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Analytische Chemie fur Biologen |

Grundlagen Gleichgewichte

Deprotonierung/ HA +H,0 < H;O" +A K,
Protonierung B+HO < BH*+OH- K,
Komplexierung M+L o M Ke

Red/Ox-Reaktionen Red + 0O, +2H* - Ox +H,0 Kro
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Gleichgewicht

RT InK =-AG

AG =[AH —T AS]

AG
AH
AS

Gleichgewichtskonstante
Freie Gibbs Energie
Enthalpie

Entropie

Absolute Temperatur
Allgemeine Gaskonstante




RT InK =-AG




Deprotonierung (Saure-Dissoziation)

HA +H,0 < H,0* +A K

« o ]la]
© [HA]




Allgemeine Formulierung eines Gleichgewichtes

wW + xX & yY +2zZ

a : Aktivitat einer Verbindung in Losung
Konzentration / Molenbruch einer Verbindung in Losung

o




Allgemeine Formulierung eines Gleichgewichtes

wW + xX & yY +2zZ

a; =G 7 Ci:ai/7/i
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Allgemeine Formulierung eines Gleichgewichtes

K': K [7W]y[7/x]z
7,117
—log y, =0.5 ZiZ«/I_ I :EZ“CHZH2 lonenstarke
25
0.5z°1
—logy =2 N
7 0331
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Mean activity coefficient, f+
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- / “Iohic strength
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3.6 K*
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B gl KeslTx00 L/ Ky x 104
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1.2 K= 13x10700
1ol A g _
K, = 1.0 x 10-14

10-6 10-3 10-4 10-3 10-2 10-!
Concentration NaCl, M

Die Anwesenheit weiterer lonen begunstigt
das Vorliegen dissoziierter (ionischer) Spezies
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AG =[AH T AS] @@@

RT INK =-AG

Polaritat und Haufigkeit der Losungsmittelkomponenten
beeinflussen AG und damit die Glgw. Konstante
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Tabellierte Konstanten verstehen sich als Werte
bei Raumtemperatur
in reinem Wasser

bei sehr geringer lonenstarke

wenn nicht anders vermerkt
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Protonierungs- /
Deprotonierungs-

Gleichgewichte
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Deprotonierung (Saure-Dissoziation)

H,0°|[A

HA +H,0 o HO" +A K, l@s%

H,0 +H,0 © H,0* +OH- K, =10 K, =[H,0"][oH"]
pH =—log|H"]
pK, =—log K,
pK,, =14
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Protonierung einer Base

B+HO « BH*+OH- K, Kb=—[BH+[]B[?H]

pK, =-logK,




Protonierung einer Base

B +H,0 < BH*+OH- K, Kb=—[BH+[]B[?H]
pK, =—logK,

Deprotonierung einer protonierten Base

= |H,O"||B
BH* + H,0  H,0* +B  KJBe =K JK, K’ 8! 3BH]+ ]

pKaBaSE — pKW _ pr




Protonierung
B+H,O <« BH*+OH- K,

Deprotonierung einer protonierten Base

BH*+OH- < B +H,0 1K,
HO+H0 < HO" +OH- K,
BH"+OH-+2H,0 © B +>>Q+ H,0* +BH\-
BH* +H,0 < H,0* +B K Base = K /K,
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pK,-Werte

4,75 Carbonsauren

0.89 Trichloressigséaure

2 Aminosauren

3.5 Amidoséauren / C-Terminus in Peptiden

1.27 Di-Carbonsauren
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pK,-Werte

H3C‘ 12-14

Alkohole, Polyalkohole, Zucker
sehr geringe Aciditat

Phenole

4-Nitro-Phenole

Thiole
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9-11.5
R /&R
H,Cl _NH
Q
H3
? S
/C 9-10
R—CHD

priméres Amin (Ammonium)

sekundares Amin (Ammonium)

tertiares Amin (Ammonium)

protonierte Aminoséaure
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pKaBase

P4
é
)
(63}

55

m._}
& ®

®
HO\-NH, 6

aromatisches Amin (Anilinium)

N in aromatischem System (Pyridinium)

