Die Kunst zu Titrieren

Vom Kklassischen Endpunktverfahren zur modernen
differentiellen und dynamischen Analysel""]

Von Ruthild Winkler-Oswatitsch und Manfred Eigenl")

I'n memoriam Gerold Schwarzenbach

Titrieren heilt, eine Stoffmenge durch chemische Umsetzung mit einer kalibrierten Standard-
substanz quantitativ zu bestimmen. Detaillierte Information tiber die Gleichgewichtsparameter
erhiilt 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 konnen dirckt aus den Amplituden und Zeitkonstanten der dynamischen Verénderungen
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
Feldstirke hervorgerufen werden.

Ganz allgemein sind drei Grundtypen von Reaktionssystemen zu unterscheiden: 1. Ist die
Wechselwirkung zwischen den Reakianden sehr stark (d. h. die Stabilitdt der Komplexverbindung
sehr hoch: K—oo), so kann die (mittlere) Teilchenzahl einer MeBprobe direkt anhand der
Reaktion mit einer bekannten Anzahl von Teilchen einer Standardlosung verglichen und somit
»~abgezdhlt” werden. — 2. Ist im Gegensatz dazu die Wechselwirkung relativ schwach (d.h.
die Stabilitdt des Komplexes gering), so findet eine quantitative Umsetzung der zu bestimmenden
Substanz nur in Gegenwart eines grofen Uberschusses an Standardidsung statt; der zur Errei-
chungdes Halbwertpunktes notwendige UberschuB ist ein direktes Maf3 fiir die Bindungskonstan-
te. — 3. Lediglich bei mittelstarken Wechselwirkungen ist es mdoglich, Titrationskurven zu
beobachten, deren Verlauf charakteristisch fiir die Bindungsstiirke der reagierenden Substanz
ist, wihrend in den Fillen 1 und 2 nur einheitliche Standardkurven fiir die jeweilige Titrations-
funktion erhalten werden.

Im Fall 1 haben wir es vor allem mit der Anwendung der klassischen Endpunktmethode
zu tun. Sie ist fir die quantitative Analyse, d.h. fiir die Bestimmung der Konzentrationen
einer Probe, optimal geeignet. Die dynamischen Verfahren, die auf die Bestimmung der Gleichge-
wichtsparameter adaptiert sind, erweisen sich hier als ziemlich unempfindlich. Im Fall 2 liefern
die klassische und die dynamische Methode vergleichbare Aussagen: Die Massenwirkungspara-
meter erhilt man aus den Extremwerten der Kurven, welche erst nach Zugabe eines Uberschusses
an Standardreagens auftreten. Im Fall 3 dagegen sind die dynamischen MeBverfahren von
Vorteil ; sic ermdglichen eine direkte Bestimmung sowohl der Mengenverhiltnisse der Reaktions-
teilnehmer, der Gleichgewichtskonstanten, der Reaktionsenthalpien oder -volumina als auch
der Geschwindigkeitskonstanten des Reaktionssystems. Der Vorteil der dynamischen Methode
beruht darauf, daB in den beiden Ableitungen der Titrationsfunktion dTi/dIng und dT;/dInp
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 g hervorgehen. (¢ ist das Verhiltnis
von Standard- zu Probenkonzentration, d.h. die eigentliche Titrationsvariable, und p symboli-
siert den Massenwirkungsparameter, d. h. eine reduzierte Bindungskonstante.)

Die zunichst fiir einstufige Systeme erlduterte dynamische Analyse wird fiir die Anwendung
auf mehrstufige Reaktionssysteme verallgemeinert. Es ergibt sich daraus die Moglichkeit einer
Bestimmung simtlicher Gleichgewichts- und Geschwindigkeitsparameter einzelner Reaktions-
schritte in einer vielstufigen Umwandlung, also auch der MefBgréB8en, die aus klassischen Bin-
dungsstudien nicht erhiltlich sind. Eine einheitliche Darstellung der Relationen wird durch
Verwendung trigonometrischer Funktionen erzielt, in denen der Singularititscharakter des
Endpunktes kiarer zum Ausdruck kommt. Die Beziehungen sind in mehreren Tabellen zusam-
mengefaB3t, welche in Verbindung mit den graphischen Illustrationen die Grundlage fiir eine
vergleichende Diskussion bilden.
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Ein Materiesystem komplizierter Zusammensetzung 1st
durch die riumliche und zeitliche Verteilung seiner einzelnen
Bestandteile — ausgedriickt durch deren jeweilige Besetzungs-
dichten — vollstindig charakterisiert. Die Bestimmung dieser
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Besetzungsdichten der verschiedenen molekularen Anteile ist
eine der grundlegenden Aufgaben der Chemie. Normalerweise
kann sie durch ,,Auszihlen“ aufgrund quantitativer chemischer
Umsetzung erreicht werden: Die unbekannte Molekiilmenge
wird dazu gebracht, mit einer bekannten oder meBBbaren An-
zahl spezifischer Partner zu reagieren. Dieses Verfahren heilit
allgemein Titration.

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

Die Messung einer extensiven, d. h. mengenabhdngigen ther-
modynamischen Gréfle als Funktion der Einwaagekonzentra-
tionen der Reaktionspartner ist ein weiteres Verfahren zur
Messung von Stabilitdtskonstanten. Hierbei ist es erforder-
lich, die Gibbs-Energie oder ihre Ableitung nach einer der
intensiven Variablen (wie Temperatur 7, Druck P, elektrische
Feldstirke E) moglichst genau zu crmitteln.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist, die besonderen Vorteile
der dynamischen Titrationsmethoden zur Bestimmung von Bin-
dungskonstanten aus den Relaxationsanteilen extensiver thermo-
dynamischer Funktionen aufzuzeigen und die Resultate dieser
dynamischen Studien mit den Ergebnissen klassischer Titrations-
untersuchungen zu vergleichen.

Hier soll vor allem der Chemiker angesprochen werden,
der aus seiner Laborerfahrung weil}, dall Titrieren nicht eine
Routineangelegenheit ist, sondern daB man fiir jedes Problem
die optimal angepaBite Verfahrensweise finden mufl. Daher
ist ein Verstdndnis der physikalischen Grundlagen — deren
Prinzipien im folgenden erarbeitet werden sollen — unabding-
bare Voraussetzung. ,,Die Kunst des Titrierens” erschopft sich
ebensowenig wie die ,,Kunst des Kochens” in einer bloflen
und schematischen Befolgung von Rezepten.

2. Binidre Komplexbildung
2.1. Titrationskurven und Stabilititskonstanten

Der Ablauf einer chemischen Reaktion kann praktisch trig-
heitslos verfolgt werden, wenn Edukt und Produkt aufgrund
der Umsetzung beobachtbare Verdnderungen ihrer elektroma-
gnetischen Eigenschaften aufweisen. Als Beispiel betrachten
wir die bindre Assoziations-Dissoziationsreaktion:

A+B=AB (2.1-1)

wobei A und B ecine Sdure 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 fiir einen Elek-
tronen-, Protonen- oder Ligandenaustausch sein, obwohl diese
Prozesse formal als Substitutions- und nicht als Additionsreak-
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tionen einzuordnen sind. Mindestens einer der beiden Reak-
tionspartner muf} ein registrierbares Signal hervorbringen,
anhand dessen sich die chemische Umsetzung verfolgen 140t

Sind die beiden Einwaagekonzentrationen c3§ und ¢§ be-
kannt, so nimmt das Massenwirkungsgesetz die folgende
Form an:

CAR

K=Kolf=- — 2.1-2
° (('g—CAB)(CS*CAB) @1-2)

K, ist die thermodynamische Gleichgewichtskonstante, die
sich jeweils auf die vorgegebenen intensiven thermodynami-
schen Variablen bezieht. ITf=f, fz/fap ist ein Term, der die
Aktivititskoeffizienten der Reaktionspartner und -produkte
enthilt. In den folgenden Gleichungen wollen wir diesen Term
(I7f) nicht mehr explizit anfiilhren. Seine Verdnderungen im
Verlaufe der Titration, vor allem bei einer Ladungs-Neutralisa-
tion konnen, falls es sich als notwendig erweist, beriicksichtigt
werden; sie sind jedoch bei kleinen Konzentrationen von A,
B und AB vernachlissigbar. In Gegenwart eines Uberschusses
an Neutralsalz kann der Term generell als konstanter Faktor
in die Konstante K mit einbezogen werden.

Gl. (2.1-2) liefert explizite Ausdriicke fiir die Gleichgewichts-
Konzentration der einzelnen Spezies in Abhingigkeit von ¢§,
¢ und K:

2+@+K Y ‘
cap="2 “’2 _5]/((-2+<-3+1<*1)~—4c2c3 (2.1-3)
ca=cl—can (21-4)
o= —Can (2.1-5)

Wir nehmen nun an, da3 A oder (und) B bei seiner Umwand-
lung in AB ecine meBbare Anderung im Absorptionsspektrum
aufweist, die sich in einer (endlichen) Differenz der Extinktions-
koeffizienten: g5+ecp+eap ausdriickt. Die optische Dichte
pro Einheitslinge (E/l) ist dann durch

E/l:CAﬂA+ CBER+ CABEAB
0, Q. . . . 3
=Calat+ CB&B+LAB(LAB_LA_5}3)

(2.1-6)

gegeben.
Wenn wir den Grenzwert der optischen Dichte fiir ca5=0
mit

Eo/l=c¢n+ e (2.1-7)

und den fiir cg=0, d. h. nach vollstindiger Umwandlung von
B in AB, in Gegenwart eines Uberschusses von A mit

E Jl=cRen+cHean—ea) (2.1-8)

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

[s E—-E
A o _ (2.1-9)
g E,—Ep
ausgedriickt werden.
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Aus Gl.(2.1-9) in Kombination mit dem Massenwirkungsge-
setz 1406t sich eine Rethe von zweckmifBigen Darstellungen 10
der Titrationsfunktion herleiten, aus denen die Gleichgewichts-
konstante jeweils unmittelbar bestimmt werden kann. Eine
bekannte Form ist z. B. die Hildebrand-Benesi-Gleichung!?':

a)

K oder Vi /Km

@__ 4 +K_l (2.1-10)
E-E, E,-E, E,—-E i

Trigt man ¢3/(E—Eq) gegen 1/(E, —E) auf (vgl. Abb. ta),
so erhilt man eine Gerade, deren Steigung der gesuchten
Dissoziationskonstanten K~ ! entspricht. Fiir eine solche Auf- Ty=——"g; v=g
tragung muf} nicht einmal der genaue Konzentrationswert
3 bekannt sein; er resultiert aus dem Ordinatenschnitipunkt
der sich ergebenden Geraden.

K oder kp

B»cg

(SN

N
| b Bl
‘ ko ke K
)
o K- 0
Cg /!/ B
g
of apt—" -~ ‘
: 2 p-0 4
. i / . ————— -
3 % Ke§ 91 10 P}

Abb. 1. a) Hildebrand-Bencsi-Auftragung zur Ermittlung der Stabilitiits-
konstanten (K} aus dem Verhiltnis der Extinktionen n bzw. | —w (Variation
von ¢ oder ¢,=c%/c} bei konstantem cf; der Parameter p,= K" '/¢§ wird
ermittelt). Fiir n-Werte nahe Eins oder Null wird dic Bestimmung ungenau.
Wenn py, grof ist, kann der Quotient g,=c%/cf entsprechend groB3 gewihlt
werden. so daBl cine empfindliche Messung der Anderung von n moglich
wird. Wenn p, klein ist, erfolgt praktisch keine Anderung von ¢$/n in dem
der Messung zugiinglichen Bereich (ndmlich 5~ ¢3). Deshalb konnen kleine
Werte von p, nicht bestimmt werden (sichc auch Abb. 3). b) Die beiden
Punkte auf der Abszisse markieren den giinstigsten MeBbercich.

o
[N

Die spezielle Form der Darstellung hingt von der Art der

S 1, K, 17 2=kg +4kpk,cd
zur Verfiigung stehenden Mef3parameter ab. Sie kann so ab- T, " vV, Vi

gewandelt werden, daB siec dem jeweiligen Problem optimal
angepaBt 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-
verhiltnissen zu tun. Eine Zusammenstellung zweckmiBiger ‘
Auftragungen findet sich in Abbildung 2a. \
So niitzlich Beziehungen dieser Art (innerhalb ihres Giiltig- |
keitsbereiches) auch sein mogen, ihre Aussagekraft fiir eine ‘
genaue Bestimmung der Stabilitdtskonstanten wird um so l
geringer, je groBer die Werte von K werden, oder explizit [ ——
ausgedriickt, sobald
0

(reg)?

:n o N
cg + ¢ = const = ¢y

/(1‘.117

T;cf nder v/c‘\Il 4%(1,.1“]
Te=1-K 1(To/cR); v=Vup—Kan(v/cd) Ga=c%/co; Pa=K 'Jeo
(teo) ?=K&[{1 +pa)* —4qa1 —qJ)]

K(c+cf)> 1 (2.1-11)

. . Abb. 2. a} Auftragungen der Titrationsfunktion {T;) {siehe Tabelle t) sowie
Dies kann man aus Abblldung 1b ersehen, oder noch besser, der stationiiren Umsatzgeschwindigkeit (v), wie sie vor allem in der Enzymche-

aus Abbildung 3a, in der die Titrationskurven fiir verschiedene mic hiufig Verwendung finden (von oben nach unten): Michaelis-Menten,

Werte der Stabilititskonstante (K.cg als Parameter) gegen Lineweaver-Burk, Woolf, /'\ngustmssonA _Alle genannten Auftragungen hab;n
zur Voraussetzung, daBl die Konzentration an freiem Substrat bekannt ist.

den Logarithmus der Titrationsvariablen szcg/(’g aufgetra- Dies trifft immer zu, wenn die Einwaagekonzentration des Substrats sehr
gen sind. Sowohl die MeBkurven als auch deren Ableitungen viel groler als die des Enzyms ist: ¢ ¢i.
(Abb. 3b) zeigen, daBfiirden Fall K- Cg > 1 der zur Bestimmung b) Analoge Auftragungen fiir die Auswertung von Relaxationszeiten (7). Wie-

. . . . . derum sind Bedingungen zu erfiillen, die im einzelnen aus den Diagrammen
von K geeignete Bereich sich zunehmend auf die unmittelbare hervorgehen. (Ahnliche einfache lineare Beziehungen bestehen nieht fiir den

Umgebung des A.quivalenzpunktes (CR:cg) beschrinkt. Amplitudenfaktor I'y, welcher als Produkt aus 7, und 7, darstellbar ist)

22 Angew. Chem. 91, 20-51 (1979 )
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Abb. 3. a) Klassische Titrationskurven: Auftragung der Titrationsfunktion
(T;) gegen den Logarithmus des Konzentrationsverhiltnisses (g, =c%/cf) fir
mehrere p,-Werte (sieche Tabelle 1). A bezieht sich auf den Standard, B
auf die MeBprobe (¢ff =const., ¢ = variabel).

b) Steigung der Titrationskurven: 8,=dT,/dIng,. Fiir p,>1 ist die Lage
der maximalen Steigung (Wendepunkt) ein direktes MaB fiir p,. Wenn p,
gegen 0 geht, wird cinc Grenzkurve erreicht. Die Kurvenform zeigt nur
relative Differenzen an; sie konnen durch Verstirkung der MeBsignale nicht
verbessert werden.
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¢} Der Amplitudenfaktor /', =087T,/3In py ist zum Vergleich in derselben Weise
aufgetragen wic 0y, Fiir p,>1 ergeben sich die gleichen Resultate fir I'y
und 8,. Die Amplitudenfaktoren kénnen direkt aus den Relaxationsamplituden
ermittelt werden und erfordern nicht die Bildung von Differentialquotienten.
Fiir p,<1 verkleinern sich die Absolutwerte proportional zu 1/} pv. doch
andert sich auch dic Kurvenform in charakteristischer Weise. Durch Verstiir-
kung des Signals lassen sich die Elfekte so vergroBern, daf sie leicht auswertbar
werden. Sie sind dann ein empfindliches MaB fiir py,.

d) Normierung von I', aul gleiche Maximalwerte {vgl. Tabelle 1).

tel I} T, 10!
el PH”'L
5107t 450
s {40
3{ {30
- 20
4
:

5
mo B

e) I', und 1, (nicht normiert) fiir p,=10"* mit linearer Konzentrationsachse.

f) 1y fiir mehrere p,-Werte mit logarithmischer Konzentrationsachse (siche
auch Tabelle 1).
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Tatsichlich beinhaltet nur die zweite Ableitung der Titra-
tionskurve
28K

= - 2.1-12
[(cR—<:3+K“)2~4c;’,K“‘]3/2 ( )

eine direkte Proportionalitit zu K~!. Im Fall K~'—0 tritt
eine echte Singularitit auf; die Steigung der Titrationskurve
klappt abrupt von Eins nach Null um:

deap 1 : c—cf
N I
deg 2 e} — i

(Ic? — ¢8| ist der Absolutbetrag der Differenz und somit immer
positiv, wihrend die Differenz selbst ihr Vorzeichen am Aqui-
valenzpunkt #ndert.)

Es ist gerade dic differentielle Anderung der Steigung, mit
anderen Worten, die Kriimmung der Titrationskurve, die man
— vor allem fiir groBe Werte von K — mit der differentiellen
Verinderung vergleichen sollte, die durch eine Storung eines
thermodynamischen (intensiven) Parameters hervorgerufen
wird. Dieses Problem soll im nichsten Abschnitt im einzelnen
behandelt werden.

(2.1-13)

2.2. Relaxationsamplituden und Zeitkonstanten

Wir wollen die Anderung der Konzentration cag betrachten,
die sich aus einer Verschiebung des Gleichgewichtes aufgrund
der Variation eines intensiven Parameters ergibt. Hier indert
sich K bei konstantem c3 und ¢, withrend man bei der norma-
len Titration c§ (oder eine Kombination von ¢3 und ¢g) variiert
und K konstant hilt. Die Grofle, fiir die wir uns besonders
interessieren, ist der Differentialquotient 8cap/01ln 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 Feldstirke, 16st im allgemeinen einen (linearen) Relaxa-
tionseffekt aus. Eine sprunghafte Verschiebung der Kraft hat
einen exponentiellen Zeitverlauf der Konzentrationsvariablen
zur Folge:
S,cap=0 cap(l—e~ 7 (2.2-0)
wobei §., cap die Konzentrationsverschicbung nach vollstindi-
ger Wiedereinstellung des Gleichgewichtes (t— oc) bedeutet.
7 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.

80 can
dCag = T—

: (2.2-2)
1+imt

Wiederum reprasentiert 3ocap eine Konzentrationsverschie-
bung (w—0), die der wvollstindigen Gleichgewichtseinstellung
(in bezug auf die Anderung des Intensivparameters) entspricht.
Die komplexe Form von Gl. (2.2-2) weist auf eine Frequenzab-
hingigkeit der wahren Amplitude hin (d. h. auf den maximalen
Wert von 8,,¢ap) und auf eine Phasenbeziehung zwischen Ursa-
che und Wirkung, ausgedriickt durch 8o ¢ap und 8, cap. Dieses
Verhalten kommt bei anderer Schreibweise von Gl (2.2-2)
deutlicher zum Ausdruck.
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8o Can

dycap= ——=—-e"'¢ (2.2-3)
V1+e??

wobei ¢ =arctg(ot) den Phasenwinkel reprasentiert, wihrend
der Wurzelterm die frequenzabhingige Verminderung der Am-
plitude beschreibt. Es sei betont, dafl — als Ausdruck der
periodisch sich dndernden Intensivvariablen und der entspre-
chend variierenden Reaktionskraft — die Verschiebung 8¢ cap
ebenfalls eine periodische Funktion der Zeit ist:
docap=aape™. Die Amplitude asp hingt allein von Gleichge-
wichtsparametern ab und ist durch die Amplitude der
IntensivgroBe festgelegt.

Ist z ein allgemeines Symbol fiir eine intensive Variable
(z. B. Temperatur, Druck oder elektrische Feldstirke), so [aBt
sich 8¢ cap wie folgt mit &z korrelieren.

