- oder einer rnittleren Bindungskonstante 
festrulegen. Einige Beispiele dal'iir sind im Text angegeben; die Bindungs- 
eigenachaften allosterischer Proteine sollen an anderer Stclle diakutiert wer- 
den [23].  

Falls <'M un;ibh;ingig beatimmt werden kanii (2. B. mittels des Extinktionsquo- 
tienten), so ist die explirite Darstellung vollstdndig dui-ch EinwaagekonLentra- 
tion und mefibarc Parameter moglich. 
Es ergeben sich drei alternative Wege fur die Auswertung: 
I )  Alle auRer einem der K,-Werte sind bekannt (naturliches System) 
2)  Sukzessive Zugabe der Liganden I his 11 (praktikabel n u r  his Liim terniren 

3a) Die Zeitkonstanten uiiterscheiden 
tionsschritte separat bestimmbar s 

3 b) Die Bindungskonstanten sind hinreichend verschieden, so daB durch 
Zugabe von M alle Bindungabereiche sukfesaive durchfahren werden 
konnen (hiiufig identisch mit 3a). 

System) 

Anhang 3. lndirekte Anzeige 

a)  Anzeige durch Kornplexbildung 

Die allgemeine Beziehung rwischen Extinktionsquotienten. Gesamtkonzen- 
trationen iind Glcichgewichtsparametern latitel 

b) Ligand L + Makromolekul P mit mehreren Bindungsplit- 
zen 

init 

[)as gleiche allgcmeine Konzept kann auf den Fall der Lipandenbindung 
a n  ein Makroinolekul P im allgemcinen ein Protein - angewendet werdeii. 
Entsprechende Titrationsverfahren wurden von Edsoil und IVynzrrii [4] disku- 
tiert. Der gemeinsame Ligand L wird an verschiedenen Stellen (1.2 ... n) 
des Makromolckiils gebunden, wobei jeder Binduiigsplatz durch eine spezifi- 
ache Affinitit. repriisentiert durch die Rindungskonstanten K ,  ... K,. ch;irakte- 
risiert ist. 

odrr explizit ausgedriickt 
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b) Anzeige durch Austauschreaktion 

Die Bindungsgleichgewichte fur Probe und Konkurrent sollen die gleichen 
sein wic im Beispiel a). Die Reaktionsanzeige erfolgt hicr jedoch tibcr eine 
Austauachreaktion: 

Die geschweiften Klammern in den Gleichungen gcben an, welche Kombina- 
tionen yon Termen gegeneinander aufgetragen werden pollten. Weitere Verein- 
fachungcn sind moglich fiir c i  = cp" und fiir cp 6 c!,, c; oder cg K ,  9 1. 
Die Gesamtamplitude ist durch 

gegeben init 

(7) 

Die impliziten Terme sind durch Einwaagekon7entrationen und Extinktions- 
quotienten ausdruckbar, wenn man die folgenden Bwichungcn bcnutzt: 

cBI=ll(E: c,=(1 -q)<; l :  Ca=K;' L; (81 
1-11 

Die DifferenLen der einLelnen Amplituden konnen nach dem in Abschiiitt 
4 besprochenen Verfahren bestimmt werden. llnter gleichen Bedingungcn 
hinsichtlich cp, cp und cB miDt man die Amplituden zum eiiieii in Gegenwart 
und zum anderen in Abwesenheit des A-Systems. 
1st die Gleichgewichtseinstellung des A-Systems der langsamste Schritt - 
d. h. Reaktand und Konkurrent B komnien hinreichend schnell ins Gleichge- 
wicht -. so gibt die nicdrlgste Zeitkonstante T,],  Auskunft iiber K A  In1 System 

ist die Relaxat~onszeit gegeben durch 

Erset7tmandcn Extinktionsquotienten 6;' i1/(1 -q)durch  I<;'.c:q'(I -q ) ,  
so konnen alle Ausdrucke aus Beiapiel a )  (untcr Verwendung der ini Text 
angcgcbenen Definitionen) verwendet werden. 
Der Amplitudenfaktor des lndikatorgleichgewichts ist hier durch die Berie- 
hungeii 

sowie 

r, K i c i ,  _ _  
CR ~ i i ' + c i +  KI(CB+CI)  : ' I = - = -  ~ 

definiert. 
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Die englische Originalfassung wurde Grrold ScIiiwrrrribudi I974 z u r  Voll- 
endung seines 70. Lebensjahres gcwidmet. Aufgrund mannigfacher Schwierig- 
keiten hat sich die Drucklegung der ubersetrten Fassung verLijgert. 
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