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Spectroscopic Analysis of Redox Equilibria as Shown by NAD(P)H-Dependant Dehydrogenases

Equilibria of the form A + B L C+Dcanbe analysed spectroscopically in a significant way
by means of absorbance diagrams. Two methods are described for the determination of the
equilibrium constant K. They are valid for different domains of K. For both methods the
knowledge of the absorbance coefficients of C and D is not required. The determination of X is
demonstrated in case of the enzyme catalysed redox reaction by p-hydroxybutyrate dehydro-
genase: acetoacetic acid + NADH + HT 2 p-hydroxybutyric acid + NAD™.

1. Einleitung

Es kann vorkommen, daB Redoxpaare an den
Elektroden von galvanischen Zellen keine stabilen
Redoxpotentiale ausbilden [1—3]. Trotzdem konnen
sie mit anderen Redoxpaaren vollig reversibel rea-
gieren. Die elektrometrische Bestimmung der
Gleichgewichtskonstanten kann dann problematisch
sein. Von diesen Schwierigkeiten unberiihrt ist die
spektroskopische Analyse.

Im folgenden werden zwei Verfahren zur spektro-
skopischen Analyse von Gleichgewichten des Typs

A+B é C+ D beschrieben. Das eine Verfahren
ist fiir kleine und das andere fiir groBe Gleichge-
wichtskonstanten (K) geeignet. Im Mittelpunkt ste-
hen dabei Extinktions-Diagramme. Als MeB3beispiel
dient die NADH-abhidngige Reaktion der 3-Hy-
droxybutyrat-Dehydrogenase.

2. Theorie

2.1. Bestimmung der Gleichgewichtskonstante
durch sukzessive Erhohung einer Redoxkomponente
(1. Verfahren)

Zur Bestimmung der Gleichgewichtskonstante K
des Systems

A+B & C+D (1)
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wird nachfolgend die Komponente A im Titrier-
gefall vorgelegt und die Lage des Gleichgewichtes
durch Titration mit B sukzessiv verschoben. Es
gelten dann die Erhaltungssitze

ay=a+c, by=b+d. (2)

Dabei ist g, die (molare) Einwaagekonzentration
von A und b, die Gesamtkonzentration von B, die
dem System in jedem Titrationsschritt zugefiihrt
wird (a ist dann die tatsichliche Konzentration von
A in der Titrationslosung; entsprechendes gilt fiir b,
¢ und d). Demnach ist b, Variable. g, ist konstant,
wenn die durch Titration verursachte Volumen-
dnderung vernachlassigbar klein ist.
Da die Menge an gebildetem C und D gleich ist

c=d, 3)
gilt fiir die Gleichgewichtskonstante:
_g*d c? @
T a'b a'b’

Um K iiber das E-Diagramm zu bestimmen, wird
zunachst das charakteristische Konzentrations-Dia-
gramm [4] by vs. ¢ betrachtet (siehe Abbildung 1).
Aus (2)—(4) folgt fiir die Funktion der Kurven in
diesem Diagramm:

o
+—.
K (ay—c)
Hieraus erhdlt man fir die Steigungen bei den
Grenzwerten ¢ — 0 und ¢ — a;:
db, db,
e c-o_l und i

by=c¢ (5)

=5 00 (6)

c—ao
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Abb. 1. Charakteristisches Konzentrations-Diagramm b,
vs. ¢ des Systems (1). Parameter ist K (K = 0,5; 2; 65).

Im Grenzwert ¢ — 0 ist nur A vorhanden (by=c = 0).
Der entsprechende Punkt (A) liegt daher im Koor-
dinatenursprung. Im Grenzwert ¢ — qy ist alles A in
C tberfiihrt. Je nach der GroBe von K wird der
Grenzwert ¢ — g, bei kleinen oder grof3en by-Wer-
ten erreicht: ist K sehr gro (K — o0), wird im
Bereich 0 < by < a, praktisch alles zugefiihrte B
quantitativ in D umgewandelt. Die Kurve lauft
dann entlang der Geraden A (C + D) (siche Abbil-
dung 1). Bei kleinen K-Werten weicht die Kurve
schon im Bereich 0 < by<ay, von der Geraden
A(C+D) ab, um erst bei groBen by-Werten paral-
lel zur by-Achse zu verlaufen.