- Scan olnkK I'AZ
OoCan ={ " — = r z -
0CAR <aln >z< Py > dz 3 (2.2-4)

8z bezeichnet die von aullen aufgeprigte (z. B. periodische,
stufenformige) Intensititsinderung. I'=(0cap/0InK), ist der

Amplitudenfaktor, der die Dimension einer Konzentration
besitzt, und AZ=RT 0lnK/0z definiert die zu z konjugierte
extensive ReaktionsgroBe. Fiir z=T bzw. z=P ist AZ durch
AH/T bzw. durch —AV gegeben, wobei AH die Reaktions-
enthalpie und AV das Reaktionsvolumen sind. Ein kurzer
Abri3 der allgemeinen thermodynamischen Behandlung von
Relaxationsphinomenen findet sich im Anhang 1.

Von speziellem Interesse ist die Beziehung zwischen dem
Amplitudenfaktor I' und den Einwaagekonzentrationen c3,
c§ sowie der Gleichgewichtskonstante K. Fiir das Gleichge-
wicht einer 1:1-Komplexbildungsreaktion gilt:

) e S
catatK 2

CaCp K! 1

- . —  —— —— 1| (2.2-5)

[[/ 1—4cReBiR+ e+ K1Y :I

I' weist ein Maximum am Aquivalenzpunkt auf, das in der
logarithmischen Auftragung dem maximalen Wert der Ablei-
tung der Titrationsfunktionen (vgl. Abb. 3¢, d) entspricht.
Fir K~ ' < ¢+ c§ wird dieses Maximum sehr scharf und ist
so ein duBerst empfindliches MabB fiir die Stabilitdtskonstante.

Obgleich die GroBe 8. cag bzw. 89 cap sich auf das eingestell-
te Gleichgewicht bezieht, bedarf es zu ihrer Festlegung zumeist
einer vollstindigen Aufzeichnung der Zeit- oder Frequenzab-
hingigkeit der Konzentrationsverschiebung dc¢ag. Da die Sto-
rung durch Anderung einer intensiven Variablen verursacht
wird, bewirkt diese im allgemeinen nicht nur eine Verinderung
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 ¢=n/V (n=Molzahl, V=Volumen) kann dcap ndhe-
rungsweise in zwei Terme aufgespalten werden: (8¢ap)chem
und — cap(8 V/V). Nur der Term (8 cap)ehem €nthélt 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 viel schneller ab als die chemischen Reaktionen. Sie kon-
nen daher als Vorginge betrachtet werden, die praktisch ohne
Verzogerung (innerhalb der zeitlichen Aufldsung) stattfinden.
Allerdings beeinflussen sie die Endamplitude und kénnen da-
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her nur aufgrund der charakteristischen Zeitabhingigkeit der
chemischen Effekte separiert werden {Abschnitt 2.4 enthilt
ein Auswertungsbeispiel). Aus dieser Tatsache folgt, dalB3 sich
die dynamische Methode fiir eine korrekte Bestimmung der
»Cchemischen Verschiebung® besser eignet als jedes statische
Verfahren. AuBerdem bietet die Zeit- oder Frequenzabhéngig-
keit eine Moglichkeit zur Bestimmung der kinetischen Parame-
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,

v="krcacp=kpCag (2.2-6)

wobei v die Austauschgeschwindigkeit im Gleichgewicht be-
deutet. (Im Anhang t wird gezeigt, dal} eine Beziechung zwi-
schen der Relaxationszeit 7 und dem Amplitudenfaktor I" be-
steht.) Die reziproke Relaxationszeit ist durch

T =kgleaten+ K1) 22-7

gegeben, oder in der expliziten Form durch

T =kl (R B+ K 4R (2.2-8)

Fiir K ' <(c3 + ¢8) durchliuft 1 in Analogie zu I" am Aquiva-
lenzpunkt ein scharfes Maximum. Vorschlige fiir eine zweck-
miBige Auftragung von t und t! sind in Abbildung 2b
zusammengefa Bt.

Ahnlich einfache funktionelle Zusammenhinge bestehen fiir
I' nicht, da diese GroBe sich als Produkt von Austauschge-
schwindigkeit und Relaxationszeit aus den beiden Termen
cap und 1 zusammensetzt (siche Anhang 1).

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

Wir kénnen nun in eine detailliertere Diskussion der Metho-
den zur Bestimmung von Stabilitdtskonstanten eintreten, wo-
bei die verschiedenen Verfahren, die entweder auf einer Varia-
tion der Einwaagekonzentrationen {c3, c}) oder aber auf einer
Verschiebung der Gleichgewichtslage (K) beruhen, einander
gegeniibergestellt werden sollen. Als erstes stellen wir fest,
daB3 Verschiebungen von c¢ap sich symmetrisch in bezug auf
die Anderungen von ¢§ und ¢ verhalten. Bei den klassischen
Titrationsmethoden wird meist nur eine der beiden Konzentra-
tionen variiert (c§ oder c§), wihrend die andere mit vorgegebe-
nem Wert konstant gehalten wird. Eine Alternative zu dieser
Methode — die der Symmetrie der funktionalen Beziehungen
besser angepaBt ist — wiire, die Summe von ¢} und cf konstant
zu halten und nur deren relatives Verhdltnis zu variieren.
Beide Konzepte bieten in speziellen Fillen Vorteile. Sie werden
daher getrennt behandelt.

Fiir eine intuitive Beschreibung und fur eine vergleichende
Analyse der verschiedenen mathematischen Ausdriicke erweist
es sich als niitzlich, die Substitution

2[/2\(137 = sina (2.3-1)

Q= S+ K
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einzufihren. Eine solche Substitution ist rein formaler Natur
und dient allein dem Zweck: einer einheitlichen und tibersicht-
lichen mathematischen Darstellung.

Der durch Gl. (2.3-1) definierte Winkel o kann nur Werte
zwischen 0 und n/2 annehmen. Er besitzt ein Maximum am
Aquivalenzpunkt (¢§=c§ bzw. ¢+ K~ '=cf); den Wert r/2
erreicht er nur im Grenzfall K(c3 + cg)— oc. Bei jedem end-
lichen Wert von K bleibt o unterhalb des Wertes von 7/2.

Wir leiten nun Ausdriicke ab fiir
1. die Titrationsfunktion,

2. die Steigung der Titrationsfunktion, d. h. deren erste Ablei-
tung,

3. die Kriimmung der Titrationsfunktion, d.h. deren zweite
Ableitung,

4. die Relaxationsamplitude und

5. die Relaxationszeit,

wobei jeweils die beiden Félle

a) 3+ c$=const.

b) cd=const.

explizit unterschieden werden.

In Tabelle 1 sind alternative Ausdriicke fiir jede der fiinf
genannten Funktionen aufgefiihrt. Der Ausdruck [ gibt die
explizite Abhingigkeit dieser Funktionen von den beiden Va-
riablen p und ¢ an, die ihrerseits von cf, ¢§ und K abhingen,
wihrend der Ausdruck II auf der trigonometrischen Substitu-
tion (2.3-1) basiert, und zwar jeweils fiir beide Nebenbedingun-
gen a) und b). Fiir letztere sind mehrere Darstellungsformen
moglich. Zur Vereinheitlichung wurden alle Ausdriicke in Be-
ziehung zu tg(o/2) gesetzt.

Tabelle 1. 1:1-Komplexbildung:

Darstellung der Titrationsfunktion und der Ableitungen nach den Standard-
Einwaage-Konzentrationen bzw. nach den Gleichgewichtsparametern. Dabei
wird auf das Reaktionsschema (2.1-1) und die Parameter in Gl. (2.1-2) Bezug
genommen.

Zwei Verfahren sind zu unterscheiden:

a) ¢+ c§=const b) c§=const

K als Parameter K als Parameter

3 als Variable, wie sie in den klas-
sischen Titrationsverfahren ge-
briiuchlich ist.

Jede Variation von c3 erfordert
eine entsprechende Kompensa-
tion in ¢3.

Folgende Abkiirzungen werden zur Vereinfachung der Darstellung eingefiihrt:

a) _ K7 by _K!
Pu= ('2 + (’g Pe= cg
_ (r?\ _ F%
PR =
0
B
1—g)=— —
(4 -q.) A+
Aquivalenzpunkt {scheinbarer) Aquivalenzpunkt

]

q.=0.5,d.h. ¢ =c} gy=14+pp, d.h. A=R+K

Fiir die durch Gl. (2.3-1) eingefiihrte Variable Q ergibt sich damit

_ Wt~ ) _ W
1+p. 1+ps+qb
oder fur p—0
Qo =2Vl —qu) 2V
Q= t 8
' +4o
Wir definicren Q =sino N
— = Q o 1-)/1-Q?
cosa=}1-Q%; 1ga=— = tg - -=—— I{___
V1-Q? 2 Q

und erhalien die unten aufgefihrten Funktionen entsprechend den angegebe-
nen Definitionen. « ist auf den Existenzbereich von 1/(1+ p,)>sina >0 be-
schrdnkt.
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05

04

03

9.2

01

VP +p)l2tg?220, oder: 14+p,~)/p2+p)>1g520.
d.h. o erreicht 7r/2 nur fiir den Grenzfall p,=0.

Dasselbe gilt fiir den Fall b), wo der Existenzbereich fiir « durch
1)/ T+ pozsing 20

gegeben ist.

Die fiir die Kurvenziige t bis 8 gewahlten Parameter lauten:

1) p=0 5) p=10""
2) p=10~* 6) p=1
3) p=10"° 7) p=10
4) p=1072 8) p=100
1. Klassische Titrationsfunktion:
a) b)
Definition:

Cap Cap
T=— —s Th=—5
TR+l " I

Ausdruck 1:

1 T T,
— {1 +pp+¢ I Y A B
2( Do ]b)(: V T+ pnt )

tg? (
l .

(I+potqo -
I +tg?

i 4qui—q.)
TR O [T By

Ausdruck 11:

)

il R

-10

00 08 18 E n W
)
2. Steigung der Titrationsfunktion:
a} Definition: . b)
dT, dT,
— =T, ' = Ei
dg, dgy
Ausdruck I:
- 1 1 ) 1
+ /U4 P2+ pIA L~ 2q.)° 2 [ V44 ppu+ gy — o )]
Ausdruck I1:
irV1 = P2+ pig’ <‘2> 1*(ph+qb—1)lgz<;> ay —tg-<§>)
Tt T

Fiir g, und py> 1 ist die klassische Auftragung von T, gegen den Logarithmus
der Titrationsvariablen vorteilhaft. Die Steigung, d. h.

_ dT, - 9u/Po
dingy, (1 +gu/py)’

b (fir ¢y, und p,» 1) zeigt bei ¢, =py einen Extrem-

wert. (Die Kurve hat cine universelle Standardform. wenn man als Variable
Po/dn wihlt)




3. Kriimmung der Titrationsfunktion:

a) Definition: b)
d’T, d’T,
=T =T
dqf dg? °

Ausdruck I:

. 2n24p)
D2+ P+ (1 =24.)°1 72
Ausdruck 1I:

I (R
[(1+po+qu)” =44}

3
gt (%)

I+t
2pa(2+ pa) ¢

(1+p)?

ol R

j (1 +potaf Lm(i‘)
&3

Einige Anmerkungen zur Auswertung:

[SIN<]

1) T, und T, weisen stets ein Maximum am Aquivalenzpunkt (¢, =0.5) aul.

2) Fir Ty ergibt sich ein Extremwert nur, wenn p, <1, und zwar an der
Stelle gp=1--py.

3) Die ,Halbsittigung” T, ="'/ erscheint immer an der Stelle g, ="'%+ py.

08

06

04

02

4. Reduzierte Relaxationsamplituden (I gemidB Gl. 2.2-4):

a) Definition: b)
dT, r dT, r
et = ry = -
dinp, }+c} dlnp, o8
Ausdruck I:

Pal 7;1¥ 4 Py . 1 e
2 [Vl —4qs(t =g )1+ pa)? } [Vl 4o/l + o+ ap)? }

Ausdruck 11:

1) “

1
2
Po—

1—tg? %)

Fiirden Fall, daB p, und ¢, > 1 sind, zeigen 0, =d T,/dIn gy, und I'y=d T,/d1n py,
analoges Verhalten.

M

10

08

0.6

04

02

0.0
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5. Reduzierte Relaxationszeit (r gemaB Gl. 2.2-7)

a) Definition:

ta=tkg(ck+cf)

b)

Ty ="1kg C§

Ausdruck I:
l 1

l/(pbﬂ/ri} +4pb

V o2+ pad (1 —2g,07
Ausdruck I1:

T+ potan
Potdp 1—tgz<%>

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

T
T*=TI\'D=T‘:P;‘=TbPh = a,:

(T; bedeutet T, oder T, wenn I';=1", bzw. I'y)

Einige Anmerkungen fiir die Auswertung:

1) Diec Maxima fir I', und &', erscheinen immer am Aquivalenzpunkt a)
=05 und b) gob=1+py.

2) Dasselbe gilt fir 7,, wihrend fur 1, aufgrund der Verkniipfung mit 7,

das Maximum bei g,=1—p, auftritt, jedoch nur dann, wenn p, <1 ist.

Methode aj ist fir p,» 1 nicht anwendbar, wihrend Methode b) direkt

zum Parameter p, fiihrt, und zwar aufgrund der Lage des scheinbaren

Aquivalenzpunktes ¢y, = py.

Die Funktionen 6,=d Ty/dIng, und I'y=d T/d1np, zeigen in diesem Fall

gleichartiges Verhalten.

4) Die Auftragung des reziproken Quadrats der Relaxationszeit gegen die
Konzentrationsvariable ergibt eine Gerade, aus der sich die Reaktions-
paramecter bestimmen lassen.

3

Das Vorhandensein eines Terms [ 1 —tg?(2/2)] ™" ist fiir den
Grenzfall a—m/2, entsprechend K- oc, gleichbedeutend mit
dem Auftreten einer Singularitit. Fiir K(cQ+c§)> 1 driickt
sich dies in abrupten Anderungen der Funktionswerte aus.
Die normierten!"] Relaxationsamplituden und Zeitkonstanten
als Funktionen der Titrationsvariablen ¢, sind in dieser Hin-
sicht besonders charakteristisch. In der Titrationsfunktion hin-
gegen weist erst die zweite Ableitung von T, oder T (fiir
pa<1) ein dhnlich ausgeprigtes Verhalten auf. Fiir K-«
zeigen die normierten Kurven von I', 7 und T” einen deltafunk-
tionsartigen Verlauf. Eine solche ,,Endpunkts“-Eigenschaft ist
besonders vorteilhaft fiir Titrationen und ermdglicht in dieser
Form zudem eine empfindliche Bestimmung der Stabilitits-
konstante K.

Graphische Darstellungen einiger der in Tabelle 1 zusam-
mengestellten Schiiisselfunktionen finden sich auch in Abbil-
dung 4. Fiir praktische Anwendungen ist es zweckmiBig, die
numerischen Daten aus den angegebenen Funktionen mit
dem Computer aufzulisten. Die Illustrationen der Funktions-

[‘] Vgl Abschmtt 24,
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9
i
096

verliufe (Abb. 4) lassen dic Notwendigkeit exakter Bestim-
mungen der Konzentrationsvariablen ¢, (oder ¢;,) erkennen und

al b!

160

129

0 02 04 06 08 10 0 08 16 24 iz 40

Abb. 4. Einige wichtige Funktionen, die in Tabelle 1a und 1b eingelithrt

wurden.
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weisen insbesondere auf die Bedeutung einer hohen relativen
MeBgenauigkeit in der unmittelbaren Umgebung des Aqui-
valenzpunkites hin.

Vergleichen wir die beiden Alternativen a) ¢ + ¢ =const.
und b) c§ = 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 c§ mit einem Standard A von bekannter Kon-
zentration ¢{ titriert wird. Diese Methode wird auch fiir die
Bestimmung der Stabilititskonstante des Reaktionsproduktes
AB verwendet. Solange die inverse Stabilitdtskonstante gréBer
oder gleich der Probenkonzentration ist, erweist sich dieses
Verfahren als unkompliziert. Es wird jedoch in zunehmendem
MaBe unbrauchbar, sobald K ! < ¢§ wird. Unter solchen Um-
stinden bietet die alternative Methode a) Vorteile, setzt aller-
dings die genaue Kenntnis beider Konzentrationen ¢4 und cf
voraus (denn thre Summe muf ja konstant gehalten werdcen).
Konnen die beiden Konzentrationen unabhingig voneinander
cingestellt werden, so geht man zweckmidBig von zwel
Stammldsungen gleicher Konzentration (c% = ¢f) aus und va-
ritert einfach die Volumenverhdltnisse der beiden LOsungen.
Die Gesamtzahl der Teilchen (A plus B) in einem vorgegebenen
Volumenelement ist dann bei allen méglichen Zusammenset-
zungen die gleiche, sieht man von nicht-additiven Effekten
ab, die sich im allgemeinen erst bei hdheren Konzentrationen
bemerkbar machen.

Die Verfahrensweise a) wurde von Job!®! als Methode der
kontinuierlichen Variation in die Komplexometrie eingefiihrt.
Eine kritische Ubersicht iiber verwandte Techniken und die
dazugehdrige Literatur ist in einer Monographie von F. J. C.
und H. Rossottil” zu finden. In Verbindung mit Relaxations-
Untersuchungen halten wir gerade diese Methode fiir vielver-
sprechend. In der trigonometrischen Darstellung kommt die
Symmetrierelation besonders klar zum Ausdruck, wobei
sich eine sehr niitzliche Beziehung zwischen Relaxationsampli-
tude und Relaxationszeit ergibt, die fiir den Fall b) nicht
existiert. Aus den in Tabelle | mitgeteilten Ausdriicken folgt

_ o, 2n
14 p. P14+ pa)

(2.3-2)

Ta

oder

i 2 i
e - (I'AZ)

= YT 233
k(R + R+ K™Y k(@ +c+K YK TAZ =39

Im Experiment variiert man zweckmiBigerweise ¢, bei kon-
stant gehaltener Summe (c% +¢§) und triigt anschlieBend die
jeweils gemessene Relaxationszeit gegen die dazugehorige Re-
laxationsamplitude auf, die das Produkt von I', und A H oder
AV enthilt [die GroBe ("A Z) in Gl. (2.3-3) ist als Amplituden-
faktor direkt meBbar]. Der Ordinatenabschnitt der Geraden
(vgl. Abb. 5) entspricht dem reziproken Wert von
kr(cQ +c3+K™'). Messungen bei verschiedenen Werten der
Summe (¢ + ) gestatten somit eine getrennte Bestimmung
simtlicher Parameter. Die Eleganz dieser Methode liegt vor
allem darin, daf} die Werte fiur kg, (kp), K und AH bzw. AV
alle direkt aus einer Schar einfacher Kurven gewonnen werden,
die aus der gegenseitigen Auftragung der beiden von den Ex-
perimenten jeweils gelieferten Mefwerte (namlich Amplitude
und Relaxationszeit) resultieren.
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a)

{int)”!

Abb. 5. a) Die Relaxationszeit 7 als Funktion des Amplitudenfakiors FAH
bei konstantem ¢ =¢3 + ¢§.

Beide Gréflen (r und UAH) konnen aus den experimentellen Daten ermittelt
werden. Mindestens zwei MeBreihen mit unterschiedlichem ¢° sind notwendig.
Innerhalb jeder MeBreihe ist ¢° =¢34+ ¢f} konstant, withrend das Verhiltnis
¢%/c® veriindert wird. Aus den Steigungen und Achsenabschnitten der Geraden
kénnen die Parameter kg, kp, K und A H ermittelt werden. Wenn K~ klein
oder grof} im Vergleich zu ¢° ist, ergibt der Ordinatenabschnitt kg-¢® bzw.
kg K~ '=kj. Die Kombination mit dem Absolutbetrag von t béi einem
vorgegebenen Verhiiltnis ¢3/c° liefert dic andere Geschwindigkeitskonstante
und damit K, withrend A H aus dem Abszissenabschnitt erhalten wird. Die
Konzentration ¢{,, ergibt sich aus dem Halbwert der Steigung. Es gilt
=K

b) Auftragung der aus Abb. 5a entnommenen reziproken Ordinatenabschnitte
(Int) ™! als Funktion der Konzentration ¢°.