Amid (nicht mehr basisch)

Hydroxylamin
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Strukturelemente molekulare pPK,
Umgebung
-COOH Carboxyl-Saure 45-55
a-Aminoséure 18—-25
a-Amidoséure 35-40
-OH aliphatisch 12 -14
phenolisch 9-10
Mono-Nitro-Phenole 7 -8
-HH,, -NHR, -NR, aliphatisch 9-11.5
aromatisch @ 45-55
o-Aminoséaure 9-10
-NH aromatisch ® 5-6.5
-CONH,, - CONHR | Amide 0 bis -1

(a) wie in Anilin,
(b) wie in Pyridin
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Aminosauren
pK,=9.0 pK,=2

€ a7

Glycin (Gly) G Prolin (Pro) P

unpolare, aliphatische

CH
_( 3 /\]/CHS CH3
H—-=Gi CH, CH, /'\/CHa
Alanin (Ala) A Valin (Val) V Leucin (Leu) L Isoleucin (lle) |

aromatische

B o)

Phenylalanin (Phe) F Tyrosin (Tyr).Y Tryptophan (Trp) W
pK,=10.1
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Aminosauren

positiv geladene

~() Ay

Lysin (Lys) K Arginin (Arg) R
pK,= 10.5 pK,= 12.5
negativ geladene

) O

Aspartat (Asp) D Glutamat (Glu)

pK,=3.9 pK,=4.2

Histidin (His) H
pK,= 6.0
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Aminosauren

NH, O
/\/S‘*‘CH3 dl/ /\)LNHQ

0]

Methionin (Met) M Asparagin (Asn) N Glutamin (GIn) O

polare, ungeladene

CH,

~SOH /LOH
Serin (Ser) S Threonin (Thr) T Cystein (Cys) C

pK,= 8.3
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Aminosauren

pPK,
a-COOH a-NH, OH,SH | Amino in

COOH  Seitenkette
Gly G 2,34 9,60
Ala A 2,35 9,69
Val vV 230 9,62
Leu i 2,36 9,60 T ER
lle I 2,36 9,68
Pro P 1,99 10,60
Phe F 1,83 9,13
Met M 2,28 9,21
Trp W 2,38 9.39
Ser S 2,21 9,15 OH
Thr i 2,63 10,43 OH
Tyr N 2,20 9,11 10,07 Phenol
Cys & 1,71 10,78 R SH
Asp D 2,09 9,82 \ 3,86/ COOH
Glu E 2,19 9,67 425 COOH
Asn Q 2,02 8,8 - CONH,
Gln N 2,17 L CONH,
Lys % QLR 8,95 /10,53\ |NH,
Arg R 217 9,04 \12,4¢/ |Guanidino
His H 1,82 9,17 6.0  |Imidazol
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Zucker

pK,-Werte ~13

OH OH Galaktose

OH
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Anorganische Sauren und Basen
und haufig eingesetzte Puffersysteme

pK, 1 pK,2 pPK,3
Schwefelsaure H,SO, stark 1.92

(<<0)
Phosphorsaure H,PO, 2.15 7.20 12.38
Kohlensaure H,CO, 6.35 10.33
Borsaure H,BO, 9.23

pKaBase

Ammoniak NH, 9.25
Hydroxylamin NH,OH 6.03
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Puffer:

System aus

Saure / Saureanion

und/ oder

Base / Basenkation

Pufferwirkung ist nur gegeben in einem Bereich von

pH=pK,+ 1 bzw. pH=pK,Bae + 1

der enthaltenen Puffer-Teilsysteme

Na*Acetat- oder NH,* CI- oder NH,*Acetat
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Dissoziations/Protonierungsgrad

,Speziesbriche”
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Dissoziationsgrad

“ TTHALF]A]

o [ ]io]

[HA]
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Dissoziationsgrad

“ TTHAlF[A] a

« A llno]

[HA]

@ = 1+10(PKa—PH)
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1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

Dissoziationsgrad

pH
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Protonierungsgrad

,__[BH]

“ T BHl+[E]

sase  |B][H,O"
A [B[w]]
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Protonierungsgrad
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Protonierungsgrad