Die Tangenten, die zu den Grenzwerten ¢ — 0
und ¢ — a, gehoren, schneiden sich im Punkt
(C+ D) (siehe Abbildung 1). Dieses Verhalten gilt
auch im E-Diagramm E, vs. E, (siche Abbildung 2),
das ein affin verzerrtes charakteristisches Konzen-
trations-Diagramm ist (sieche Abbildung2) [4, 5]
Dabei gilt fiir die Extinktion E; (mit A =1, 2):

E,=l(ga-atep btec ctep-d, @)

[ = Schichtdicke der Kiivette, ¢; , = Extinktionskoef-
fizient von A bei der Wellenlange 4 (entsprechend
B> €1C» €iD)-

In Abbildung 2 entspricht die eingezeichnete
Nullpunktsgerade der by-Achse von Abbildung I:
auf ihr liegen im Fall gy =0 samtliche Titrations-
punkte, wenn b, variiert wird. Diese Gerade ver-
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Abb. 2. E-Diagramm von A + B 2 C + D. Parameter ist K
(K=0,5; 2; 65; ay=10"*M, /=1cm). Extintionskoeffi-
zienten (mit 4 = 1,2, in [cm - mol/1]™!):

&1a = 2000, &4 = 1000,
&g = 3500, &p = 500,
ec = 1500, &c = 4000,
&1p = 2500, &p = 5500.

lauft also parallel zu der bei groBen by,-Werten
an die Extinktions-Kurve angelegten Tangente
(C+D)H.

Die Konzentrationen sdmtlicher Komponenten
konnen in einfacher Weise aus Streckenverhiltnissen
bestimmt werden, wenn der Tangentenschnittpunkt
(C+ D) und die zu den Titrationspunkten G ge-
horenden by-Werte bekannt sind (sieche Abb. 1
bzw. 2):

A=————ay 5
A(C+D)
FG
== (,
A(C+D)

0 ®)

Die noch fehlende Konzentration b kann aus (2)
erhalten werden. Damit sind alle Konzentrationen
fir K bekannt. Bei diesem Verfahren wird die
Kenntnis der Extinktionskoeffizienten von C und D
nicht vorausgesetzt. Das Verfahren ist fir K> 2
geeignet (sieche Abbildung 2). Bei kleineren K-Wer-
ten ist die Bestimmung des Tangentenschnittpunktes
(C + D) problematisch, sofern ¢;c und &;p nicht
bekannt sind.
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2.2. Bestimmung der Gleichgewichtskonstante
nach der Methode der kontinuierlichen Verdnderungen
(2. Verfahren)

Bei nicht zu groBen Gleichgewichtskonstanten
(K etwa < 10) kann fiir die Analyse des Systems

A+B =2 C+D ()

die Titrationstechnik der ,,Methode der kontinuier-
lichen Verdnderungen* [6,7] mit Erfolg herange-
zogen werden. Dazu werden die Einwaagekonzen-
trationen von A und B so variiert, dafl ihre Summe
(co) konstant bleibt. Mit (2) und (3) gilt dann

co=ay+by=a+b+2c. 9

Da ¢, konstant ist, wird demnach das System von
zwei linear unabhingigen Konzentrationen (z. B.
a und b) beschrieben, die das charakteristische
Konzentrations-Diagramm bilden (siehe Abbildung
3). Die Funktion der Kurven im Diagramm a vs. b
lautet in impliziter Darstellung

F=ad>+a(Qb—4Kb—2cy) — b*—2bcy+c}=0.