Der Vorteil der dynamischen gegeniiber den statischen Ti-
trationstechniken wird beim Studium mehrstufiger Reaktions-
vorginge besonders augenscheinlich. Betrachten wir hierzu
ein System von konsekutiven Reaktionsschritten, wie es fiir
die Bindung von Substratmolekiilen an ein Enzym, das in
verschiedenen Konformationen vorliegen kann, typisch ist:
A+B=AB,=AB, (2.3-4)
Die klassische Titrationsprozedur liefert hier lediglich eine
,Gesamtbindungskonstante* K

K= Cap, + Can, (2.3-5)

Ca-Cp
Nur die dynamische Methode kann zwischen den Konstanten

CAB, CAB;
Ki=—""+; K;=

Ca (B CAB,

(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(1+K,) 2.3-7)
In diesem System konnen zwei Relaxationszeiten (r; und ty)
gemessen werden, die beide konzentrationsabhingig sind.
Summe und Produkt dieser reziproken Relaxationszeiten,
1/t14 /7y und 1/1;-1/7y, lassen sich explizit durch die Titra-
tionsvariablen ¢, = ¢3/(c8 + c§) oder g, = ¢3/cf ausdriicken, wo-
bei die 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 ¢,=0.5 oder g, = 1 — p, ein scharfes Maxi-
mum. Auf diese Weise kann auch die Zahl der Bindungsplétze
bestimmt werden. Die Analyse der Kurven liefert die vier
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Geschwindigkeitskonstanten, mit denen sich wiederum die
einzelnen Gleichgewichtsparameter berechnen lassen (siehe
Tabelle 2).

Tabelle 2. 1:1{-Komplexbildung mit einer angekoppelten Umwandlung erster
Ordnung.

Reaktionsschema:

) 2)
k k ko k
A+B==s AB, =22 AB, A;+B=2= A, +B=2~AB
Ap kzy kya kp

Beide Reaktionen ergeben Titrationskurven, die formal mit den in Tabelle
2 diskutierten identisch sind und die sich auf die Gleichgewichtskonstante
K fur das Gesamtsystem beziehen:

1) 2)
KZ('Au‘jt'A}z}: Ki(l+Ka) R —._ (B _ K.
Carly calcar+ca;) 1+K>
km an Ky m an s
caen kp cacen ko
Z:t‘/\uj: "'lf Kz:ﬂ"_zzkﬁ
cany ko ocar kay

T, und T, konnen in expliziter Form angegeben werden. Es gelten folgende
Mengenerhaltungsgleichungen:

n

9 . . _ 0

Cat Cany +CaB =Ca
0

B+ Cany T CABy = (B

2)

. . 0
CarHCaptCa; =cCa
('n+CA|B=Cg

Jedes der beiden Reaktionsschemata ist durch zwei Relaxationszeiten gekenn-
zeichnet. Diese kénnen aus den linearisierten Geschwindigkeitsgleichungen
durch Normalmodenanalyse entsprechend Lit. [5] erhalten werden. Summe
und Produkt der Relaxationszeiten als Funktion der Einwaagekonzentratio-
nen, Gleichgewichtskonstanten und Geschwindigkeitskonstanten ergeben sich
zu:

| mt |
|
1) 2)
X X
Ve R add Vidraik
r|+r“—1
1) 2)
Z Y’ Z-R Yy
Y + o T — e e
S+ B+ R 484 X XA+ R+ K748
mit den Konstanten:
1) 2)
X=[kr(kiz+ka)]"" X = kp kg
. 1+K,/2
Y =(kyp+ha)? Y= ke 1 +K,

Z=ki'+(ki2+ka) 'K, K7? Z = kp+kia+kay (fir §=cp)
Falls ¢ 4¢3, muB der Term

K,/2

A, 0 _ 0
RTEK, AT
zu Z' addiert werden.
P kp ko - ko kiz+koy, N
K '= 22 = kpkas-X R =2 2 — kptky a2+ ko WX
/{R /(|2+k21 DRh21 kk k21 D( 12 Z))

Fiir dic Auswertung kann derselbe Weg wie in Tabelle | eingeschlagen
werden, indem man die Variablen g, = c2/(cf + c§) (fiir ¢2 + c§=const.) oder
o= c8/cR (fiir ¢§ = const) und entsprechend p, = K~ 'j(cf+ cR) oder py= K~ '/c}
einfithrt. Der Bindungsparameter p ergibt sich unmittelbar aus der Form
der 1,-1y-Kurve. Sodann kénnen dic Wurzelausdriicke berechnet und als
Variable fur die reziproke Auftragung zur Ermittlung von 1;+ 1ty verwendet
werden. Im Falle 2) erscheint ein zusitzlicher Konzentrationsfaktor in Z,
falls ¢ + ¢Q ist. Es ist daher emplehlenswert, die Bedingung ¢§ = const. lediglich
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fiir die Bestimmung von K aus der Gleichung fiir 7y-ty zu verwenden, und
dann fiir die Berechnung der Summe von 7 und 7y aul die Bedingung
¢4 =c8 umzuschwenken. Schwierigkeiten dieser Art treten im Fall 1) nicht
auf. Wenn einer der beiden Reaktionsschritte schnellim Vergleich zum anderen
ist, erhiilt man separate Gleichungen fir 7, und 1y;. Ist dabei der erste Schritt
der schnelle, so konnen allerdings die beiden diese Stufe kennzeichnenden
Geschwindigkcitskonstanten erster Ordnung nicht mehr separiert werden,
da sie als Summenterm auftreten, der keine Konzentrationsabhingigkeit ent-
hilt.

Das hier angedeutete Konzept kann auf das Schema einer beliebigen Sequenz
von Reaktionsschritten erster Ordnung erweitert werden. Die Gaull-Methode
fir die Darstellung der Kombination von Eigenwerten (wie Summe und
Produkt im Fall von zwei Zeitkonstanten) durch die Koeffizienten des charak-
teristischen Polynoms ermoglicht die direkte Ermittlung der Parameter [iir
die einzelnen Reaktionsschritte. Beispiele fir zweistufige Reaktionssysteme
werden in Abschnitt 2.3 und 4.2 diskutiert.

Schematische Kurvenziige fiir Produkt und Summe der Zeitkonstanten 1
und 7y sind hier fiir den Fall 1) aufgezeichnet. Die Parameter X, Y und
Z sind weiter oben in Tabelle 2 definiert. Beide Auftragungen entsprechen
der Annahme, daB p, = K/c§=10"2 ist.

G=Co 3043

Beispiel fiir die Auswertung gemessener Relaxationszeiten ¢ [14]. Es handelt
sich um den ProzeB der Bindung von Acetylcholin (A) an seinen Rezeptor
(R), der in zwei verschiedenen Konformationen vorliegt, und zwar entspre-
chend:
A+R=R pR, iz AR,

kp ka2
Zwei diesem Reaktionsschema zugehdrige Relaxationszeiten konnten gemes-
sen werden. Diese konnten wegen 1<ty ohne weiteres separiert werden.
Hier ist lediglich 7, als Funktion von g,=c%/cf aufgetragen. Als Folge der
Bedingung 7, <ty ist Z durch K™*-K,-Y gegeben (siche Mechanismus 1).
Werte fiir kg und kp (und damit auch fir K;) konnten unmittelbar den
MeBdaten fiir 7, entnommen werden. Somit war die vollstindige Zuordnung
aller vier Geschwindigkeitskonstanten (und damit auch simtlicher Gleichge-
wichtskonstanten) méglich. Die Werte lauten: kg =2.4 (£0.5)x 107 M~ ' s7 1,
k=144 (£30) 77, ky,=435s5"" und k2, =65 s ! (K;=17x10°M™",
K,=6.7).

Y2 ek ™)

~
s
=~
w
=
&

Das hier angefiihrte Beispiel LiBt sich auf jede beliebige
Folge von Reaktionsschritten 1. Ordnung erweitern, indem
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man die Gaufische Methode der Verkniipfung von Kombina-
tionen verschiedener Eigenwerte mit den Koeffizienten des
charakteristischen Polynoms verwendet. Im Fall K > 1 besitzen
einige dieser Kombinationen ein scharfes Maximum am Aqui-
valenzpunkt. Das dynamische Titrationsverfahren erlaubt hier
einen sehr viel tieferen Einblick in die Bindungsmechanismen
als irgendeine der klassischen komplexometrischen Techniken.

2.4. Auswertung von MeBdaten und einige experimentelle Bei-
spiele

Der Absolutwert einer Relaxationsamplitude hingt von der
im Parameter p, zum Ausdruck kommenden relativen GroBe
des Massenwirkungsparameters ab. Bei hohen Komplexstabili-
titen, die sich in kleinen p,-Werten dulern, wird sowohl bei
der klassischen Titrationsmethode als auch bei den Relaxa-
tionsmessungen eine hohe Auflésung fiir das MeBsignal ver-
langt. Es besteht jedoch ein wichtiger Unterschied zwischen
den beiden Verfahren. Die konventionelle Titration fordert
eine hohe relative Genauigkeit fiir die Bestimmung der Konzen-
trationen, denn die gewiinschte Information ist in (kleinen)
Abweichungen von der Standardkurve verborgen. Der relative
Fehler it 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 viel direkterer Weise mit p,
oder K verkniipft. Hier ist die absolute Grifle des Signals
von Bedeutung, Geht p, gegen Null, nimmt auch die Amplitude
entsprechend ab. Eine Verstiarkung des Signals fithrt hier je-
doch zu einer echten Verbesserung der Auflésung, die letztlich
nur noch vom Rauschen des Registrierprozesses begrenzt wird.

Bei der Entwicklung der Relaxations-MeBverfahren wurden
in den letzten Jahren betrichtliche Fortschritte gemacht. Die
Amplitudentechnik verspricht somit, ein neues wirksames In-
strument fiir die analytische Chemie zu werden. Auf die Mog-
lichkeit fiir derartige Anwendungen wurde schon frither hinge-,
wiesen. Tatsédchlich begannen auch unsere ersten Untersu-
chungen von chemischen Relaxationsphinomenen!®-*1 mit ei-
ner quantitativen Abschidtzung der Amplituden und deren
Konzentrationsabhingigkeit. Eine Auswertung der Relaxa-
tionsamplituden war allerdings bis jetzt wegen der ungeniigen-
den Empfindlichkeit der ilteren Gerdtegeneration nur be-
schriankt moglich. Die Kombination der zur Zeit verfiigbaren
Relaxationstechniken mit Einrichtungen fiir eine automatische
Kontrolle der Konzentrationen wird ein weites Anwendungs-
feld auf dem Gebiet der Komplexometrie eréffnent*].

Die wesentliche Information iiber die GroBe der Stabilitits-
konstante erhilt man eher aus der Kurvenform der Funktio-
nen T”, I’ und t (bezogen auf die Titrationsvariable q,) als
aus den entsprechenden Absolutwerten. Fiir 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 | angegeben
sind — zu unterscheiden. Die reduzierten Ausdriicke enthalten
noch den unbekannten Faktor p, oder bestimmte p,-abhidngige
Terme. Abgesehen davon ist die reduzierte Form von I” nicht

[*] Bisher sind nur wenige Verfahren dieser Art bekannt. vel. [1, 10-12].
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direkt meBbar, da die Relaxationsamplituden auch noch AH
oder AV 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 GroBe des Mefsignals wieder.
Die Anpassung an die theoretischen Kurven (Tabelle 1) gestat-
tet eine Bestimmung des Parameters p, (oder K). Erst eine
weitere Auswertung der absoluten MeBBwerte 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 Stérung des Gleichgewichts her-
vorgerufene Anderung der Extinktion wiedergibt. Bei bekann-
ter Storung, d.h. bei einem T-Sprung genau vorgegebener
Groéle, und bei bekannter Charakteristik des Detektionssy-
stems kann die Amplitude des Relaxationseffektes mit der
Konzentrationsverschiebung 8 cap korreliert werden, voraus-
gesetzt, dal man die Differenz der Extinktionskoeffizienten
(e —&a—eg) kennt. Die unbekanntén Faktoren der gemesse-
nen Amplituden sind I oder p, und AH. Ist p, mittels der
Anpassung an die normierte Kurve ausgewertet worden, so
148t sich aus dem Absolutwert der Kurve im Maximum auch
AH bestimmen. Die Konzentrationsinderung §c¢ap nimmt
im Maximum den folgenden Wert an:

W 14D AH 3T
fiir (a) R Y I R b (2.4-1)
211/ pa24py) RT T

[ AH 8T
und fiir ) 2| |/1+——1|>0 20 (2.4-2)
2 o RT T

[a) sowie b) analog zu Tabelle 1]. Beide Ausdriicke reduzieren
sich fiir p,—~0 auf den gleichen Grenzwert

K ' —.= (2.4-3)

In dhnlicher Weise konnen auch die Relaxationszeiten analy-
siert werden. Man trigt t/tm., als Funktion von g, auf, wobei
Tmax durch

a) [kr(cd+ Q) a2+ p)]™! (2.4-4)
bzw.
b) [2kg e}/ po] ™" (2.4-5)

~

gegeben ist. Im Hinblick auf eine Bestimmung von kg und
kp ist dieser Weg als Alternative zur Auftragung vof 1/12
als Funktion von ¢® (Abbildung 2b, 3. Diagramm von oben)
anzuschen, was nur dann sinnvoll ist, wenn die Nebenbedin-
gung cd=c§ erfiillt ist. Fiir eine Auswertung von T", der
zweiten Ableitung der Titrationsfunktion, braucht man nicht
normierte Kurven heranzuziehen, da hier p, die einzige Un-
bekannte ist, die sowohl Gestalt als auch Maximalwert der
Kurve festlegt. Normierung kann jedoch in solchen Fillen
von Vorteil sein, in denen T" mit einer Differentialmethode
direkt gemessen wird und die registrierten MeBwerte noch
unbekannte Faktoren enthalten. Das Maximum der Funktion
T" ist durch
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2 =0
a) —— e 0 )Ke (2.4-6)
W;.(lﬂl..)
bzw.
i -0 1
b) - e 0K (2.4-7)
2Vl’h(l'f‘l’h)3 2

gegeben. Fiir Ty ergibt sich ein Maximum — {ibrigens genau
wie bei 1, — nur im Fall p, < 1, es erscheint dann bei g, =1 — py.
Wir beschlieBen diesen Abschnittiiber 1 : 1-Komplexbildung
mit der Diskussion einiger Beispiele experimentell bestimmter
Relaxationsamplituden und Zeitkonstanten sowie der Auswer-
tung der Geschwindigkeits- und Gleichgewichtsparameter.
Alserstes Beispiel wird die Bildung eines Metallkomplexes!!!
aus Mg?" und dem Anion der Purpursiure (Murexid) in

Methanol behandelt.
H H
OTN 2 O\ N\rO
HNwiyj/\rN”
O\Mg/o

Die Daten fiir die Bestimmung der Stabilititskonstante
stammen aus drei voneinander unabhingigen 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 muB. Die zeitliche Extinktionsdnderung
besteht aus zwei Abschnitten: einer ,nahezu trigheitslosen®
Verschiebung, die im wesentlichen durch die thermische Aus-
dehnung verursacht wird, und einem chemischen Relaxa-

o 5

c,,qﬂs 0M
lqb= 05}

Sms/cm

by =177 0¥ rem

3007 M
ich=ll

Sms fem

by, =262 10 /cm

CMll :

Chyg =9 107M
[g =3)
i

Zms/em

By, =16 1072 /em

Abb. 6. a) Relaxationskurven aus Temperatursprung-Experimenten (Oszillo-
gramme) am System Mg/Murexid in Methanol; ¢§,=2.9x 1075 M.

Man beachte die verschiedenen Empfindlichkeiten & I/1,. Das mittlere Oszillo-
gramm hiitte bei gleichen Empfindlichkeiten der Registrierung eine fast dop-
pelt so groBe Amplitude. Die wahren Amplituden, wie sie aus der Extrapola-
tion der Relaxationskurven resultieren (sieche Klammern am linken Rand der
Bilder) unterscheiden sich erheblich von den aus Anfangs- und Endwerten
resultierenden ,.statischen Verschiebungen (sieche Klammern am rechten
Rand der Bilder). Die Basislinie (gestrichelt) gibt den Ausgangspunkt der
durch den Temperatursprung induzierten Konzentrationsverschiebung an.
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b) Normierte Relaxationsamplituden als Funktion der Titrationsvariablen
v (Experimentelle Werte aus [1].)

¢)Normierte Relaxationszeiten als Funktion der Titrationsvariablen gy, (Expe-
rimentelle Werte aus [1].)

Die Auswertung der Daten mit ¢, =4.2x 107> M ergibt: K=35x10°M™";
kg =80x10°M 1s ' kp=23s""; AH= +73kcal/mol.

tionsanteil mit einer endlichen, d.h. meBbaren Zeitkonstante.
Der chemische Effekt, der die Grundlage fiir die Auswertung
von I” bildet, konnte daher mit einer statischen Methode
nicht direkt bestimmt werden. Die einfache statische Messung
der Temperaturabhiingigkeit 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
Verhdltnis zweier Intensititen aufzeichnen, besitzen kcine an-
nihernd vergleichbare Auflosung. Die Relaxationsamplituden
und Zeitkonstanten sind in normierter Form in den Abbildun-
gen 6b und 6¢ aufgefiihrt.

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

I/[mux bl

104
08

06

T N T T 0 I T T 1

10 20 0 10 20
% %

Abb. 7. a) Normierte Relaxationsamplitude (I/ma) als Funktion der Titra-
tionsvariablen ¢,=c%/c§ fiir das Sulfit-4-Pyridincarbaldehyd-System (nach
[+3]). Die Kurve wurde mit K; =6.5x 10°M "' und ¢§ =1 x 10~ M (Hydrogen-
sulfit) angepaBt (pH =7). Aufgrund der Beriicksichtigung des Protonierungs-
gleichgewichts des Hydrogensulfits erscheint das Maximum nicht exakt bei
gp=1 (siche [13]).

b) Normierte Relaxationszeit (t/Tma) als Funktion von gy, (Daten siche Abb.
Ta).
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Wasser an 4-Pyridincarbaldehyd. Der Mechanismus dieser
Reaktion wurde von Schuster et al."' 31 eingehender untersucht.

o
H-C—SO,H
c¢
0 BN O = C K= —o
Ry y N caten
e o
N \ H-C-0O11
[&
= )-o =
N B

Die Gesamtgleichgewichtskonstante fir dic Komplexbil-
dung ist durch K=K, /(1 + K;) gegeben.

Die Ergebnisse bezichen sich allein auf die Reaktion des
Pyridincarbaldehyds mit der Schwefligen Sdure, da die Bildung
des Hydrats sehr viel langsamer erfolgt. Abbildung 7 zeigt
die normierten Amplituden I', (aus T-Sprung-Experimenten)
als Funktion von g, = ¢%/cf (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 von Mef3-Parametern
wie Extinktion, Fluoreszenz etc. infolge der Kombination von
A mit B auf;
die Stabilitdtskonstante des Komplexes AB ist von einer Grofien-
ordnung, die die Bildung eines mefibaren Signals zuldfit.

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

Es gibt die Moglichkeit, ein Hilfssystem einzusetzen, z. B.
einen Indikator, der mit einem der beiden Reaktionspartner
(A oder B) eine Bindung ecingeht, dabei spezifische optische
(oder andere) Verdnderungen induziert und auf diese Weise
das Fehlen beobachtbarer Melgroflen im System ausgleicht.
Eine wesentliche Voraussetzung der Methode ist: Die Stabili-
tit der Bindung eines solchen Konkurrenten mul} von dhn-
licher GréBenordnung sein wie die des zu untersuchenden
Komplexes.

In der Enzymchemie gibt es einen ganz analogen Fall, nim-
lich den der konkurrierenden Hemmung. Liegen Substrat und
Inhibitor in groBem UberschuB relativ zum Enzym vor, so
erhélt man fuir die Titrationsfunktion sehr einfache Ausdriicke
(Abb. 8). Die diesen Ausdriicken zugrundeliegenden Nihe-
rungsannahmen werden jedoch in der folgenden Behandlung
nicht gemacht.

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

1+ B=IB
und zwar in Konkurrenz zur Reaktion
A+B=AB
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Abb. 8. Einfache hineare — analog zu den in Abbildung 2 angegebencen —
Auftragungen fiir gekoppelte Bindungsprozesse: a) kompetitive Inhibition,
b) nicht-kompetitive Inhibition. (Die Daten sind einer Darstellung von Dixon
und Wehb [3] entnommen.)