Dissoziationsgrad

HB*

1,0
08

06

04

02

14

12

10

pH
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"Grad"= Speziesbruch = x™ = [Spezies n]

> [spezies k]
k
1.0 , _—
N 7
\ N A
0.8 |- \ . \; Il
\'\ /\ HA /\ | A=
0.6 |- ’l
Xi(n) !
04 JY ]
\._ HA /
\ !
0.2 \ .
\ / \
N .
0'00 2 4 6 8 10

pH

pKa, = 1.5; pKa, = 6.5
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Spezies-Briche x; ™

1

- 14 10(PH-PKar) ;1 (2PH-PKa1-pKy;)

1

- 1+1O(pH_pKa2) +1O(pKa1_pH)

1

1_|_ 1O(pKa2_pH ) + 1O(pKal+pKa2_2 pH )
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Chromatographie

ktotal — XA—kA— + XHAk HA

/ /

lonenaustausch-Chromatographie:

Reversed-Phase Chromatographie:

ki=> x'k."
>

kY0 k™=0
k=0 k™)0
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Chromatographie

ktotal — XA—kA— + XHAk HA

/ /

lonenaustausch-Chromatographie:

Reversed-Phase Chromatographie:

ki=> x'k."
>

kY0 k™=0

k=0 k™)0

Elektrophorese

total A-, A- | JHA, HA
oo =X Xl
/ /

H; = Xi 1 !
%
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Fluoreszenz

Oregon Green 488
\

e
or 1=} u

3

Rhodamine Green

S

Carboxyfluoresgein

Fluorescence emission

I I I I I I I I

R S TR R TR e T T |
Intensitat des Fluoreszenzlichtes ist in vielen
Fallen pH-abhangig:

- Reproduzierbarkeit der FL-Messung

- Fluoreszenzlabel als pH-Sonde
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UV/Vis — Absorption

OH O

colorless

W on on o (o)
S5 &5 &S

colorless red

Unterschiede in der
Wellenlange des Absorptionsmaximums
zwischen einzelnen Spezies
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Saure-Basen Titration
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Konzept jeder Titration

Bestimmung eines , Aquivalenzpunktes*

Aquivalenzpunkt heif3t:

Molzahl des Analyts (Titrand) = Molzahl des Titrators

n Titrand =n Titrator

Dadurch wird die Bestimmung von Analytmengen moglich

Wie lasst sich der Aquivalenzpunkt finden?
Durch starke Anderung in einer Systemeigenschaft

(z.B.: im pH Wert der Losung, im Vorliegen freien Metalls etc.)

46



T
a.

Saure-Basen-Titration

Starke Saure (HCI) wird mit starker Base (NFOH) titriert

12.00 , , ,
10.00
Cy = 0.1 M
8.00 |~
6.00 C, =0.001M
4.00 —_-—:—_—__7--",—»-1
200 / nNaOH
0.00
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25(00 30.00

Volume of NaOH, mL  Aquivalenzpunkt

Molzahl des Analyts (Titrand) = Molzahl des Titrators
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Saure-Basen-Titration
Starke Saure (HCI) wird mit starker Base (NFOH) titriert

12.00 I ] I
10.00 [
Ctot =01 M Ctot =01M
8.00 |~
Cp =0.001 M
:E_ 6.00 +— Ctot =0.001 M

4.00 / L

=

.00
0 0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25/00 30.00

Volume of NaOH, mL Aquivalenzpunkt
Anderung der Systemeigenschaft am Aquivalenzpunkt = starker Sprung im pH Wert
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Konzept einer Titration

(1) Bestimmung des Aquivalenzpunktes

Am Aquivalenzpunkt:
Molzahl des Analyts (Titrand) = Molzahl des Titrators

Dadurch ist die Bestimmung der Analytmenge maoglich

(2) Wie lasst sich der Aquivalenzpunkt finden? = starker Sprung im pH Wert

(3) Wie lasst sich der Sprung im pH Wert feststellen?