(10)
Fiir die Steigung da/db gilt dann [8]
oF
da 06 a2-4K)+2b-2¢
db  ®F b(2-4K)+2a-2c,
Oa

Hieraus folgt fiir die Grenzwerte b =0 (c; = a) und
b=cy (a=0):

da da
b [ g 28 =
T T b=co

(11)
Demnach sind die Koordinatenachsen die Tangen-
ten der Punkte A und B (siehe Abbildung 3), oder
anders ausgedriickt: der Koordinatenursprung ist
Pol der Polare AB [8]. Im Koordinatenursprung ist
a=b=0und damit

c=d=cy/2. (12)

Hieraus folgt, daB der Koordinatenursprung zu-
gleich der Punkt (C + D) ist, in dem nur C und D
vorliegen.

Aus dem Dreieck mit den Eckpunkten A, B und
(C + D) kann K aus einfachen Streckenverhiltnissen
bestimmt werden. Dazu werden in der Abb. 3 die

Seitenhalbierenden H,B und H,A konstruiert und
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Abb. 3. Charakteristisches Konzentrations-Diagramm des
Systems A + B 2 C + D in Abhingigkeit von K (Methode
der kontinuierlichen Verdnderungen). Der Punkt (C + D)
ist Schnittpunkt der Tangenten von A und B. Uber S, und
S, kann K nach (13) allein aus Streckenverhiltnissen be-
stimmt werden.
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Abb. 4. Berechnete Extinktions-Kurven des Titrations-
systems A+ B 2 C + D in Abhingigkeit von K (Methode
der kontinuierlichen Verdnderungen) mit co=1-10"*M und
/=1cm sowie (Extinktionskoeffizienten in [cm - mol/1]™"):

ea= 1000, ea= 500,
&g = 15000, &p = 5000,
& c= 1500, & ¢ = 4000,
ep= 3500, &p = 4000.

Der Punkt (C + D) ist Schnittpunkt der Tangenten von A
und B. Uber S; und S, kann K nach (13) allein aus
Streckenverhiltnissen bestimmt werden.
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deren Schnittpunkte (P; und P,) mit der Kurve be-
stimmt. Mit diesen konnen dann die Geraden AP,
und BP, weiter konstruiert und deren Schnitt-
punkte (S, und S,) mit den Dreiecksseiten (C+D) B

und (C+D)A ermittelt werden. Uber S, und S,
kann schlieBlich K aus den Beziehungen

_ SB SA
S (C+D)  S,(C+D)

(13)

bestimmt werden.

Die entsprechenden geometrischen Zusammen-
hdnge gelten auch im Extinktions-Diagramm. So ist
in der Abb. 4 (C + D) Schnittpunkt der Tangenten
von A und B, fiir den gilt:

Co

E,-_(C+D)=1(eic+am)7. (14)

Aus dem resultierenden Extinktions-Dreieck kann

dann K nach (13) aus Streckenverhiltnissen be-

stimmt werden. — Die Konzentrationen der Kom-

ponenten konnen ebenfalls durch Streckenverhilt-

nisse ermittelt werden. Analog zum Gibbsschen

Dreieck der Thermodynamik [9] gelten die Be-
ziehungen (siehe Abbildung 5)

F|(C+D) FiB
Aa="——"——"—C(= —= Co,
A(C+D) AB
F,(C+D) F3A
b=————1cy=——¢,
B(C + D) AB
F;A F;B
c+d=————cp=————¢,. (15)
A(C+D) B(C+D)

Damit kann K nach (4) berechnet werden. Auch
hier miissen wie bei (13) die Extinktionskoeffi-
zienten von C und D nicht bekannt sein.

3. MeBbeispiel

Gleichgewichtssysteme vom Typ A+ B=2C+D
sind in der Chemie und Biochemie weit verbreitet.
Als Beispiel hierfiir konnen Komproportionierungs-
gleichgewichte bei Redoxsystemen [9—10]

Red + Ox 2 28,

die zur Semichinonbildung (S) fithren, oder Metall-
komplexgleichgewichte angefithrt werden. So kon-
nen z.B. von Porphyrinen (P) neutralgebundene
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E

Abb. 5. Konzentrationsbestimmung im Extinktions-Dia-
gramm (siehe (15)).