Die Diagramme basieren auf der Beziehung (siehe auch Abb. 2a):
v=Vica/lea+Ki)

wobei ¥ und Ki, die folgende Bedeutung haben:
a) kompetitiv

Vi o=Vl
Ki= K5 (1 +Kic)

b) nicht-kompetitiv

Vni_, =Va/(l +Kicy)

Ki,=KJ

K, ist die Stabilitiitskonstante fiir den Enzym-Inhibitor-Komplex, ¢; die Inhibi-
tor-Konzentration; V2 ist die maximale Geschwindigkeit, K,0 die Michaclis-
Konstante in Abwesenheit des Inhibitors und ¢, die Substratkonzentration.
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Eine vollstdndige Beriicksichtigung 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. Fiir Anwendungen in der Komplexometrie geniigt

es jedoch, lediglich das Gesamt-Gleichgewicht zu betrachten.
Von besonderem Interesse sind zwei Spezialfille:

1. Die Stabilitiit der beiden Komplexe AB und IB ist so
groB, daB} praktisch kein freies B vorhanden ist. Die Reak-
tionsgleichung 140t sich dann modifizieren:

AB+I=A+IB

2. Das Hilfssystem dient als Indikator, ohne daf3 das Gleichge-
wicht der zu untersuchenden Reaktion dabei entscheidend
beeinfluf3t wird. [ und IB liegen in diesem Fall in verhaltnis-
miBig kleinen Konzentrationen vor, wobei allerdings ge-
wihrleistet sein mul3, daB} ein optischer oder ein andersarti-
ger Nachweis noch moglich ist. Die Menge von B ist dann
von dhnlicher Grolenordnung wie die von A und AB.

3.1. Vollstiindiger Austausch eines Liganden B

Der erste der beiden erwidhnten Fille stellt ein echtes einstu-
figes Reaktionssystem dar.

ke
AB+1 % A+IB

{-s

Wir definieren die dazugehdrigen Gleichgewichts- und Ge-
schwindigkeitsparameter:

! k
Lif'_B:K:i (3.1-1)
Cap- 01 k_sg
Auflerdem gelten noch die Erhaltungsbeziehungen
ca +eap=c}
C1 + 1 :('P (31-2)

cmt can=c}
(Man beachte, daf3 ¢y vernachlissigbar klein ist.)

Mit diesen Gleichungen kdnnen wir nun die expliziten Aus-
driicke fir simtliche Einzelkonzentrationen im Gleichgewicht
berechnen, z. B.

Q=3+ K(c§+ D) 4K(K-1)cc?
= ATETIARTAN o JIERTRA 5y
2(K—1) [ca—B+K(?+cB)]

Die Experimente kdnnen auf verschiedenen Wegen ausgefiihrt
werden, z. B.

— man geht von einer vorgegebenen Menge an 1 (in der nicht-
komplexierten Form) aus und gibt definierte Mengen von
A und B hinzu, wobei immer c§ =c§ ist;

— man hilt die Konzentration von IB konstant (d.h. ¢f =cJ)
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 Symmetric 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 wir den Ausdruck (3.1-3) fiir die Konzen-
tration cap umschreiben. Die Ergebnisse beziehen sich dann
auf ¢ oder cap, vorausgesetzt, dall die zusitzliche Bedingung
¢ =c§ erfiillt ist. Die so abgeleiteten Gleichungen sind immer
symmetrisch in bezug auf ¢ und ¢, d.h. wir kénnen eine
der Konzentrationen dndern und die andere konstant halten
oder — in Analogie zur Methode a) in Tabelle 1 — die Summe
von ¢{ und ¢§ konstant halten und das Verhiltnis der beiden
Konzentrationen variieren.

Es geniigt daher, ein einziges Beispiel anzufithren. Wir wih-
len die Bedingungen

o =const.; ¢ =cf=variabel

und definieren als Titrationsvariable g, = c§/cf sowie als Titra-
tionsfunktion T, = cp/c?. Der reziproke Wert der (dimensions-
losen) Gleichgewichtskonstanten soll entsprechend der
Schreibweise in Tabelle 1 mit py(=K~!) bezeichnet werden.
Daraus resultiert:

i + gy 401 = po)gs
T, = SO A A 314
: 2(1—pb>[ L 1+ ] G149

Diese Titrationsfunktion dhnelt einer der schon beschriebenen
Funktionen: Bei p,— 0 néhert sie sich der linearen Grenzform:

1 +(1— fii <1
T = (1+go) (1 —av) oder T, =41 U4 (3.1-5)

2 1 fir gy>1

und dndert abrupt ihre Steigung bei g,=1.
Im Falle p,=1 lautet die Titrationsfunktion einfach
v

T, = 3.1-6
YT s ( )

wiithrend man im Fall p, > 1 eine weitere Grenzform in bezug
auf die verallgemeinerte Variable g,/py erhilt.

7
Twﬂ[ 1+ﬂ_1] (3.1-7)
2ps 4o

Der Halbwertspunkt fiir den Ubergang (7;,=0.5) wird immer
bel g, =(1+ py)/2 erreicht.

Aus diesen Ausfithrungen wird deutlich, daf3 die Wahl des
giinstigsten Titrationsverfahrens sowohl von der GroBe des
Parameters p, als auch vom Ziel des Titrationsexperiments
abhéngt. Ist das Ziel der Titration, dic Konzentration ¢ oder
c% einer Probe exakt zu bestimmen, so hédlt man die Konzentra-
tion des schwicheren Komplexpartners konstant und verin-
dert die des stirkeren. In diesem Fall, mit p,<1, bekommt
man einen gut definierten Endpunkt, der durch eine (Quasi-)-
Singularitdt in der Titrationsfunktion (oder T,’) angezeigt
wird (genau genommen ist der Ubergang nur im Grenzfall
pv— 0 singuldr). Ist andererseits die Bestimmung von K oder
pv das Ziel des Titrationsexperiments, so ist es ratsam, mit
dem schwicher komplexierenden Agens (A) zu titrieren und
den fiir das Erreichen des Halbwertspunktes [bei
gv="{1+ p,)/2] notwendigen UberschuB von ¢} iiber cf} genau
zu kalibrieren. Die Substanz, mit der titriert wird, solite nicht
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mit dem Indikator identisch sein, denn ihre Konzentration
miiBte unter Umstinden iiber mehrere GréBenordnungen va-
riiert werden.

Wichtig ist noch, daB man - aufgrund der Symmetrie der
Substitutionsreaktion — genausogut eine komplementire, ¢ap
(anstelle von ¢p) beriicksichtigende Titrationsfunktion wihlen
kann. Mit T_p,=cap/c{ erhalten wir T ,=g¢,— 7T, und
T p=—T,, T'y=—T,. Unter Verwendung der Symmetrie-
eigenschaften von T;, hinsichtlich ¢ und ¢ kann auBerdem
noch die Beziehung T, =cp/c§ und folglich T_,=cap/ci=
1 — T, ecingefilhrt werden. Diese Definition ist vorzuzichen,
wenn c¢f = cf konstant gehalten und ¢f variiert wird.

Oft ist man in der Wahl der idealen Substanz sehr be-
schriankt. Von der Titration her gesehen ist die Ldslichkeit
meist der limitierende Faktor. Die alternative ,,Methode der
kontinuierlichen Variation®, bei der die Summe von ¢ und
¢d (oder ¢%) konstant gehalten wird, bietet in diesen Fillen
Vorteile. Die wesentliche Information iiber die Gleichgewichts-
konstante erhdlt man hier mittels kleiner Variationen von
ga in der unmittelbaren Umgebung des Aquivalenzpunktes
(g.=0.5).

Ausdriickefiir die Titrationsfunktion, deren erste und zweite
Ableitung sowie fiir 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. Fiir eine
Darstellung, in der sich die Ausdriicke leicht miteinander
vergleichen lassen, ist die Einfiihrung trigonometrischer Funk-
tionen besonders niitzlich. Bei dieser Modifikation entsteht
jedoch eine formale Schwierigkeit aufgrund der Tatsache, daB
der Term ]/ (1 — p,) in allen Ausdriicken auftritt. Da p, mog-
licherweise grofer als eins ist, konnen diese Terme imaginir
werden. Wir miissen daher drei Fille unterscheiden:

pa<l1
pa=1
pa>1

Fiir p, <1 kann sina. in der gleichen Weise wie in den vorange-
henden Abschnitten verwendet werden. Im Fall p, > 1 jedoch
miissen alle trigonometrischen Funktionen durch die ent-
sprechenden hyperbolischen Terme ersetzt werden, weil
—isin(ix) =shx [shx=sinus hyperbolicus x=(e*—e¢~*)/2]. Ta-
belle 3 zeigt, daBd zwischen den Ausdriicken fiir p, <1 und p,>1
nur formale Ubereinstimmung besteht. Obwohl die Form nach
Substitution der trigonometrischen Terme durch die hyperbo-
lischen (nahezu) erhalten bleibt, dndern sich die funktionalen
Zusammenhinge in bezug auf g, und p, betrichtlich. Fiir
pa<1 variiert der Winkel o zwischen 0 und n/2 (wobei der
Wert /2 nur im Grenzfall p,—»0 erreicht wird). Wihrend
fiir p,> 1 der Winkel « jeden beliebigen Wert annehmen kann,
z. B. beliebige Vielfache von /2 mit dem Grenzwert » im
Fall p,—oc. Wenn p, gegen Null geht, erreicht tg(x/2) jah
den Wert FEins, sobald o sich n/4 ndhert. Dadurch treten
{iberall scharfe Maxima dort auf, wo der Term 1/(1 —tg?(t/2))
erscheint. Fiir grof3e p, hingegen niihert sich tgha dem Wert
Eins asymptotisch, wobei nur ein sehr flaches Maximum in
der Umgebung des Aquivalenzpunktes resultiert.

Diese abstrakte Beschreibung soll im folgenden durch ein
Beispiel veranschaulicht werden: Gegeben sei eine Ldsung
von I mit der Konzentration ¢f. Durch Zugabe kleiner Mengen
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von AB und die gleichzeitige Entnahme 4quivalenter Mengen
von I wird die Konstanz der Summe ¢+ ¢§ erhalten, wobei
gleichzeitig ¢§=cp bleibt. Fiir groBe Werte von p, ist die
Gleichgewichtsverteilung so, daB jeweils nur eine relativ kleine
Menge B aus AB in IB iibergefiihrt werden mul. Dieser geringe
Austausch setzt ziemlich frith ein und dndert sich kaum noch
beim Erreichen des Aquivalenzpunktes, da ¢ stetig ab- und
% entsprechend zunimmt. Eine andere Situation ergibt sich
jedoch fiir kleine Werte von p,. Hier wandelt sich beinahe
alles verfiigbare 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 Kriimmung
der Titrationsfunktion zeigt dementsprechend im Gegensatz
zum vorhergehenden Fall eine scharfe Spitze bei ¢,=0.5 (gra-
phische Darstellung in Tabelle 3).
Wenn wir nun die Ausdriicke fiir 7)', I', und t, in Tabelle
3 mit jenen aus Tabelle 1 vergleichen, stellen wir eine ausge-
pragtere ¢,-Abhédngigkeit von I', — und zwar relativ zu T,
und 7, — fest, denn tg?(x/2) ist in I, durch tg*(e/2) ersetzt,
wihrend 7, und T} formal unverdndert bleiben (hierbei ist
allerdings die unterschiedliche Definition von « zu beriicksich-
tigen). Als Folge dieser verschiedenartigen relativen Veridnde-
rungen nehmen die Beziehungen zwischen Relaxationsampli-
tude und Zeitkonstante eine andere Form als im Falle des
bindren Dissoziationsgleichgewichts an. Am deutlichsten
kommt dies in der komplementdren Relaxationszeit t-,
(Tabelle 3) zum Ausdruck, die sich explizit wie folgt schreibt:

ta=pat 200 —p)/Tat-s (3.1-8)

Die aus den Relaxationsexperimenten erhiltlichen GroBen
sind zum einen die Relaxationszeit ¢ und zum anderen der
Amplitudenfaktor I'AH. Die Auftragung von 1 gegen die
Quadratwurzel des Produktes aus z und I'AH bei konstant
gehaltenem ¢ + cip sollte eine Gerade mit dem Ordinatenab-
schnitt [ks(cf +¢2p)] ™" und der Steigung

200=p)]/ 1T
il — (3.1-9)
o +can | ksp.AH
ergeben. Fiir die separate Bestimmung der Gleichgewichtspa-
rameter ist diese Beziehung allerdings nicht so zweckmalig

o . k .
Tabelle 3. Substitutionsreaktionen I+ABk:s IB+A bei konstantem
-5
(¢f +cfn). Titrationsfunktion und ihre Ableitungen, Relaxationsamplituden
und Zeitkonstanten.

Die Gleichgewichtskonstante K ist durch Gl (3.1-1) definiert, wobei die
Erhaltungsrelanonen (3.1-2) zutreffen. Auflerdem wird gefordert daB ¢§=cf
=¢%p und ¢f +clp=const., d. h. eine posmve Anderung von ¢l wird durch
eine dquivalente negative Anderung von ¢f kompensiert.

Es erweist sich als niitzlich - in Anlehnung an Tabelle 1 - folgende dimensions-
losen Parameter einzufiihren:

<An of
L S st e e s
(|+z ) +Ca

Die reduzierten Grofen lauten:

1) Titrationsfunktion: T, = -4 (""0—

¢ +CAR dT

2) Steigung der Titrationsfunktion: T, = 1 A
Ya

e . d
3) Kriimmung der Titrationsfunktion: T,” = - -

34

r
4 Relaxationsamplitudenfaktor: £, = ~--—7—
o +CAB

5) Relaxationszeit: t,=tks(c{ +cip)
T,a=TkA5((’]0+CXB)_:-paTa

Analog dazu konnen auch komplementire Titrationsfunktionen abgeleitet
werden. -

.
To= g g-=a-Ti TL=-T: TiL=-T
- Cap

Explizite Ausdriicke fiir reduzierte GroBen:

h o= ,(Tm[t V=40 pati — )
)T =
2p,
) N P (. BU——
) [1=4(1 —p)g.(1 —q)]*?
o 7, = POV ARl

(1= PV T—40 = paalt —42)

S) 1w =/ T—40—pJdall — )

Diese Beziehungen konnen wieder - entsprechend Tabelle 1
trigonometrische oder hyperbolische Funktionen ersetzt werden, wodurch
die Zusammenhiinge iibersichtlicher werden. Hier miissen allerdings drei
Fille unterschieden werden:

pa<t Pa=1 pa>1

Formale Definitionen

sing =21 = p)aall —qa) — sinha=2)/{p,— 1 1gatl —qa)

,.Existenz“-Bereich von o

O<sinha<]/p,—1

O<tghx <V !
Pa

O<sina< l/l—’;x

t=Vp,

Vi-r, 2 t+Vn Vet

Reduzierte Funktionen

T, =4¢.(1 — 44}

3 5 3
|+tgz<%) 1 +tgh (;)
T==2p} ——— 4 T=-2 L= ~2p, -
I—tg?( 2 1—tgh? (¥
g2 2
e o
P g* ?) I =T b tgh* '2'>
r,= n"’_y <) a= Iy = s _ o o \
(t—pa) gt (2 [4a(1 —43)] (=) —
2 2
o o
1+1tg? (5) 1+tgh? <E)
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Stellt man einen Vergleich mit den in Tabelle i aufgefithrten Funktionen
an, so fallt vor allem der ausgeprigte Kurvenverlauf auf. Das gilt speziell
fir 7. Die Dissymmetrie fir p,<1 und p,>1, die beim Ubergang von
trigonometrischen zu hyperbolischen Funktionen erscheint, driickt sich beson-
ders deutlich in I', und 7, aus. Die trigonometrischen Formen ergeben bedeu-
tend schirfere Uberginge, und zwar vor allem fiir kleine p,-Werte. Fiir
7, kchren sich die Abhiingigkeitsverhiltnisse bei p, =0 einfach um.

Graphische Darstellung der fiinf ge-
nannten Funktionen fiir den Fall
pa<1.

05
S

Kurve t: p,=1
Kurve 2: p,=10"%3
Kurve x: p,=107%

04

Fiir die dazwischenliegenden Kur-
-{ ven indert sich p, jeweils um den
] Faktor 1079,

=
o
SH—— —
10 02 i 06 08 10
Yo
Ty fa
=8 X =
1 ] i
2 31 2

02

04

Graphische Darstellung der fiinf ge-
nannten Funktionen fiir den Fall

= pa1.

1 Z Kurve 1: p,=1
w | Kurve 2: p, =10

| Kurve x: p,=10%
- Fiir die dazwischenliegenden Kur-
= ven indert sich p, jeweils um den

Faktor 10%-°,
——

i e | w1 o8 10
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wie die entsprechende Relation fur die Assoziations-Dissozia-
tionsreaktionen [siche Gl. (2.3-3)], obwohl der Ordinatenab-
schnitt hier direkt die Geschwindigkeitskonstante kg 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 < c%, ¢8). Die beiden Stabili-
titskonstanten

(&::]
und K;=—-
Cr-CR

Ka=-—2° (3.21)

CAa-Cn

miissen nun explizit unterschieden werden.

Nehmen wir an, daB jede Veriinderung der Extinktion (oder
einer anderen registrierbaren Grofle) einzig und allein dem
Indikator zugeordnet werden kann, so erhalten wir — in Analo-
gie zu dem vorher in Abschnitt 2.1 abgehandelten Beispiel
—fiir die entsprechenden Extinktionsquotienten die Ausdriicke

E—E, C1B —E Q
=n=— od =z(l—-m)= 3.2-2
E'/,_EO 1 CIO oder E/ "E(x ( n) (0 ( )

Die Menge an unkomplexiertem B ist, sofern K; bekannt,
vollstindig durch das Extinktionsverhiltnis bestimmt.
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=V K1 (3.2:3)
1-m

Die Herleitung eines expliziten Ausdruckes fiir ¢, die von

den Erhaltungsbedingungen

0. . 0 _ o O ) .
cf=¢+cB, Ca=cCatcCap; CB=Cp+Cap+C (3.2-4)

ausgeht, lduft auf die Losung einer kubischen Gleichung hin-
aus. Mit der Bezichung (3.2-3) konnen wir jedoch leicht eine
implizite Form angeben, die die Extinktionsquotienten mit
den Einwaagekonzentrationen verkniipft und die bei bekann-
tem K; den Wert fiir das unbekannte K, liefert.

2
K chenel) = E—A (eg 1—;——’1 . n)> e 629
Fiir eine direkte Substitutionstitration ist es am besten, von
einer vorgegebenen Menge an Indikator I (¢f = const.) auszuge-
hen und A und B in stéchiometrischen Mengen (ca = c§) hinzu-
zufiigen. Angenommen, die Indikatorkonzentration ist im Ver-
gleich zu Ky * klein (¢f < Ky '), so reduziert sich Gl. (3.2-5) auf
die leicht handhabbare Form

Al e M (3.2:6)

Trigt man den Quotienten 1/(1 —n) gegen seinen mit cg multi-
plizierten reziproken Wert auf, so erhilt man eine Gerade
mit folgenden Merkmalen

Steigung: K2/Ka
Abszissenabschnitt:  K;™* (3.2-7)
Ordinatenabschnitt: — K;/K,

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

Kl -4
r Ky, = 6.2x10

-04

-K
o ey 1 x 10}
I

Abb. 9. Substitutionstitrations-Methode nach Gl. (3.2-6), angewendet auf
die Komplexbildung von Dinactin mit Na* in Methanol [15]. Die Gleichge-
wichtskonstante ergibt sich zu K=1.1 x10°M~".
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Indikatoren sind fiir den analytisch arbeitenden Chemiker
ein Hilfsmittel von grofiter praktischer Bedeutung. IThr all-
gemeines Wirkungsprinzip ist letztlich an die Existenz von Glei-
chungen der Art (3.2-3), (2.1-10) und (3.2-6 ) gebunden. Diese
zeigen, wie eine Substanz (I), deren beobachtbare physikalische
Eigenschaften fiir ihren Bindungszustand in bezug auf einen
Reaktionspartner (B) charakteristisch sind, zur Ermittlung der
Bindungszustinde irgendwelcher anderer Reaktanden (A) ver-
wendet werden kann, mit 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 zugehdrigen Massenwirkungsbeziehun-
gen und fiihrt damit das analytische Problem auf die Auswer-
tung einfacher Mengenbezichungen (wic zB. cf=cj
+ cap+ cp) zuriick.