- Messung mit pH-Elektrode oder

- Einsatz eines Indikators (Reporter System)
zeigt bei Uberschreiten eines bestimmten pH Wertes
eine Farbanderung

49



Konzept einer Titration

(4) Welcher pH Wert soll die Schwelle fur die Farbanderung des Indikators sein?

> pH Wert am Aquivalenzpunkt: pH AP

(5) Wie findet man einen Indikator, dessen Farbumschlag bei einem pH
Wert liegt, der dem pH des Aquivalenzpunktes entspricht?

- Farbumschlag des Indikators findet statt, wenn
pH der Lésung = pK,"d + 1
(6) Also: Der pH Wert fir den Umschlagspunkt des Indikators, pHY-P- soll
ahnlich sein dem pH Wert am Aquivalenzpunkt

des Titrand/Titrator Systems

pH UP. ~ pH AP.
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Saure-Basen-Titration
Starke Saure (HCI) wird mit starker Base (NFOH) titriert

12.00 I ] I
10.00
Ctot =01M Ctot =01M
8.00 |-
pH Aquiv
C,t =0.001 M
T 600 C,=0001M

4.00 / L

=

.00
0 0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25/00 30.00

Volume of NaOH, mL Aquivalenzpunkt
Anderung der Systemeigenschaft am Aquivalenzpunkt = starker Sprung im pH Wert
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pH Werte am Aquivalenzpunkt

Starke Saure (titriert mit starker Base)

aqu 1
pH * ZEpKW:7

schwache Saure (titriert mit starker Base)
) 1
pH** = Z(PKyy + pK, +l0g C; )
starke Base (titriert mit starker Saure )
aqu 1
pH =-pKy =7
2
schwache Base (titriert mit starker Saure )

aqgu 1
pH =§(pKW — pK, —logC;)
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Konzept einer Titration

(4) Welcher pH Wert soll die Schwelle fur die Farbanderung des Indikators sein?

> pH Wert am Aquivalenzpunkt: pH AP

(5) Wie findet man einen Indikator, dessen Farbumschlag bei einem pH
Wert liegt, der dem pH des Aquivalenzpunktes entspricht?

- Farbumschlag des Indikators findet statt, wenn
pH der Lésung = pK_d + 1
(6) Also: Der pH Wert fiir den Umschlagspunkt des Indikators, pHY-P- soll
ahnlich sein dem pH Wert am Aquivalenzpunkt

des Titrand/Titrator Systems

pH UP. ~ pH AP.
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Saure/Basen - Indikator

&5 .39 _@3

-—-OH H;O*
colorless colorless ned

_ind-J[n-]

" [Hind]




Indikator-System

_[nd"J|n-] ; 1
nd W @ = 1+10(PKa=PH)
od<0.1 rot pH < pK, — 1
ad>0.9 blau pH > pK, + 1
> Umschlagintervall 2 pH Einheiten
0d4<0.3 farblos pH<pK,-0.5
od>0.3 blau pH > pK,-0.5

> Umschlagintervall 0.3 pH Einheiten

Umschlag: pH Y7 = pK_!nd
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Saure-Basen-Titration

12.00
W
1 B
10.00 A
Phenolphthalein I =
trangition rgnge
8.00
Bromathymoliblue
transitTon range
6.00
Bromclcresol reen
transit{on rané‘e
4.00 ——-—_-———-"
0.00
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00

Volume of NaOH, mL
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Saure-Basen-Titration
Schwache Saure (HAc) wird mit starker Base (NaOH) titriert

12
10
Fhenolphthalei
transition range
8 Nk
Brdmothymhol blu
tramnsition range
= 6
(=9
4 L
Btomocresol green /
) transition range
0

0 10 20 30 40 50 60
Volume of NaOH, mL

Wendepunkt im Pufferbereich: pH W-P- = pK,




Schwache Sauren (HAc) werden mit starker Base (NaOH) titriert

12.0

10.0

8.0

T 6.0f

4.0

2.0

Phenolphthalein
+ transition range

Bromothymol blu
transition range

Bromocresol gree
transition range

ytrong acid

0 10 20 30 40 50

Volume of 0.1000 M NaOH, mL

60

Wendepunkt im Pufferbereich: pH WP = pK,
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Schwache Sauren (HAc) werden mit starker Base (NaOH) titriert