Metallionen (M) durch andere Metallionen (M,)
ausgetauscht werden [11, 12]:

M,P+M, 2 M,P+M,.

Ebenso sind viele enzymkatalysierte Gleichgewichts-
reaktionen vom gleichen Typ, wie 2z B. die
3-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase (HBDH)-Reak-
tion:

CH3—i-—CH2—COO' + NADH + H*

o
Acetacetat (Ox)
H
HBDH |
—— CH3;—C—CH,—COO~+NAD™*. (16)
|
OH
D-3-Hydroxybutyrat (Red)
Fiir die Gleichgewichtskonstante K gilt hier
+
K- 10-7H = [Hydroxybutyrat] [NAD "] a7

[Acetacetat] [NADH]

Das Extinktions-Diagramm dieser Gleichgewichts-
reaktion in Glycin-Puffer (pH = 9,15) ist in Abb. 6
dargestellt. Die Auswertung nach (13) liefert das
Ergebnis: K - 107PH=0,58. Die Bestimmung von K
aus den Konzentrationen der Komponenten nach
(15) fiihrt zu K-107PH=0,62 (Mittelwert aus
5 MeBpunkten).
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Abb. 6. Extinktions-Digramm der Gleichgewichtsreaktion
(16). Die Tangenten der Punkte NADH und Ox (= Acet-
acetat) schneiden sich im Punkt (NAD* + Red). Aus den
entsprechenden Seitenhalbierenden des Extinktionsdrei-
ecks konnen die Punkte S; und S, bestimmt werden, die
nach (13) zu K fiithren. Ebenso kann K aus den Kon-
zentrationen der Komponenten mit Hilfe von (15) ermittelt
werden. — Da hier das Prinzip der Methode im Vorder-
grund steht, wurde auf eine Prézisionstritration verzichtet
und der Tangentenschnittpunkt (NAD" + Red) ausschlieB-
lich graphisch (ohne Zuhilfenahme von Polynomen [4])
bestimmt.

Aus dem gemittelten Wert K - 107PH = 0,60 erhilt
man mit pH = 9,15 als Ergebnis

K=0,60-10""5M~1= 1083 M~
Krebs et al. finden den Wert [13]

1

K=————5—=10"%M".
142-107°M
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Mit Hilfe von K kann die Standard-EMK E,, von
D-3-Hydroxybutyrat/Acetacetat bei pH=7 be-
stimmt werden. Mit E, =— 0,320V fir NADH/

NAD* bei pH=7 [14] erhdlt man aus K=
104893 M- !-
Eon=-0263V.

4. Experimenteller Teil

3-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase (D-3-Hydroxy-
butyrat: NAD oxidoreductase, EC 1.1.1.30, HBDH)
aus Rhodopseudomonas spheroides (Grad II,
Ammoniumsulfat-Suspension, Boehringer, Mann-
heim); Acetoacetic acid (lithium salt, 90-95%,
Sigma): NADH (Grad 1, 100%, Dinatriumsalz,
Boehringer, Mannheim); Glycin (z. A. Merck).

Titration (in 1 cm Quarzkivette): in 3 ml Glycin-
Puffer (0,1 M; pH=9,15) wurden jeweils 50 pl,
45 ul, 40 pl, 35 pl, 30 pl, 25 pl, 20 pl, 15 pl, 10 ul und
5ul (nur Konstruktionspipetten) einer 1,2-1072M
NADH-Stammlésung mit der entsprechenden Menge
(Opl, Sul, 10 ul, ..., SO ul) Acetacetat gleicher Kon-
zentration gemischt und die Gleichgewichtsreaktion
mit 10 ul HBDH-Suspension gestartet (25,0 °C).
Nach ca. 0,5-1.5 h hatten sich die einzelnen Gleich-
gewichte eingestellt. — Die spektroskopischen Mes-
sungen wurden an einem (thermostatisierbaren)
registrierenden Spektralphotometer Perkin-Elmer
555 durchgefiihrt.
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