In dieser Hinsicht sind ein idealer Indikator und ein idealer
Puffer zueinander komplementdr. In beiden Fillen 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 cg, ermoglicht jedoch deren Messung
nach Gl. (3.2-3). Der Puffer andererseits fixiert die Konzentra- -
tion cg 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 Relaxationsampli-
tuden. Zu diesem Zweck miissen die Relaxationsmessungen
sowohl in Gegenwart als auch in Abwesenheit des zu untersu-
chenden Reaktionssystems (also auch fiir den Indikator allein)
durchgefiihrt werden.

Die dazugehorigen impliziten Ausdriicke lauten:

Sep=I(8InKy) (3.2-8)

5clT,=F.*<81nK; ~%Sln 1<,9 (3.2-9)
B

wobeéi [}, ', und I'f wie folgt definiert sind:

Cy-Cp CA-CR ’
[ = = ;o Ta=———ri— 3.2-10
: Ki'+cesta * Ki'+en+ea ( )

r
I<[7l +cg+ (1 —¢>
Cp

Daraus geht klar hervor, daB das A-System die Amplitude
dcp in zweifacher Hinsicht beeinfluBt: einerseits aufgrund
seines Puffereffekts, welcher im Term I'f* zum Ausdruck
kommt, und andererseits aufgrund der endlichen Anderung
dIn K,, die eine Konzentrationsverschiebung von B bewirkt
und die sich schlieBlich auf das Indikatorgleichgewicht iiber-
trdgt. Die Pufferwirkung ist dann dominant, wenn die Zustinde
A, AB, T und IB verglichen mit B in groBem Uberschul3
vorhanden sind. Dieser Fall wurde bereits in Abschnitt 3.1
behandelt. Jetzt wollen wir uns mit dem anderen Fall beschafti-
gen, bei dem der Indikator in kleiner Konzentration vorliegt,
wobei speziell die Bedingung ¢;< K~ + ¢y gelten soll (cg wird

= (3.2-11)
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. . AT e [T e T e
durch die AB-Reaktion kontrolliert). I, und I sind hier 3] } | EEDWEE _
identisch, da der ¢;-Term vernachlissigbar klein ist. Die Ampli- el IR .“... [ Ami

tudendifferenz A (8 cig)=38cih — 8 ¢ip ist dann einfach durch

= ﬂ'ﬁ:mn

(3.2-12)

Ohne Monactin:
4-107%M Murexid

Mit Monactin:
4.10~*M Murexid

gegeben. 'y wird als bekannt vorausgesetzt, da es entweder
mit K; berechnet oder direkt - in Abwesenheit des AB-Systems
— gemessen werden kann.

Die Gleichung fiir 'a/cg ist bei kleinen ¢f identisch-mit
dem Ausdruck, den man fiir ein nicht-gekoppeltes System

2.10"*M Monactin

2-1073 M Natrium (gesamt)
SE=1.5-10"3/gr. Teilstrich
Zeitauslenkung: 10 ms/gr. Teilstrich

1.3-10"3 M Natrium (gesamt)
S E=1.5-10"3/gr. Teilstrich

Zeitauslenkung: 10 ms/gr. Teilstrich

erhilt: dl Z_ .o
[ 1 1 bl n
Fafen = a1 (3.2-13 I
ales catop+Ki' 2 1 4K ) s
KT G s
und unter der zweckmiBigen Annahme ci =cj: | .
5
Iajeo=—[1 ! (3.2-14) i
g=—|1 - 2-
2[ ]/|+4KA‘L‘R:I ;

o
L

Abb. 10. Ermittlung der Stabilititskonstante und Reaktionsenthalpie aus den
Differenzen der Relaxationsamplituden nach der (im Text beschricbenen)
Substitutionsmethode. Die Funktion ¢ enthilt neben experimentellen Daten
noch einen angenommenen: Wert fiir AH. Dieser ist neben jeder Kurve einge-
tragen (in kcal/mol). Bei Annahme des richtigen Wertes fiir AH (hier 5.0kcal/
mol) ergibt sich eine Gerade mit der Steigung 4Ky. Die Funktion ¢ ist hier
gegen die reduzierte Konzentration ¢f Kx aufgetragen.

Dieser Term kann selbstverstidndlich nicht direkt gemessen
werden. Die GroBe, die das Experiment liefert, entspricht
nach Gl. (3.2-12)

r
foxp =—28In K, (3.2-15)
Cp

1 1
wiet gt 20 EAC]

Duft
| Ampl

Mit Antamanid:

4.10™%M Murexid

1-107* M Antamanid
1-107*M Natrium (gesamt)
SE=3.5-10"%/gr. Teilstrich
(kompensiert auf 6.03- 107 %)
1=23ms

Ohne Antamanid:

4.107%M Murexid
0.75-10"*M Natrium (gesamt)
8E=13.7-10"%/gr. Teilstrich
(kompensiert aul 6.34-1073)

{Man beachte, daB die Empfindlichkeiten der Messung von 3E in beiden
Fiillen etwas verschieden sind. Die anfinglichen (schnellen) Extinktionsénde-
rungen 8 E sind in beiden Fillen gleich.)

Abb, t1. Experimentelle Daten zur Erliuterung der Amplituden-Substitu-
tionsmethode.

a) und c) sind Relaxations-Oszillogramme fiir die Bildung der Na*-Monactin-
[1] und Na*-Antamanid-Komplexe [15a] in Methanol unter den angegebe-
nen Bedingungen. Die Konzentrationen von [reien Natriumionen und Indika-
tor (Murexid) sind bei den Amplitudenmessungen in Gegenwart und in Abwe-
senheit der Komplexbildner Monactin oder Antamanid gleich.

b) und d) zeigen die Auswertung nach der in Abb. 10 beschriebenen Methode.
Bei T=293°K ergibt sich fir:
Na*-Monactin:
Na*-Antamanid:

K=5x101M"!
K=5x10*M"!

AH = -6.6 kcal/mol
AH = —2.2 kcal/mo!

Wir schitzen zunichst einen Wert fiir $In K, ab und be-
trachten den Ausdruck

wobei 3InK, im Falle eines Temperatursprungs durch e e r,_ o (3.2-16)
(AHA/RT)(@3T/T) gegeben ist. Es gibt nun einen einfachen (6InkK A)ungmmmn._ - 2[ V1+4K A.(,g:l ’
Trick, die MeBgroBe f.,,, die ja immer noch zwei unbekannte

Faktoren enthilt, auszuwerten. der wie folgt umgeordnet werden kann:
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d=(1-2/%"2—1=4K,\c} (3.2-17)

Triigt man ¢ gegen ¢ auf, so erhiilt man eine Gerade mit
der Steigung 4K, — jedoch nur dann, wenn fiir lnK, der
richtige Wert eingesetzt wurde. Was passiert, wenn man eincn
falschen oder ungenauen Wert gewihlt hat, ist aus Abbildung
10 ersichtlich. Fiir zu groBe Werte von (810 K a)ungenommen sind
alle Kurven nach unten und fiir zu kleine Werte nach oben
gekriimmt. Aus dieser Eigenschaft ergibt sich eine sehr emp-
findlich konvergierende Methode fiir iterative Schitzungen,
so daB3 man schlieBlich gezielt zum richtigen Wert fiir §1n K,
(d.h. AH, oder AV, usw.) gelangt. Damit wird auch K,
selbst—aus der Steigung der interpolierten Geraden ~ eindeutig
festgelegt. Das Ganze kann man natiirlich auch vom Computer
ausfiihren lassen, der fiir solche iterative Verfahren priadesti-
niert ist.

Das Beispiel in Abbildung 10 zeigt, wie empfindlich diese
Methode im Hinblick auf einc Bestimmung von AH ist.
Bei den iiblichen van’t-Hoff-Auftragungen mul3 man einen
betrichtlich gréBeren Temperaturbereich durchfahren, um
vergleichbar genaue Werte fiir AH zu erhalten. Viele Substan-
zen, insbesondere Enzyme, die ihre Konformation in Abhin-
gigkeit von der Temperatur dndern — und daher sogar denatu-
rieren konnen — lassen eine gréBere Variation der Temperatur
nicht zu. Bei dem hier beschriebenen Relaxationsverfahren
benstigt man nur relativ kleine Temperaturverschiebungen
(8 T~ 5 bis 10°C), wobei man von einer geeigneten Referenz-
temperatur ausgeht.

Wie niitzlich beide Substitutionsverfahren sind, mag man
aus den Beispielen in Abbildung 11a-d ersehen. Hier ist die
Auswertung einiger experimenteller Daten fiir die Komplexbil-
dung von Metallionen mit Antibiotika!™! und verwandten
Substanzen' %" wiedergegeben. Uber weitere Anwendungs-
moglichkeiten haben wir gemeinsam mit P. B. Chock und
F. Eggers berichtet!!3°],

4. Vielstufige Reaktionssysteme

Sowohl aus der Theorie als auch aus der Praxis 1dBt sich
eine Reihe von Verallgemeinerungen ableiten. Wie schon be-
merkt, ist es aber nicht das Ziel dieser Arbeit, die allgemeinen
theoretischen Grundlagen der Relaxationstheorie chemischer
Systeme zu erdrtern. Die zur Losung dieses Problems benéotig-
ten Ansiitze der linearen Algebra sind wohlbekannt!s:®1, Hier
sollen vielmehr die praktischen Anwendungen in der analyti-
schen Chemie diskutiert werden. Die gewiinschte Information
iiber dic Eigenschaften bestimmter Komplexverbindungen er-
hilt man nur aus einer dctaillierten Analyse der zutreffenden
Reaktionsmechanismen.

Drei Fille, die fiir die Komplexometrie von besonderem
Interesse sind, werden im folgenden behandelt.

1. Zwei Reaktionspartner A und B sind vorgegeben, die nach

A+ B=AB

einen Komplex AB bilden. Jeder der beiden Partner vermag
dartiber hinaus mit einer Reihe weiterer Reaktanden Bin-
dungen einzugehen.
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In einem fiir die komplexometrische Titration typischen
Beispiel bildet ein Metallion (oder allgemeiner ein Elektro-
phil)in gepufferter Losung mit einem potentiellen Liganden,
der in verschiedenen protonierten Formen vorliegt, koordi-
native Bindungen aus. Der Ligand muB dabei mit 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
mit dem Liganden B ein, und zwar nach dem Schema

A+B=AB; AB+B=AB,:...;AB,-; +B=AB,

Solch ein System von aufeinanderfolgenden Koordinie-

rungsschritten i3t sich unter bestimmten Voraussetzungen

durch einen einzigen Gleichgewichtsparameter charakteri-

sieren:

2a) Die wahre Bindungskonstante hat fiir jeden einzelnen
Schritt den gleichen Wert, d. h. wir haben es mit einer
Entartung*

K,=K; K,;,=2K;...;K,=nK

zu tun. Ein bekanntes Beispiel ist das allosterische
Enzym, das aus mehreren Untereinheiten besteht, von
denen jede das Substrat mit gleicher Stirke zu binden
vermag.

2b) Die Zwischenzustinde (AB; fiir 1 <i<n) haben eine
so geringe Stabilitiit, dall der Gesamtprozel wie eine
einstufige Reaktion

A+nB=AB,

behandelt werden kann.

2¢) Die einzelnen Schritte unterscheiden sich hinsichtlich
ihrer Bindungskonstanten so stark, daf3 innerhalb eines
vorgegebenen Konzentrationsintervalls jeweils nur ein
Komplex in groBem UberschuB vorhanden ist. Kann
der Halbwertspunkt der einzelnen Reaktionsschritte
mit einer endlichen und abmeBbaren Menge von un-
komplexiertem B erreicht werden, so hat man es mit
einer Reihe separater 1:1-Komplexbildungen zu tun,
wie sie in Abschnitt 2 diskutiert wurden, z. B.

ABy - +B=ABy

Sind andererseits die Stabilitéitskonstanten samtlicher
Reaktionsstufen so grof3, dal 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

AByk- 1 +ABy+ =2ABy

formulieren.

3. Vom Komplexbildner A wird angenommen, daB er an
verschiedenen miteinander konkurrierenden 1:1-Bindungs-
reaktionen mit den Liganden X, Y, Z beteiligt ist.
Wichtige Beispicle hierzu sind die ternéren Systeme {Probe,

Angew. Chem. 91, 200 51 (1979 )



Puffer, Indikator} oder {Probe 1, konkurrierende Probe
2, Indikator}.

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

4.1. Komplexometrische Titration

Die Uberschrift dieses Abschnitts ist identisch mit dem
Titel einer dem Chemiker wohlbekannten Monographie von
Gerold Schwarzenbach!' ™. Dort wird auch der Prototyp einer
mehrstufigen Komplexbildungsreaktion beschrieben. Uber-
nehmen wir Schwarzenbachs Bezeichnungen, so wird das Me-
tallion durch M ™Y, der fiir die Titration verwendete Ligand
durch Y ¥ und der Komplexpartner des Hilfssystems durch
L charakterisiert. Letzterer kann mit dem Puffer identisch
sein, der fiir die Konstanz des pH-Wertes sorgt und deshalb
im UberschuB vorhanden sein muB. Alle Anderungen im ML-
und HY-Gleichgewicht soliten — verglichen mit der zu untersu-
chenden Komplexbildungsreaktion M+ Y — schnell verlaufen.
Ein Beispiel, das von Schwarzenbach ausfithrlich diskutiert
wird, bezieht sich auf zwei- und dreiwertige Metallionen, den
Komplexpartner Ethylendiamintetraacetat (EDTA) und das
Puffersystem NHj. Besitzt Y registrierbare optische Eigen-
schaften, so 146t sich die Konzentration des Komplexes MY
spektroskopisch bestimmen. Andernfalls kann die Anzeige
durch ein Zusatzsystem vermittelt werden, das in sehr niedriger
Konzentration vorliegen muf}, damit die Erhaltungsbeziehun-
gen giiltig bleiben. Die Indikatorreaktion soll aullerdem im
Vergleich zur Probe schnell ablaufen. Sind diese Voraussetzun-
gen nicht erfiillt, so ist der Indikator wie ein zusitzlicher
Reaktionspartner entsprechend dem Konzept in Abschnitt
4.2 oder 4.3 zu behandeln.

Fiir die beiden Serien von Gleichgewichten

M+ L=ML,... ML, +L=ML, 4.1-1)
und
Y+ H=YH,.., YH, .. +H=YH,, (4.1-2)

definieren wir die Konzentrationen

CM=CnF OMLF T+ OML, (#1-3)
=cm(1+KycL+Kpef+ -+ Ky cf)=Prem

wobei B bei gleichbleibenden Werten von ¢ und groBem

UberschuB an L konstant ist. Analog dazu gilt

cy=cy+cyn+ -+ Cyn,
=cy(1+Kien+ Koch+- + Knel)=aney 4.1-4)

wobei oy jeweils fiir gegebene pH-Werte (gepufferte Losung)
konstant ist. Fiir die Komplexbildung zwischen M und Y
erhalten wir dann

Kigp = (my _ OMy o Kny

Y _ By 4.1-5)
ey owrey amPr wuB
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Die Erhaltungsbedingungen
ch=cay +ci und oY =cuy + ¢y {4.1-6)

liefern das noch fehlende Glied fiir eine explizite Losung in
Form der Titrationsfunktion, die — wie in Abschnitt 2 erldutert
— aus einer quadratischen Gleichung

my Kyy

(ch— CMY)(('g —cmy)  anBy

4.1-7)

resultiert. Die Losung besitzt exakt die Form von T, wie
sie in Tabelle 1 eingefiihrt wurde. Die Grofle K= Kyy/ouBo
ist durch Variation von oy und f;, adaptierbar.

In dhnlicher Weise konnen alle anderen Ausdriicke, wie
z.B. Ty, I', und 14, aus der Ldsung von Gl. (4.1-7) abgeleitet
werden. Einzelheiten hierzu sind in den Abschnitten 2.1 bis
2.3 zufinden. (Anwendungen fiir die Titrationsfunktion wurden
von Schwarzenbach 7! diskutiert.)

4.2. Sequentielle Komplexbildung und Ligandenaustausch

In der Einfiihrung zu Abschnitt 4 sind drei Grenzfille unter-
schieden worden. Die ersten beiden sind typisch fiir Proteinmo-
lekille mit mehreren (aktiven) Untereinheiten: 2a) Entartung
der charakteristischen Bindungskonstanten bei homotropen
Bindungsplitzen; 2b) ,,Alles oder Nichts“-Bindung an mehre-
ren Bindungszentren, vermittelt moglicherweise durch ,.kon-
zertierte” Konformationsumwandlungen. Die klassischen Ti-
trationsprozeduren, wie die wohlbekannten Methoden von
Bjerrum!''®!, Scatchard'*®) und weitere (beschrieben von Edsall
und Wyman'), ermoglichen auf einfache Weise, die Anzahl
der Bindungsplitze eines Molekiils zu bestimmen (die verschie-
denen Auftragungsmdglichkeiten sind in Abbildung 12 zusam-
mengestellt). Ganz dhnlich konnen die Relaxationsparameter
ausgewertet werden, wobei die in Tabelle 1 aufgefiihrten Prin-
zipien zu verwenden sind. Besitzt ein Molekill n gleichwertige
Bindungsplitze, so muB der Term ¢§ durch ncfi ersetzt wer-
den, wodurch fiir I, Iy, 7., T.” dic Maxima der Titrations-
kurven zu den Aquivalenzpunkten:

a) e +nel=05
bzw.
b) 8=ncf+K™!

und fiir 7, und T¢ nach ¢=nci— K~ verschoben werden.

Abweichungen von der jeweiligen Standardkurve weisen
aufdas Vorhandensein von nicht gleichwertigen Bindungsplit-
zen hin. Man erhilt in diesem Fall ebenso viele Relaxationszei-
ten wie Gruppen von nicht gleichwertigen Bindungsplitzen.
Sind diese voneinander unabhiingig, so erweist sich die Aus-
wertung als relativ einfach (vgl. Tabelle 4). Als Beispiel ist
das Enzym Glutamat-Dehydrogenase zu nennen, das zwei
Gruppen von je sechs gleichwertigen Bindungsplitzen be-
sitzt201

Bei einem System mit nicht gleichwertigen und miteinander
in Wechselwirkung befindlichen Bindungspldtzen ergeben sich
komplizierte Beziehungen fiir die Relaxationsparameter. Sie
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Abb. 12. Die in der Enzymchemie iiblichen Auftragungen der Bindungsfunk-
tionen fir den Fall, daB mehrere Gruppen von dquivalenten Bindungspliitzen
vorhanden sind. Die ausgezogene Kurve reprasentiert ein System mit einer
Gruppe von n,; gleichwertigen Bindungsplitzen, die gestrichelte Kurve ein
System mit zwei Gruppen yvon n; bzw. n; Bindungsplitzen und den
dazugehdrenden Bindungskonstanten K, und K; (<K} (nach Edsalf und
Weman [4]). a)entspricht der Michaelis-Menten- und b} der Lineweaver-Burk-
Auftragung (siche Abb. 2). Die Auftragung c) ist nach Scatchard benannt [19].

a) Fs gill ¥=Xn;ca/(Ki " +ca); ny=Zahl der dquivalenten Bindungspliitze

der Sorte | bzw. 2, K; zugehdrige Bindungskonstante, ¢ ={reie Liganden-
konzentration.

b) 1 i 1
= Vot
i <n1+K1111<-A> 2

_ ny Ki(1+Kjzca)
n Ki+n;K;+(n;+nz) Ky Ksea

fi, , {liz2=1 fiir K;=0)

Tabelle 4. Bezichungen fiir cinen allgemeinen Ligandenaustausch.