12.0

10.0

8.0

T 6.0]

4.0

2.0

1  Phenolphthalein
+ transition range

Bromothymol blu
transition range

Bromocresol gree
transition range

ytrong acid C=0.1M

10 20 30 40 50 60
Volume of 0.1000 M NaOH, mL

Aquivalenzpunkte: pHAP-=0.5 (pK, + pK, + log C)
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pH Werte am Aquivalenzpunkt

Starke Saure (titriert mit starker Base)
) 1
pH ** ZEpKW =7

schwache Saure (titriert mit starker Base)

pH =%(pKW + pK, +1log C)

starke Base (titriert mit starker Saure )
aqu 1
pH =-pKy =7
2
schwache Base (titriert mit starker Saure )

aqgu 1
pH =§(pKW — pK, —logC;)
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Schwache Basen (B) werden mit starker Saure (HCI) titriert

pH

Sté’ong base

12.0 [~

10.0 \~

8.0 N\

6.0+

Phenolphthalein

¥ transition range

Bromothymol blue

2+ transition range

Bromocresol green

> transition range

4.0

2’0 o o

i

|

0 10 20 30 40 50

Volume of 0.1000 M HCI, mL

60
pKaBase = 14_pr

Wendepunkt im Pufferbereich: pH W-P- = pK_ Base
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Schwache Basen (B) werden mit starker Saure (HCI) titriert

pH

Sté’ong base

——

12.0 [~

Phenolphthalein

® transition range

Bromothymol blue

=+ transition range

Bromocresol green

> transition range

= 1077
10.0 \:~
8.0 A\ — 10?6 o
6.0} = 10%“8 j
4.0 L i
Kgb = lo}—lO {
2.0} "
L
0 10 20 30 40 50

Volume of 0.1000 M HCI, mL

C=0.1M
pKaBase = 14_pr

60

Aquivalenzpunkte: pHAP-=0.5 (pK,, - pK, - log C)
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pH Werte am Aquivalenzpunkt

Starke Saure (titriert mit starker Base)
pH * =lpKW =7
2
schwache Saure (titriert mit starker Base)
) 1
pH** = Z(PKyy + pK, +l0g C; )
starke Base (titriert mit starker Saure )
aqu 1
pH = E PKy =7

schwache Base (titriert mit starker Saure )

aqu 1
pH =§(pKW — pK, —logC;)
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Saure-Basen-Titration
Starke Saure (HCI) wird mit starker Base (NaOHR) titriert

12.00 I T ]
10.00
Ctot = 01 M Ctot= 0.1M
8.00 |~
C =0.001 M
%_ 6.00 +— Cit =0.001 M

/ (9"—-—__-‘

pH Start

T

e

.00
0 0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00

Startpunkt Volume of NaOH, mL
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pH Werte am Startpunkt

starke Saure

pH Start - _ |Og Cs

schwache Saure

pH **" = %(loKa ~logCy)
starke Base

pH**" = pK  +logC,
schwache Base

1
pH R pKw _E(pr - IOgCB)
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Schwache Sauren (HAc) werden mit starker Base (NaOH) titriert

12.0

10.0

8.0

ytrong acid

0 10 20 30 40 50 60
Volume of 0.1000 M NaOH, mL

Phenolphthalein

+ transition range

Bromothymol blu
transition range

Bromocresol gree
transition range

Startpunkte: pH SP =0.5 (pK, - log C)
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Zweibasige Saure (H,A) wird mit starker Base (NaOH) titriert

12.00
E: Solution
of Na,A f
10.00 | \ :Solution
D: Buffer solution fff NaOH
of HA— and A?" AP2
8.00 .
AP1
T 6.00f
B: Buffer solution . \
of HyA and HA— <— C: Solutiyn of NaHA
pK,2=7
pK,1=3
pH SP =2
A: Weak acid with
K, = 1.00 x 10-3
0.00 . . . .
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0

Volume 0.100 M NaOH, mL

pH AP2 =10

C=01M
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