AB,_+AB, ., =2AB,

Cno1 st .
p= "-—5—i 4p<l[*]
Co
a) b)
Q . H
¢ =const., ¢§ = variabel cff=const., ¢4 = variabel
)

Iy R
Y=y Jo= g

CA g

T.. I',, 7, bezogen auf konstante
Konzentration ¢}

Ty, Tv, T, bezogen auf konstanie
Konzentration ¢§

sinz = ]/(T'—_4”'*’[' - (qih" n)ﬂ

]
n-1< <n+l
s

sino = | { ]7:5»;)?)[! 7(11;;11737]

n-1<qg,<n+ !

O<sino <} —4p, 0<sina<)/1—4p,

-2

1= 21 py
< e

2
27 Yl=4p,

oder 0<tg E,S oder 0<1g
2

[*] Fir 4p,>1 crfolgt die Substitution durch hyperbolische Funktionen
analog zu Tabelle 2.
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a) _ t o /7'_ _ 777 “_ Al
[ vt U (TR TR T

T O VP
- i'14m{] 41/141 —4,71,)[! _<li;_n> }}
2tg? (%)

b} Ty

—-n
»To=—| R

ga Ty = —4p,

ST

. . tg?
Iy 777[}&“&;/%)2 o 4py o ( : )

* )

o Vo T
Vlﬁ(1—4ph)|:lf(f—n>} (1—4p,)? <1Atg4
o

|

2

Thfdn = o
2

1—tg (E

T . .
a Fiir den Fall n=1 sind die Parame-
24 \ ter: .
| 7 Kurve |1 p,=1x10"*
2ipa=1x1077
o | 3 —2
< 3ipa=1x10""
1 4:p,=1x10""
@ T 5:p,=25x10""
2 — —
00 04 08 12 1.6 20
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Fiir den Fall n=2 sind die Parame-
ter:

Kurve 11 po=1x107%
2 py=1x 1077

2

3ipp=1x10 -
4:ppy=1x10"
5: 25%x10°!
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sind fiir einige bekannte Modelle der allosterischen Enzymwir-
kung!?'-23 typisch und werden an anderer Stelle ausfiihrlicher
diskutiert!?3],

Echtes kooperatives Verhalten beschrankt sich im wesent-
lichen auf makromolekulare Substanzen, z. B. Proteine,
Nucleinsiuren 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 Kooperativitét
bezeichnen. Im aligemeinen wird der crste Ligand am stérksten
gebunden, wihrend mit zunehmender Anzahl von Liganden
cine stufenweise Abnahme der 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. Schwierigkei-
ten treten allerdings auf, wenn die Werte der Bindungskonstan-
ten samtlich sehr groB sind, so daB alle Bindungsplitze unter
normalen Konzentrationsbedingungen immer nahezu voll-
stiindig besetzt sind (was bedeutet, dafi die gebundenen Ligan-
den im Vergleich zu den freien Liganden in groflem Uberschuf3
vorliegen). Der eigentliche ProzeB der Ligandenabgabe mull
dann als Austauschreaktion formuliert werden.

k,
AB,-(+AB, 1, ‘? _:ZABn (42‘”

-n

Die expliziten Ausdriicke fiir simtliche Funktionen (T;, und
seine Ableitungen sowie I', und 1) in bezug auf die entspre-
chende Titrationsvariable sind den in Abschnitt 2 und insbe-
sondere den in Tabelle 2 enthaltenen Gleichungen sehr dhnlich.
Ste werden jedoch durch das n-fache Auftreten von B in
AB, geringfiigig modifiziert. Die Gleichgewichtskonstante ist
wie folgt definiert

K 7i . 4.2-2)

Die Indices n—1, n und n+ 1 beziehen sich auf die Spezies
AB,_(, AB, bzw. AB,+,;. Die Erhaltungsrelationen lauten:

(4.2-3)
AR Cam 1+ Gt ot 2epe1 =R+ cf—ned —ca

. . .0 Nl 0 -
Brn—Tie, - +nc,+n+1)cs41: 2i-1=CR—CBHNCA—Cn

Der explizite Ausdruck fiir ¢, ergibt sich aus einer quadrati-
schen Gleichung:

A

T4k

Cn

{1 — T ARy (1 =) - 6]75} (4.2-4)

Das einfachste und zweckmiBigste Verfahren ist, die Gesamt-
konzentration des Komplexbildners ¢} konstant zu lassen
und die Konzentration ¢3, die gegenliiber ¢ ungefiihr n-fachem
UberschuB entsprechen soll, zu verindern. Die Konstanz von
¢ im Faktor vor dem Klammerausdruck bewirkt, daf3 die
Beziehungen fiir T,=c,/cS, I',=1/c} und t,=1k,c% symme-
trisch werden [analog dem in den Tabellen 1 und 3 aufgefiihr-

42

ten Fall a)]. Diese lassen sich bei einer Auswertung sehr
leicht handhaben. Aber mathematische ZweckmiBigkeit ist
nicht unbedingt gleichbedeutend mit technischer Praktikabili-
tiat. Sind die Komplexverbindungen sehr stabil und nimmt
dic Bindungsstirke mit zunehmendem n ab, so ist die Zugabe
kleiner Mengen von A zur B-Probe, wobei ¢ = konstant gehal-
ten wird, vorzuziehen. Die hochste Stufe AB, wird dann immer
besetzt sein, solange B in n-fachem UberschuB vorliegt. Wird
jedoch ¢§ groBer als ¢B/n, so treten nach und nach entsprechend
dem Reaktionsschema (4.2-1) die niedrigeren Stufen mit AB,
in Konkurrenz. Die Funktionen Tp=c,/c8, Iup=n/ck usw.
beziehen sich dann auf eine konstant gehaltene Konzentration
g

Die den beiden Verfahrensweisen (cS=const. und
¢} = const.)zugrundeliegenden theoretischen Beziehungen sind
in Tabelle 4 zusammengestellt. Die enge Bezichung zu den
inden Tabcllen | und 3 aufgefithrten Funktionen ist offensicht-
lich, besonders wenn die trigonometrische Ausdrucksweise
gewihlt wird.

Gerade bei der Untersuchung sequentieller Ligandenbin-
dung erdffnet die Amplituden-Registrierung (d. h. I oder auch
T") fiir die Komplexometrie neue, interessante Mglichkeiten.
Durch Variation der Titrationsvariablen g, im Bereich von
{unterhalb) {/n bis {oberhalb) 1 erfa3t 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 Singularitdten
ausgeht, macht sich gerade dann bezahlt, wenn eine Reihe
von Komplexen innerhalb eines engen Bereiches der variierten
Konzentration sukzessive entsteht. Nach dem klassischen Ver-
fahren crhilt man eine Bindungskurve, die nur einen mehr
oder weniger unscharfen Ubergang zeigt.

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

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

M+2L=ML+L=ML, (4.2-5)

Sind die cinzelnen Stabilitéitskonstanten so groB3, dalB3 bei der
geringsten noch meBbaren Ligandenkonzentration bereits bei-
de Komplexe vorliegen, so ist es ratsam, Methode b) zu verwen-
den, d.h. ¢ konstant zu halten und mit den Metallionen
zu titrieren. Wird I oder Ty’ registriert, erscheint infolge der
Bildung des Komplexes ML, bei ¢hxcf/2 ein Maximum.
Dieses Maximum verschwindet, wenn cfy groBer als ¢f/2 wird,
danach crscheint jedoch ein zweites Maximum, das durch
die nun dominierende Austauschreaktion (4.2-1) verursacht
wird, die selbstverstindlich nur dann auftritt, wenn die Bin-
dungsstirke fiir den ersten Liganden grofer ist als fiir den
zweiten. Abbildung 13 veranschaulicht dieses Verhalten fur
I'y. Die Empfindlichkeit der Bestimmung, die in der Schirfe
des Maximums zum Ausdruck kommt, ist beachtlich. Experi-
mentelle Aufzeichnungen dieser Art liegen fiir die Komplexbil-
dung von Ca?* und Sr** mit Murexid in Methanol!!) vor.
Sowohl Relaxationsamplituden als auch Zeitkonstanten konn-
ten durch elektrische Feldsprung- und Temperatursprungmes-
sungen bestimmt werden. Einige Oszillogramme und die
dazugehodrigen Auswertungen zeigt Abbildung 14.
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Abb. 13. Reduzierter Amplitudenfaktor fur einen zweistufigen Dissoziations-
prozel nach Gl. (4.2-5). Die beiden scharfen Maxima ¢ntsprechen den beiden
Reaktionen:

1) L+ML==ML,
2) ML, + M=2ML

Die Parameter fir das Schema

s K
LYWEVITp.

M+2L ML,

ML;+M ZMI.T<‘—;—‘ZM+2L

1

sind; K;=108M"!
K;=10°M"!
o =4x107°™m

Die Registrierung der fiir die einzelnen Schritte der Kom-
plexbildung nach Schema (4.2-5) charakteristischen Signale
— unter der Voraussetzung cp»cY fiir beide Schritte und
ch=const. — ist nur dann moglich, wenn M mit L (im Sinne
von ML, und ML) gesittigt in verschiedenen Konzentrations-
bereichen von L auftritt. Die Auswertung der Melidaten gelingt
in diesem Fall nach dem in Abschnitt 2 angegebenen Verfahren.

Das zweite Beispiel betrifft die Titration einer zweibasigen
Séure. Bis jetzt wurde nur wenig auf pH-Titrationen eingegan-
gen, da man normalerweise einfach mittels geeigneter Puffer
den gesamten pH-Bereich durchtesten kann. Im Fall einer
mehrbasigen Siure tritt jedoch ein Problem auf, das noch
nicht vollig befriedigend gel6st werden konnte. Es ist das
Problem der sogenannten ,mikroskopischen* Dissoziations-
konstanten'*!. Was darunter zu verstehen ist, wird aus dem
Reaktionsschema (4.2-6) deutlich.

®

TTX =X, 1T
‘+-\q'® {’96
£
“,\;a‘ Jdl
+ Kab
"o+ "X,-XH  ====  HX-X; + H*
kba

o (4.2-6)
>

f’&
f,x &3
s

XXy + 2 HY
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Abb. 14. Relaxationskurven, hervorgerufen durch (elektrischen) Feldsprung
im Systermn Ca oder Sr und Murexid in Methanol. Die Ergebnisse bezichen
sich auf den Schritt ML+L&ML,. Dic Maxima von I und t liegen bei
o= "5 ¢0. Ein zweiter (langsamcrer) Relaxationscllckt, der bei hoheren Kon-
zentrationen des Metallions zu erwarten ist, bezieht sich aul die Stufe
ML, + M==2ML.

a) Oszillogramme.

b) Normierte Diagramme fur /'(E) und 7. Die ermittelten Werte sind fir
Ca:K;=5-10"M7! und fiir Sr: K;=1.5-10°M "' ¢ bezicht sich auf die
Gesamtkonzentration des Metallions. ¢f betriigt in beiden Serien 41077 M.
Die Kurven | bis 5 bezichen sich auf folgende angenommene Werte fir K»:
1) 1.0x 10° 2) 5.6 x 10%, 3) 3.1 x 10°,4) 1.8 x 10° und 5) 1.0 x 10%.

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

bezichen sich aul die Gesamt-Gileichgewichte und

Xy

CHN NN

cn et N Fansg )
Die pK-Werte k6nnen um GréBenordnungen differieren, was
jedoch nicht unbedingt bedeutct, daB die pK-Werte der einzel-
nen Gruppen X, und X, sehr verschieden sind. Stark unter-
schiedliche pK-Werte findet man sogar bei Sduren mit identi-
schen Gruppen X; und X,. Der Grund dafiir ist in Nachbar-
schaftseffekten zu suchen, dic aus der Anderung der elektri-
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schen Ladung resultieren. Die wahren oder ,,mikroskopischen®
Konstanten lassen sich nur dann bestimmen, wenn man zusitz-
lich zu den Werten pK ; und pK, die Konstante des Isomerisie-
rungsgleichgewichts kennt. Eine direkte Zuordnung
wire moglich, wenn sich dic beiden Zustinde ¢a) und @)
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 aul speziellen
Analogien zu den Spektren dhnlicher (z. B. methylierter) Ver-
bindungen beruhen. Infolge der schnellen gegenseitigen Um-
wandlung von @ und () ist es im allgemeinen nicht moglich,
einen der beiden Zustinde chemisch abzufangen und den
anderen dann separat mittels einer spezifischen Reaktion zu
titrieren.

Mit dynamischen Methoden lieBe sich im Prinzip der Isome-
risierungsschritt im Relaxationsspektrum erfassen. Denn im
Zeitspektrum tritt eine Geschwindigkeitskonstante auf, die
unter geeigneten pH-Bedingungen direkt der Umwandlungs-
reaktion 1. Ordnung Qa)<=(Gp) 7ugeordnct werden kann. Un-
gliicklicherweise sind die Zeitkonstanten und die Amplituden
von Reaktionen 1. Ordnung, sofern diese direkt registriert
werden, konzentrationsunabhiingig'®!. Daher kann man nicht
unmittelbar (d. h. ohne Verwendung von Analogien) aus einer
der Isomerisierung zugeschriebenen Relaxationszeit die einzel-
nen Geschwindigkeitskonstanten (k,, und ky,) bestimmen. Es
ist auch nicht moglich, die Relaxationsamplitude aufzuspalten
in die unbekannten Grofen: Gleichgewichtskonstante und
Reaktionsenthalpie (oder Reaktionsvolumen) sowie in die fiir
die Anzeige notwendigen Parameter (wic z B. die Differenz
der Extinktionskoeffizienten von Zustand @) und@p). Wieder-
um ist die Interpretation nur im Rahmen vereinfachender
Annahmen mdoglich.

Man konnte diese Schwicrigkeit umgehen, indem man das
gesamte Relaxationsspektrum sorgfiltig registriert und die
Konzentrationsabhiingigkeiten aller Zeitkonstanten und Am-
plituden genau aufzeichnet. Unter giinstigen pH-Bedingungen
148t sich das Reaktionssystem auf jeweils ein Dreieckschema

beschriinken (hohe pH-Werte: ; niedrige pH-Werte:
o c
0s) ). Diese Methode ist allerdings auch nicht freir von

Schwierigkeiten: Die protolytischen Reaktionen verlaufen im
allgemeinen diffusionskontrolliert. d.h. sehr schnell, so dal3
die’ Geschwindigkeiten der einzelnen Reaktionsschritie nicht
ohne weiteres voneinander unterscheidbar sind. Die Schritte
O @ und O)-@® bzw. @ und @ @) konnen da-
her nicht als getrennte Reaktionen aufgeldst werden.

Zu einer eleganteren Losung des Problems gelangt man
durch einen kleinen Trick: Man geht von Situationen aus,
bei denen die Zustiinde @z) und @5) dominieren, und gibt einen
spezifischen Reaktionspartner zu, der nur mit einem der Zu-
stiinde a oder b reagiert (z. B. bei HS—R—NH ein spezifisches
SH-Rcagens). Diese spezifische Reaktion darf weder irreversi-
bel sein noch darf sie zu langsam - verglichen mit der Reaktion
1. Ordnung - ablaufen. Mit anderen Worten, das Hilfssystem
soll nicht einen der beiden Zustinde ,bescitigen”, sondern
sich mit diesem schnell ins Gleichgewicht setzen und damit
an die Isomerisierung a==b ankoppeln. Fiir ein solches System
gelten die in Tabelle 4b hergeleiteten Beziehungen. Zur Aus-
wertung ist nur die Kenntnis meBbarer Grofien (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 mit 4-Pyridincarbaldehyd, das in Abschnitt
2.4 diskutiert wurde, gehort in diese Kategorie von Reaktionen.
Im Teil 2.4 befafiten wir uns ausschlieBlich mit dem schnellen
und damit getrennt auftretenden Schritt zweiter Ordnung.
Die Terme fiir die langsame Hydratationsreaktion (1. Ord-
nung) in Gegenwart von Sulfit enthalten tatsachlich konzentra-
tionsabhiingige Faktoren, so daf3 alle Geschwindigkeits- und
Gleichgewichtsparameter auf diese Weise bestimmt werden
konnten. Obwohl sich diese langsamen Hydrationsprozesse
auch mit anderen Methoden untersuchen lieBen, zeigt dieses
Beispiel eine Anwendungsmoglichkeit auf, die besonders im
Bereich der Biochemie von groflem Nutzen sein kdnnte.

4.3. Terniire Systeme

Fiir Relaxationsuntersuchungen muf3 ein System generell
zwel Voraussetzungen erfiillen: Erstens mul} es auf eine von
auBen aufgezwungene Anderung eines intensiven Parameters
(T, P,E) reagieren und zweitens mul} es ein registrierbares
Signal hervorbringen, .anhand dessen die Verschiebung des
Gleichgewichts aufgezeichnet werden kann. Der Effekt der
Gleichgewichtsstorung hingt von der Grofle der Reaktionspa-
rameter wie z. B. der Enthalpie (AH) oder des Reaktionsvolu-
mens(AV)ab. Sind diese bei einem gegebenen System zu klein,
so kann dennoch iiber ein Hilfssystem, das typische Pufferei-
genschalten hat und empfindlicher auf externe Kriifte reagiert,
eine Storung des betreffenden Gleichgewichts erzwungen wert-
den. Diescs Prinzip ist von besonderer Bedeutung in solchen
Fillen, in denen die Gleichgewichtsstorung durch Verwendung
starker elektrischer Felder hervorgerufen wird. Einen meBba-
ren Dissoziations-Feldeffekt erhdlt man aber nur, wenn beide
Reaktionspartner eine UberschuBladung besitzen. Metallkom-
plexe mit neutralen Liganden erfiillen diese Voraussetzungen
nicht. Ein ,sekundidrer Feldeffekt kann dann immer noch
mit Hilfe konkurrierender, geladener Liganden erzeugt wer-
den, die die freien Metallionen puffern und damit deren Wech-
selwirkung mit neutralen Reaktionspartnern beeinflussen.

Binire Gleichgewichte wurden schon in Abschnitt 3 disku-
tiert. In manchen Féllen braucht man jedoch zwei Hilfssyste-
me, und zwar einen Puffer und einen Indikator. Eine Verall-
gemeinerung der Bezichungen fiir bindre Systeme ist daher
von besonderem Interesse und wird hier explizit fiir zwet
Arten von terndren Systemen ausgefithrt. 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, dal3 drei Arten von Liganden X, Y,
Z um Bindung an dasselbe Metallion M konkurrieren. Dabei
wird zunéchst offengelassen, welche der drei Spezies die Probe,
der Puffer oder der Indikator ist. Spdter wird es natiirlich
notwendig, die speziellen Eigenschaften einer jeden der drei
Verbindungen festzulegen, da diese die an ihre jeweilige Rolle
gekniipften Bedingungen nur unter ausgewihlten Konzentra-
tionsverhiltnissen erfiillen konnen. Die entsprechenden
Gleichgewichte sind

M+ X==MX
M+Y=MY (4.3-1)
M+ Z=MZ
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Es gelten dic Massenwirkungsbeziehungen

M Kx; MoKy, Mg, (4.3-2)

‘MCx CmCy CMmMCz

denen die Amplitudenfaktoren

4.3-3)
[ Mex o MY Ouez
X YUKy ltemteyT D KIldemtoy
zuzuordnen sind. Weist nur ein System, ndmlich der Indikator
Z, beobachtbare Verdnderungen bei der Komplexbildung auf,
so ist dessen Konzentrationsverschiebung die einzige Grofe,
die registriert wird. In Abwesenheit von X und Y ist diese
Anderung gegeben durch:

demy=rI,3InK, (4.3-4)
In Abschnitt 3.2 wurde schon darauf hingewiesen, daB3 in

Gegenwart des X-Systems das aufgezeichnete Signal modifi-
ziert wird:

r
Sct,=IF <6ln Ky — »—lﬁanx) {4.3-5)
™M
mit
CmCz 1
rf= - (4.3-6)

L N
K7 +ew+eg(1—Txjew) “1=TzIx/ch

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

I, Ixfem(l —y/e
Sefit = —— T{SanZ—Aﬂ: Y/gi)SlﬂKx*
1 =Tzl xvy/cw T—Ixi'y/cu
_r 4.3-7)
_ Dlemll = Il Ky}
1 —Fx ry/(*M
mit
I's+Ty—2IxTy/c
Iy = DX Y= 2 x T vjew 4.3-8)

I =I'xIy/ck

Da hier der Indikator Z die einzige Spezies ist, die ein endliches
Signal zur Registrierung beisteuert, ist ey durch Kz '-n/(1 —n)
gegeben, wobei 1n/(1 —n) dem in Abschnitt 2.1 eingefiihrten
Extinktionsquotienten (E —Eo)/(E.. — E) entspricht. Bei einer
durch einen Temperatursprung hervorgerufenen Stérung er-

hilt man:
Iy
S = - JAH, —
Mz =il p, rxy/ca{ g (4.3-9)
(AHxx+AHyIy)em—(AHx+AH )T ry/ca} 5T
T 1=Ixy/ciy RT*

Bis hierher wurde zwischen X und Y nicht speziell unterschie-
den. Wie man erkennt, bewirkt der EinfluB einer sekundiiren
Verschiebung selbst dann noch einen Beitrag beider Systeme
zur Amplitude, wenn eine der Reaktionsenthalpien praktisch
gleich Null ist. Vollstindige Pufferung von M, sowohl durch
das X- als auch durch das Y-System bedeutet:
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CX, CMX> €Y, CMY 2> OM 4.3-10)
oder explizit ausgedriickt:

cxpemt Kl oypey+ Kel 4.3-11)
Ix>~Ty~¢m;  xyxd (4.3-12)
Die Amplitude des gemessenen Signals hdngt von der relativen

Stiirke beider Puffer-Effekte ab, die in der GriBe des Verhiilt-
nisses

LN 43-13
car KT > ( )
zum Ausdruck kommt, wobei der Index 1 fiir X oder Y steht.

Ist die Wirkung des einen Puffers (i) viel stirker als die des
anderen, so vereinfacht sich Gl. (4.3-7) zu

cMCy

Sem7 = —
e+ K7

(®InKz+d6InKj) (4.3-14)

Die Eigenschaften des Konkurrenten von i kdnnen dann aber
nicht mehr registriert werden. Haben andererseits X und Y
die gleiche Pufferwirkung, so tragen beide, unabhiingig von
ithrer absoluten Pufferkapazitit, zur Amplitude bei:

CMCz

1 1
Scid = —(@InKz+—-38InKx+ —-5InKy 4.3-15
M7 L'M+Ki‘( z 2 nRKx 5 v) ( )

Der Kunstgriff, cin endliches Signal fiir die zu untersuchende
Reaktion zu bekommen, besteht darin, einen Puffer auszuwiih-
len, der eine mit der Probe vergleichbare Komplexstabilitiit
besitzt. Wirkt dagegen nur einer der beiden Konkurrenten
X oder Y als starker Puffer, so kann dessen Gleichgewichts-
konstante nicht mehr aus dem Relaxationssignal gewonnen
werden. Die Tatsache, daf3 das Signal nur in Gegenwart beider
Spezies X und Y beobachtet werden kann, charakterisiert die
Gesamtreaktion als Substitutionsreaktion.

Die Moglichkeit, ,,sekundidre” Verschiebungen zu induzie-
ren, erdffnet einen neuen und sehr aligemeinen Weg zur Bestim-
mung von Stabilitéitskonstanten. Diese Methode ist zur Unter-
suchungder Wechselwirkung von Alkalimetall-lonen mit elek-
trisch neutralen Antibiotika, die die Eigenschaften von Ionen-
Carriern zeigen, benutzt worden. In diesem Fall wird der
wsekundire™ Feldeffekt mit geladenen ionophoren Verbindun-
gen (z. B. Nigericin, Monensin) erzeugt.

4.3.2. Indirekte Anzeige

In diesem Abschnitt soll noch ein weiteres biniires System,
dem flir 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 — zusitzlich noch
mit einem Konkurrenten von P reagieren kann. Dieser Kon-
kurrent kann ein Indikator (1) sein, der sein Absorptionsspek-
trum durch die Bindung des Substrats B veriindert. Eine ande-
re, formal sehr dhnliche Situation liegt vor, wenn B mit dem
Indikator zwar keinen Komplex bildet, jedoch ein Proton,
ein Elektron oder ein Metallion auf diesen iibertrigt. Ein
Titrationsverfahren, das diesen speziellen Gegebenheiten
Rechnung trigt, kann sehr niitzlich 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 viele Proteine bei der
Anlagerung eines Substrats ein Metallion ab, z. B. wird Ca®*
bei der Bindung von Acetylcholin an das zugehorige Rezeptor-
protein freigesetzt!'*! Keine der drei Komponenten Ca’",
Acetylcholin oder der Rezeptor weisen optische Eigenschaften
auf, die fiir die Aufzeichnung der Titrationsmessungen heran-
gezogen werden konnten. Ca®* jedoch lagert sich an einen
Indikator, z. B. Murexid, an und verdndert dadurch dessen
Spektrum. Diese spektrophotometrische Anzeige gibt Aus-
kunft iiber die Konkurrenz zwischen Ca?* und Acetylcholin
(siche hierzu Tabelle 2 und Abb. 4). Viele dhnliche Fille,
sowohl in der Proteinchemie als auch in der Komplexometrie,
lassen eine Behandlung dieses Problems, das von besonderem
praktischen Interesse ist, als wiinschenswert erscheinen.

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

Die Bindungsgleichgewichte und die dazugehdrigen (verein-
fachten) Massenwirkungsbeziehungen sind durch

C
A+P==AP Ko=-—""-
CA-Cp
.
B+ P=BP Kg= &
CyeCp
B+ I=BI K ="
Cp*Ci
oder
Cp €
B+I=B+1 K, =" *
Cr-Cp

gegeben. Die gesamte Zusammensetzung des Systems genligt
den Erhaltungsbeziehungen

Ch=Cp+CaptCrp  CB=Cu+Cpp+Ch
cS+catcar o =ci+cep
oder
A=+
und ¢, =cy, falls ¢r + ¢y
auch gleich ¢f gesetzt werden kann

Hier ist anzumerken, daf} fiir alle mit einem ,,Strich* versehe-
nen Symbole, was immer dieser auch bedeutet (z. B. ein Proton
oder ein Elektron), entsprechende Erhaltungsbeziehungen er-
fiillt sein miissen. Die oben angegebenen Gleichungen gelten
nur, wenn es keine weiteren Acceptoren fiir das so symbolisierte
Teilchen (z.B. Proton oder Elektron) gibt und dieses selbst
nicht in freier Form auftreten kann (zumindest nicht in einer
mit ¢; oder cp vergleichbaren Menge).

Die Art und Weise, nach der sich die einzelnen Konkurrenz-
reaktionen iiberlagern, wird im obigen Schema durch die bei-
den Klammern angedeutet. Die verschiedenen Indikatorfor-
men [ und IB sowie I und T’ sind die einzigen Verbindungen,
die zur meBbaren Absorption beitragen. Folglich kann ¢p
direkt anhand des Extinktionsquotienten bestimmt werden:

n 2

cg=Ki' —— oder cp=Kj'-cf n
1-—-m 1—m

mit
ap=ncf und ¢=(1-n)q (vel. Abschnitt 3.2)
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oder

a=nd¢ und c=(1-n)c

Fiir die erfolgreiche Ausarbeitung einer Titrationsmethode
muB man diese Terme in geeigneter Weise kombinieren, so
dall man eine Beziehung zwischen den mefbaren Extinktions-
verhiltnissen oder ihren differentiellen Veridnderungen, den
Einwaagekonzentrationen (die optimal gewihit sein mussen)
und den zu bestimmenden Stabilitdtskonstanten bekommt.
Im Anhang 3 haben wir die so erhaltenen Bezichungen zusam-
mengestellt. Die Relaxationsamplituden sind in impliziter
Form angegeben. Die allgemeinen Ausdriicke haben eine ziem-
lich komplexe Struktur und miissen daher fiir eine optimale
Anwendung im Detail analysiert werden. Die Tatsache, dal3
man es mit zwel einander Uberlappenden, konkurrierenden
Systemen zu tun hat, schriinkt die Wahl giinstiger Bedingungen
wesentlich ein. K, und Kp diirfen sich nicht zu sehr voneinan-
der unterscheiden. Der Indikator sollte in einer Konzentration
vorliegen, bei der Verdnderungen von c¢g am empfindlichsten
registriert werden kénnen. AuBerdem miissen fiir die Einstel-
lung der Konzentrationen ca, cg und cp speziell die Werte
der Konstanten K5 ' und Kz' beriicksichtigt werden.

Der vollstindige Ausdruck fiir die Amplitude (3cphy ist
im Anhang 3 angegeben. K, kann am einfachsten bestimmt
werden, indem man die zugehorige Relaxationszeit 1y bel
einem Uberschul von ¢ miBt. Eine lineare Auftragung, ent-
sprechend demin Abbildung?2 gezeigten Beispiel, liefert die zwei
Geschwindigkeitskonstanten, deren Verhiltnis K, definiert.
Aus der Gleichung fiir (8 cgy)p 18t zu entnehmen, unter welchen
Bedingungen sich endliche Signale registrieren lassen.

Die Anwendung der indirekten Indikation erfordert ein
grundlegendes Verstindnis der Theorie und 148t 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 mit einer
kritischen und vergleichenden Ubersicht iiber die Titrations-
prinzipien und ihre praktische Anwendbarkeit abzuschlieBen.
Natiirlich darf man aber hier keine vollstindige 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 einschldgige Literatur!”'7]

Eine gute Titrationskurve ist durch einen scharfen Ubergang
gekennzeichnet, gleichbedeutend einem definierten Endpunkt.
Im Grenzfall entspricht ein solcher Endpunkt einer echten
Diskontinuitit, das heil3t, daff in einem kritischen Konzentra-
tionsbereich, ndmlich in der unmittelbaren Umgebung des
Aquivalenzpunkts, die Zugabe einer geringen Menge Stan-
dardlésung die Konzentration der noch nicht umgesetzten
Probensubstanz (oder eines angekoppelten Reaktionspartners)
um Grofenordnungen dndert. Wo immer sich eine solche
Situation verwirklichen LiBt, ist die konventionelle Titrations-
methode unschlagbar — vorausgesetzt, Ziel der Untersuchung
ist die quantitative Analyse. Soll 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 allmihliche Ubergang
erwiinscht, denn gerade die Abweichung von der Diskontinui-
tit enthilt die gesamte Information iiber die Stabilitits-
konstante: Mit der Verbreiterung der Titrationskurve geht
gleichzeitig eine Verschiebung des Halbwertspunktes langs
der Konzentrationsachse einher, wobei schlieBlich im Falle
von K - c§ < 1 die relative Lage des Halbwertspunktes ein direk-
tes MaB fiir K ! wird. Triigt man dann T, gegen den Logarith-
mus der Konzentration der Standardldsung (c3) auf, so tritt
der Wendepunkt der Titrationskurve genau bei logel=
—log K auf. Unter dieser Voraussetzung nimmt die Kurve fiir
verschiedene Komplexstabilititen dieselbe Standardform an
(vgl. Abb. 3). Die klassischen Anwendungen in der Enzymche-
mie ~ kinetische Untersuchungen unter stationdren Bedingun-
gen eingeschlossen — beziehen sich auf die’ oben erwidhnten
idealen Gegebenheiten (vgl. Abbildungen 2, 8 und 12). Es ist of-
fensichtlich, daB die Voraussetzungen fiir eine solche Situation
nur im Falle nicht allzu groBer Komplexstabilitit erfiillbar
sind. Die meisten Detektionstechniken sprechen auf Konzen-
trationen unterhalb 10”*-10~% M kaum oder gar nicht mehr
an. Dies gilt mit Sicherheit fiir die polarimetrischen (ORD
und CD), spektrophotometrischen (selbst fiir Substanzen mit
hohen Extinktionskoeffizienten) und die konduktometrischen
Verlahren (angewandt auf wilrige Losungen). Die Fluorime-
triel"), soweit sie anwendbar ist, erlaubt im allgemeinen ein
Arbeiten beiniedrigeren Konzentrationen, auch unterhalb von
10~ % M. Im Hinblick auf eine selektive Erfassung sehr kleiner
Konzentrationen kommt der Polarographie und anderen elek-
trochemischen Verfahren besondere Aufmerksamkeit zu.
Nichtsdestoweniger mufl man immer dann, wenn die Stabilitét
der zu untersuchenden Komplexverbindungen sehr gro3 wird,
schlieBlich doch auf Hilfssysteme zuriickgreifen und nach den
Regeln der Substitutionsmethoden vorgehen.

Die in diesem Beitrag eingefiithrten dynamischen Titrations-
verfahren sind im Bereich geringer und miBiger Komplexstabi-
litdt den gebrauchlichen statischen Methoden ebenbiirtig, bei
Komplexen mit hohen Stabilitdten und insbesondere bei mehr-
stufigen Systemen sind sie ihnen eindeutig tiberlegen. Alle
bekannten reversiblen Reaktionstypen, die mit den klassischen
Titrationsverfahren untersucht wurden!*7!'") lassen sich
ebensogut mit Relaxationsmethoden studieren. In der Tat
ist die Information, welche die dynamischen Verfahren liefern,
viel direkter mit den Gleichgewichtsparametern (sowie auch
den kinetischen Konstanten) verkniip{t. AuBerdem 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 Verfahren grundsitzlich versperrt sind (vgl. Tabelle 2,
Abb. 7 und 11).

Bei einer !:1-Komplexbildung, unter der Voraussetzung
K™ ' Cpones zeigen die  logarithmischen  Ableitungen
0T./0In K und O07,/0In Cgunaara Sehr ihnliches Verhalten. In
diesem Fall ist es die Position des Maximums auf der ¢sindara-
Achse, die die gesamte Information iber die Stabilitiits-
konstante K liefert, die sonst in der Einheitsform einer Stan-
dardkurve verborgen bliebe (siche Abb. 3). Im Fall K™ ' < ¢p,ope
ist die Situation vollig anders. Hier entsprechen die Konzentra-
tionsabhédngigkeiten der Amplituden, besonders aber der Zeit-
konstanten, eher der zweiten Ableitung von T, nach csingare-

[*] Eine Ubersicht iiber fluorimetrische Techniken fiir Titrationen und Rela-
xationsuntersuchungen gibt Jovin [12}.
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Man konnte sagen, daf erst die Verwendung der hoheren
Ableitungen von T, eine vollstdndige Mobilisierung der iiber
die Stabilitidtskonstante erhiltlichen Information zuldBt. Wir
miissen uns daher vor allem auf solche Beziehungen konzen-
trieren, in denen eine Anndherung an eine Singularitit zum
Ausdruck kommt. In der trigonometrischen Darstellung sind
dies Funktionen mit dem Term 1 —tg”(t/2) im Nenner (wobei
n eine ganze Zahl >1 ist). Diese Ausdriicke verkniipfen die
Gleichgewichtsparameter mit einem kritischen Abstand auf
der Konzentrationsachse, z. B. mit der Halbwertsbreite der
glockenformigen Kurven von T, I' sowie t oder mit dem
Abstand zwischen zwei Maxima von I’ (die Ableitung von I
nach der Konzentrationsvariablen). Je schirfer der End-
punkt definiert ist, um so kiirzer werden diese kritischen Ab-
stinde und folglich um so héher sind die Anforderungen
an die Signalverstdrkung und -aufldsung, d. h. die Unterschei-
dung des Signals vom Rauschhintergrund. Eben daher kommt
es dann um so mehr awuf die Genauigkeit der Konzentra-
tionseinstellung an. Bei mehrstufigen Reaktionssystemen bietet
die differentielle Registrierung betriichtliche Vorteile, denn
nur die Schirfe der in den Funktionen I', I, 7 oder T”
auftretenden Maxima erlaubt eine Unterscheidung der ver-
schiedenen eng {iberlagerten Reaktionsschritte, die in den ein-
fachen Titrationskurven nur als Kontinua erscheinen.

In diesem Zusammenhang sollten wir vor allem auf die
differentielle Konzentrationsverschiebung §¢ selbst aufmerk-
sam machen. Da Einwaagekonzentrationen nur innerhalb ge-
wisser Genauigkeitsgrenzen festlegbar sind, sollte die Differenz
d¢ auf moglichst direkte Weise gemessen werden konnen.
Das [4Bt sich auch erreichen — und zwar unabhingig davon,
welche Relaxations- und Anzeigetechnik man verwendet —
indem man zwei identische MeBzellen mit der gleichen
Referenzldsung fiillt, so daB sich bei der Differenzbildung
alle nur moglichen Unterschiede der Zusammensetzung elimi-
nieren. Dann werden schrittweise exakt geeichte kleine Men-
gen Standardldsung hinzugefiigt. Simultan dazu wird jeweils
in einer der beiden Zellen eine Storung des Gleichgewichts
induziert. Die differentielle Antwort auf diese einseitige St&-
rung wird registriert. Verfahren dhnlicher Art sind auf dem
Gebiet der Polarographie!?* wohlbekannt. Gewohnlich st
es nicht notwendig, die absoluten Werte der Konzentrationen
sehr genau zu kennen, denn bei exakter Kalibrierung der
Konzentrationsvariation I8t 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 (=T, P oder E), die nur in einer der
beiden Zellen induziert wird. Die Dissymmetrie der Storung
kann sich aber auch allein auf die Konzentrationsverschiebung
d¢ beziehen.

Will man z. B. die zweite Ableitung der Titrationsfunktion
messen, so stellt man beide Lésungen auf eine konstante Diffe-
renz in ¢§ ein. Sodann durchfihrt man - schrittweise oder
kontinuierlich — durch Zugabe gleicher (geringster) Mengen
an Standardldsung in beide Zellen die gesamte Titrationskur-
ve. Auch diese Verfahrensweise ermdglicht die differentielle
Registrierung der Relaxationsamplituden, da jetzt die (z B.
durch einen Temperatursprung bewirkte) Stdrung simultan
in beiden Zellen auftritt, die allein hinsichtlich der Zusammen-
setzung ihres Inhalts um einen Betrag & ¢} differieren.

Die Verfahren zur Bestimmung von 7" und I” unterscheiden
sich in einem wichtigen Punkt. Die direkte Messung der Kriim-
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mung der Titrationsfunktion T” erfordert die Bestimmung
einer differentiellen Verschiebung 2. Ordnung 82 ¢%, wiihrend
die Registrierung der Amplitudendifferenz (d.h. ') nur mit
einer differentiellen Verschiebung 1. Ordnung in der Konzen-
trationsvariablen korreliert ist. Die Verdnderung des intensi-
ven Parameters § z ist unabhingig von &¢% und kann so einge-
stellt werden, dafl man ein moglichst groBes Signal erhilt.
Diese Tatsache zeigt deutlich, daB einer der entscheidenden,
begrenzenden Faktoren, nimlich 8 ¢%, die beiden Titrationsver-
fahren ganz unterschiedlich beeinfluBlt. Bei hohen Werten fiir
K darf man jeweils nur geringste Anderungen in ¢§ vornehmen,
da die beobachtbaren Effekte ausschlieBlich in der unmittelba-
ren Umgebung des Aquivalenzpunktes auftreten. Folglich wird
die absolute GréBe von 8¢i zum begrenzenden Faktor fiir
die Genauigkeit, und gerade dieser Umstand bewirkt, dal
die Fehlergrenzen fiir beide Methoden ziemlich unterschiedlich
ausfallen.

Alle diese Betrachtungen fithren unausweichlich auf die Kar-
dinalfrage:

Welche Methode ist optimal fiir welches Problem?

Aufgrund der vorangegangenen Diskussion lautet die Ant-
wort, dafl vor allem bei hohen Stabilitdtskonstanten, d.h.
bei kleinen p-Werten und gut definierten Endpunkten, die
dynamischen Methoden auch hinsichtlich der Empfindlichkeit
den klassischen Verfahren eindeutig iiberlegen sind. Die Vor-
teile geben sich bei allen Arten von Reaktionen — z. B. 1:1-
Komplexbildung, Substitutionsreaktionen, besonders aber bei
mehrstufigen Reaktionssystemen - eindeutig zu erkennen.
Dariiber hinaus liefern die Relaxationsamplituden auch noch
Informationen iiber thermodynamische Parameter wie AH
oder AV.

Die Relaxations-Titration erfordert jedoch ausgekliigeltere
MebBtechniken fiir die dynamische Registrierung von Signalen,
und diese gehdren 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 fiir physikalische Effekte,
z.B. fiir die thermische Ausdehnung notwendig, die zumeist
von #hnlicher Gréfenordnung sind wie die zu erwartenden
chemischen Effekte.

Unter den zur Verfiigung stehenden Relaxationstitrations-
methoden sollte digjenige ausgewihlt werden, die gewihrleistet,
daB das zu untersuchende System auf die Anderung des duBe-
ren Parameters wie 7, P oder E mit maximaler Amplitude
reagiert.

Wenn das System selbst keine hinreichend groe Gleichge-
wichtsverschiebung aufweist, kann unter Verwendung ecines
Puffers eine sekunddre Storung des Gleichgewichts forciert
werden.

Die ausgeprigten Kurvenverldufe von 77, I” und  verlangen
eine sorgfiltige Auswahl des optimalen Konzentrationsberei-
ches, in dem die differentiellen Messungen auszufiihren sind.
Anderenfalls kann es passieren, da man iiberhaupt kein end-
liches Signal erhilt. Bei Relaxationsmessungen mul} sowohl
die GroBe der Amplitude als auch der Zeitbereich, in dem
die Relaxationseffekte auftreten, in Betracht gezogen werden.
Fiir die 1:1-Komplexbildung wurde von Brubacher'** eine
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Auftragung der reduzierten Amplituden gegen die reduzierten
Relaxationszeiten — unter speziellen Einschrinkungen hin-
sichtlich der Konzentrationen ¢ und cf ~ vorgeschlagen,
aus der die optimalen Bedingungen direkt abzulesen sind.
Die Darstellung durch trigonometrische Funktionen, wie sie
in dieser Arbeit eingefiihrt wurde, dient dem gleichen Zweck.
Die verschiedenen Graphiken, die in diesem Zusammenhang
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 Bezichungen zwischen
verschiedenen Funktionen (T, I',, 1,, T, usw.) werden aus
Symmetriegriinden ziemlich einfach und weisen auf bisher
ungenutzte Anwendungsmaoglichkeiten hin, wie z. B. die Auf-
tragung von I gegen 1 (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
Beschrinkungen. Dynamische Amplituden-Titrationen haben
sich bei komplexometrischen Untersuchungen bereits sehr be-
withrt, doch kdnnten sie ebenso gut auf Sdure-Base-, Elektro-
nen-Donor-Acceptor- und insbesondere auf Enzym-Substrat-
Wechselwirkungen angewandt werden.

Das optimale Verfahren fiir jedes Problem zu finden heifit,
die Kunst des Titrierens zu beherrschen.

Wir danken Friulein Ursula Wisniewski und Herrn Dipl.-
Phys. Gerhard Kessling fiir die Aufstellung der Rechenprogram-
me, mit denen eine Reihe von Funktionen berechnet und die
graphischen Darstellungen erhalten wurden.

Prof. Peter Schuster, Prof. Eberhard Neumann und Dr. Heinz
Winkler haben uns freundlicherweise einige noch nicht verdffent-
lichte experimentelle Ergebnisse zur Verfligung gestellt.

Anhang 1. Zusammenfassende Darstellung der thermodynami-
schen Theorie chemischer Relaxationsphiinomene!’]

Als Konzentrationsvariable dient dic Reaktionslaufzahl. die dic korrelierten
stéchiometrischen Veridnderungen von Reaktanden und Reaktionsproduk-
ten ausdriickt: dZ=dn;/v;. n; ist die Molzahl und v; der stochiometrische
Koeffizient der Komponente. (v; ist positiv fiir Reaktionsprodukte und negativ
fiir Reaktanden.) Ist ¢ auf einen Gleichgewichts-Referenzwert von #; bezogen
(wobei &= —nl), so wird fiir alle Teilnehmer an einer gegebenen Reaktion
der ¢-Wertidentisch, weil dnan = —dna = —dng. Die zu ¢ konjugierte Intensiv-
variable ist die Affinitdt A4, die durch die Beziehung als

A= —(0GB,

definiert ist, wobei G die Gibbs-Energie bedeutet. In bezug auf eine allgemeine
intensive Variable Z(7. P usw.) kann die Verschiebung des chemischen Gleich-
gewichts

se o (05 Sz=— (04707); 57

- Or)a (04,09,

ausgedriickt werden. Aufrechterhaltung des Gleichgewichts withrend einer
durch die Veriinderung von z bewirkten Variation von ¢ wird durch den
Index A gekennzeichnet, was anzeigt, dafl 4 =const. =0 ist. Der Ausdruck
(0A4/0z) entspricht dem A-Term, z. B. fiir 4= T: AH/T oder fiir zz=p: —AV.
Der reziproke Wert von —(8A4/8)z,, ergibt den Amplitudenfaktor I'/RT.
Dicser Faktor, der auch im Ausdruck fiir die Relaxationszeit t erscheint,
hingt auch von den Variablen z ab. dic withrend der Variation von ¢ konstant

[*] é;:he ;Jch [57 und [16].
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gehalten werden, d. h. er lautet I'y p und trp, sofern der ProzeB cine hinrei-
chend langsame Gleichgewichtseinsteliung bei konstantem Atmosphiiren-
druck und konstanter Temperatur beinhaitet. Bei kondensierten Systemen,
7. B. Titrationslosungen, konnen wir diese Indices einfach weglassen, da Unter-
schiede, die sich aul verschicdene externe Bedingungen bezichen (7. B. gy,
I'rpete), vernachlissigbar klein bleiben. In stark verdiinnten lonen-Ldsungen
oder in Fillen, in denen die lonenstiirke konstant gehalten wird, brauchen
auch die Aktivititskoellizienten nicht explizit mitberiicksichtigt zu werden.
Der Faktor I nimmt dann die einfache Form

an, die fiir alle moglichen Reaktionsordnungen giiltig ist. In der Summe
miissen natiirhich simtliche Reaktanden und Produkte, dicam Gleichgewichts-
vorgang beteiligt sind, berticksichtigt werden. Der Austausch ist positiv defi-
nit, da v; nur in quadratischer Form eingeht. Tragen die Aktivitatskoeffizien-
ten meBbar zur Andcrung der Affinitit 4 in bezug auf die Reaktionslaufzahl
& bei, so mull der Amplitudenfaktor durch

r
= —
14 (0 Inf/0¢),

erselzt werden, wobci I'* mit dem oben aufgelithrten Ausdruck identisch
ist.
Die Relaxationszeit t und der Amplitudenfaktor I sind miteinander iiber
die Austauschgeschwindigkeit & verkniipft, welche fiir eine allgemeinc Reak-
tion

—~

k
viAp+vaAa v Ay ﬂl_— Yoy Ags1+ vy Ay

die Form

n

k
v=k [levi=k J] ¥
i=t

i=k+1

annimmt.
[in Falle einer nicht dilfusionskontrollierten Reaktion enthélt & den wesent-

o
lichen Beitrag der Aktivititskoelfizienten ][}, Dic Parameter z, I' und v
sind miteinander durch die Bezichung i=1

=[]t

verkndipft.

Wie Katchalsky et al. [26] gezeigt haben, besteht zwischen elektrischen und
chemischen Netzwerken eine formale Ahnlichkeit. Die linearisierten Ge-
schwindigkeitsgleichungen, die eine Beziehung zwischen einem chemischen
FluB (Umnsatzrate) und einer Kraft (Affinitit) herstellen, definieren das chemi-
sche Analogon [iir einen Widerstand Repem. und dic Abhingigkeit der zeit-
lichen Ableitung der Kraltgrofie von der FluBgroBe erméglicht die Einfliihrung
ciner ,.chemischen Kapazitit™ Cepem. Der Vergleich ergibt

Renem Conem =7

RT
Rehem = -

I
c _r
- Chem = RT

»Widerstand™ und ,,Kapazitit® in einem linearen chemischen ,.Kreis* haben
somit cine anschauliche physikalische Bedeutung [27].

Anhang 2. Verallgemeinerung der Ansiitze fiir ein Reaktionssy-
stem mit einer Vielzahl miteinander konkurrierender Liganden

a) Liganden Ly, L, - + Komplexpartner M

Gegeben sei eine Anzahl von Liganden 1,2,...n, die alle um denselben Kom-
plexpartner (oder einen bestimmten Bindungsplatz) konkurrieren, indem sie
mit diesem einen 1:1-Komplex bilden. Der gemeinsame Komplexpartner
soll mit M (z. B. cin Metallion), die Liganden sollen mit L,,L,....L,
bezcichnet werden. Dic Massenwirkungsbezichungen lassen sich wie folgt
schreiben:
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M+L, =ML, Ki=——

‘M- €1

M+L,=ML, K:= M (
. CM-C2
M+ Ly=ML,  Ky=—
M- Cn

wobei die Konzentrationen ¢i und o sich jeweils aul den entsprechenden
Liganden L; und den Metalltkomplex ML; bezichen. Die Erhaltungsrclationen
lauten — fir beliebige Stdrungen des Gleichgewichts —:

dci= —EL‘M, (2)

firi=1,2,...n

und Sem= — Z SeMye (3)
k=1

Entwickelt man die Massenwirkungsbeziehungen, so ergibt sich jeweils

Semi=TidIn Ki—','x Z(S('Mk (4)
KFi

mit den bekannten Definitionen fiir:

1 £30m
ri= = il
oM+t Kt é)

P . R (6)

Man hat dabei iiber alle Partner k von { bis n, mit Ausnahme des jeweiligen
Liganden i, zu summieren
ki
Ein expliziter Ausdruck fiir Zfﬂ'm kann durch [teration crhalten werden.
k¥i
Entsprechend Gl. (4) kann man schreiben:

Semy =T 8InKi—718ema—731 2, Bow,

k=12
(7)
Sema=T28InKa—v28em, =32 9, Beagg
k¥1.2
Die Kombination der beiden Gleichungen ergibt
demy +0emy =120 K 12—712 Y, Bdew,
k£1.2
(8)
mit
[k, = I(T—7)8m Ky + (1 —y‘)Sanj ©)
L=y
und
To_ o _ 0=y +720l =y
s, = 1 —y2)+ 7201 —30) (10)
[4Y] T—r172

Die Summe ), enthilt nun simtliche Terme dew, fiir k von 3 bis n
k1.2

(d.h. alle Terme auBler k=1 und k=2).

Ein entsprechender Ausdruck gilt auch [ir zwei beliebige Partner i und

). Diese Prozedur kann schrittweise flir die Einbeziehung beliebiger zusiitz-

licher Reaktionspartner erweitert werden und bringt schiieBlich folgenden

allgemeinen Ausdruck hervor:

Y Seme=T1.mbIMR, - [P S Yov) (1)
K= K om

mit

~ = Iiom- (17_72.'.rn)>51nklu.mfl+rm(l7‘,_'1...m> BRILY. S

F.omdInKy m=—"""——-

1

—l.m~1m

(12)

49



Die Giiltigkeit dieser allgemeinen Form kann durch vollstindige Induktion
bewiesen werden. Sie besteht im vorliegenden Fall in einer einfachen Erweite-
rung des oben fiir k=1 und k=2 angewandten Verfahrens. Geht man
von GL (1) mit einem aufgespaltenen Summenterm

Y oem =l MK =T B~ w2 SCMy (14)
=1 k=m+2

aus und addiert Gl. (4), die wie lolgt umzuschreiben ist:

Semmer =Tm+ 1 0Kt 1 —7rvt Z(St’m—’,hnx Z Sem (15)
k=1

k=m+2

so erhilt man die allgemeine Form von GL (11) fir m+ 1.

Der letzte Schritt besteht nun darin, eine cxplizite Form fiir Gl. (4) abzuleiten,
die fiir jeden Komplex giiltig ist. Hierzu ersetzt man den Summenterm in
Gl. (4) entsprechend GI. (1t) durch

Y Seme=Teadn Ky, — 70 4580y (16)
ki

wobei der Index k #1die (n — I)-fache Tteration von k=1 bis n, ausgenommen
k=i, bedeutet (z.B. fir i=n die lteration von 1 bis n—{. Man beachte,
daB die Art der Durchnumerierung willkiirlich ist).

Die explizitc Form von Gl. (4) lautet dann:

T - _
Semy = ——— (0In Ki—x +:8In Ky 1) ({0}
=7 ey

Das im Text behandelte ternire System ist cin Spezialfall der Anwendung
dieser allgemeinen Beziehung, da die Kombinationsterme mit den Indices
k i die Beitriige des Puflers und der Probe erfassen, wihrend i selbst den
Indikator repriisentiert.

Explizite Ausdriicke fur ¢; erhdlt man, indem man [iir jeden Liganden die
jeweilige Massenwirkungs- und Massenerhaltungs-Bezichung miteinander
kombiniert.

Gtem=cl (18)
. O _ .

Mo kew Y= Kiew (19
¢ ¢

&
oo G (20)
1T+ Kiom
Kicn

g = 9 = 21
MG 1+ Kicy el

Falls ¢y unabhiingig bestimmt werden kann (z. B. mittels des Extinktionsquo-

tienten), so ist die explizite Darstellung vollstindig durch Einwaagekonzentra-

tion und meBbare Parameter moglich.

Es ergeben sich drei alternative Wege [iir die Auswertung:

1) Alle auBer einem der K;-Werte sind bekannt (natiirliches System)

2) Sukzessive Zugabe der Liganden 1 bis n (praktikabel nur bis zum ternéren

System}

3a) Die Zeitkonstanten unterscheiden
tionsschritte separat bestimmbar s

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

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

Das gleiche allgemeine Konzept kann aul den Fall der Ligandenbindung
an ein Makromolekiil P im allgemeinen ein Protein — angewendet werden.
Entsprechende Titrationsverfahren wurden von Edsalf und Wyman [4] disku-
tiert. Der gemeinsame Ligand L wird an verschiedenen Stellen (1,2...n)
des Makromolckiils gebunden, wobei jeder Bindungsplatz durch eine spezifi-
sche Alfinitit, reprisentiert durch die Bindungskonstanten K ... K, charakte-
risiert 1st.

- CPra | . CPLy,
Ky= 2 K=
L Cpy L Cpy
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Der gemeinsame Ligand spielt hier die gleiche Rolle wie das Metallion
M im ersten Beispiel, wihrend die Bindungsplatze 1...n des Makromolekiils
P den vorher erwihnten Liganden entsprechen. Dic Massenwirkungs- und
Massencrhaltungsbeziehungen sind daher analog. Edsall und Wiman [4]
haben einc Gleichung fiir den Bindungsgrad angegeben:

- _ k
VE T e (23)
Z (G Z Cpy
k=1 k=1
die in unscrer {leicht abgeiinderten) Terminologie durch
- Ky
sk 1+ Kner _ Kl_,..nl'n_ (24)
n T+ K e

ersetzt werden kann. In diesen n Gruppen mégen m-fach entartete Untergrup-
pen, d. h. jeweils m Bindungspldtze mit gleicher Bindungskonstante, enthalten
sein. K, _, ist wie oben definiert:

Ry o=*1 (25)

und mit den einzelnen Bindungskonstanten durch die iterativ ableitbare
Form

|
=

o]
5

Kl...i+l =

Ki it Kia (26)

=
I

=
1

verkniipft.
Die allgemeine Amplitudenbeziehung, wie sie in Beispiel a) abgeleitet wurde.
gilt analog fir die Stérung von ¥:

flﬂ!i)...n

= " - @
Z CcpLg + Z Cpy
k=1 k=1

Edsall und Wyman heben hervor, dall diese Gleichungen [ur endlos vieie
Siitze von n’s und K's gelten konnen und daB es hoffnungslos sei, alle denkba-
ren Moglichkeiten in allgemeiner Form auszudiskutieren. Es sollte daher
betont werden, daB speziell bet mehrstufigen Bindungsprozessen die Relaxa-
tionsamplituden-Technik neue Mdglichkeiten bietet, individuelle Bindungs-
konstanten anstelle einer Brutto- oder einer mittleren Bindungskonstante
festzulegen. Cinige Beispiele dafiir sind im Text angegeben: die Bindungs-
eigenschaften allosterischer Proteine sollen an anderer Stelle diskutiert wer-
den [23].

Anhang 3. Indirekte Anzeige
a) Anzeige durch Komplexbildung

Die allgemeine Beziehung zwischen Extinktionsquotienten, Gesamtkonzen-
trationen und Gleichgewichtsparametern lautet

1o K
,,,,,Anff, +lup=— m
K1;1+Klﬁl'1 — RjU A
mit
[—
=K 'T](vﬁ—na")— | 2

oder explizit ausgedriickt

. .
{L’R —cp+ (('§~q<'f’71\’, 1 ><1 + Ky 'Ky U)}
I—n n

K g
=7K7” Klill—gf‘ 'ﬁ' L — - K3 3
! 1ok e
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oder im Fall Kg'< K, ' Kyt

{t‘ﬁ%—(‘ﬁ—('iﬁ—n(‘{’AKl_] T i]rl}+l<,_’ =

. .0
- 1}:“ o 1 E - il 4)
A T ok TN —1
n
oder fir Ka', Kg'<K{ ' zu
S K o K
{K[ n ! (€5 —nef +t'2—t’$)}=1\,% et 1 - k{ )

"N
C'g“rli’lo—Kl lm

Die geschweiften Klammern in den Gleichungen geben an, welche Kombina-
tionen von Termen gegeneinander aufpetragen werden sollten. Weitere Verein-
fachungen sind moglich fiir ¢f =¢f und fiir ¢f <c, ¢§ oder ¢} K;» 1.

Die Gesamtamplitude ist durch

I .
b [ a3 n K — a8 In K+ 74785 Kal (6)

1O Cpthor, = LT
T=iv—vaTs

gegeben mit

I e} . Iy Cp

T atest K s cptept+Kg!

TASE

Iy 3] N Fa €a
cp cpteatKalt

B = -5
cp Cptegt+Kg!

Die impliziten Terme sind durch Einwaagekonzentrationen und Extinktions-
quotienten ausdriickbar, wenn man die folgenden Bezichungen benutzt:

Cpr=m ('101 a=(1 —T]V‘Pi =K} 1 E}]; (8)
cp =Kgtu; wicin GIL.(2) 9)
(‘A:('R—('gﬁ»u{l\'ﬂH—Kflﬂ?} (10

Die Differenzen der einzelnen Amplituden kdnnen nach dem in Abschnitt
4 besprochenen Verfahren bestimmt werden. Unter gleichen Bedingungen
hinsichtlich ¢f, ¢p und ¢z midt man die Amplituden zum einen in Gegenwart
und zum anderen in Abwesenheit des A-Systems.

Ist die Gleichgewichtseinstellung des A-Systems der langsamstc Schritt —
d. h. Reaktand und Konkurrent B kommen hinreichend schnell ins Gleichge-
wicht — so gibt die niedrigste Zeitkonstante ty; Auskunft tiber K. Im System

A+P%AP

N33

ist dic Relaxationszeit gegeben durch

' =ksaleat+ e+ K31 fam (1)
mit

{—ivm— v
fAnIZ‘”(LJA/}-i - 0 fur Kgep—0 (12)

I —=77m
Diese Zeitkonstante ist mit der Relaxationsamplitude durch die Beziehung

e = I'a IJ— {61n Ka— TTB — (In Ky 151n K.)} (13)

—TR— AR —R

verkniipft.

b) Anzeige durch Austauschreaktion

Die Bindungsgleichgewichte fiir Probe und Konkurrent sollen die gleichen
sein wic im Beispiel a). Die Reaktionsanzeige erfolgt hicr jedoch iiber eine
Austauschreaktion:

B+I'=B +1 (14)

Ersetzt man den Extinktionsquotienten Ki ' /(1 —n) durch K[ ' ¢! n(1 —n),
so kénnen alle Ausdriicke aus Beispiel a) (unter Verwendung der im Text
angegebenen Definitionen) verwendet werden.

Der Amplitudenfaktor des Indikatorgleichgewichts ist hier durch die Bezie-
hungen

{ Cp ey

Fi=- = {15
1T 1 1 eptatKles+e
L BTG en+a)
o o ¢ ca

sowic
r Kyey

pe e (16)
oyt a+Kileg+or)

definiert.

Eingegangen am 29. September 1976 [A 154]

Die englische Originalfassung wurde Gerold Schwarzenbach 1974 zur Voll-
cndung seines 70. Lebensjahres gewidmet. Aufgrund manniglacher Schwierig-
keiten hat sich die Drucklegung der iibersetzten Fassung verzogert.
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