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§ SazZetak vii

§ Sazetak

Metode i postupci kojima je moguée odrediti termodinamicke i kineticke reakcijske velicine u
otopinama vrlo su vazne za proucavanje i karakterizaciju kemijskih reakcija. Najvaznije
fizikalne veli¢ine za termodinamicki i kineti¢ki opis reakcija su konstanta ravnoteze, K i
koeficijent brzine reakcije, k. One su povezane sa svim ostalim veli¢inama u kemijskoj
termodinamici 1 kinetici te se na temelju tih veli¢ina moze odrediti spontanost reakcije u
pojedinim uvjetima, predvidjeti tijek, brzina i mehanizam reakcije te mnoga druga svojstva
promatranog sustava.

Postoje mnoge metode odredivanja navedenih veli¢ina, pri ¢emu se u takvim
eksperimentima mjeri neko svojstvo sustava povezano s trenutnom (kinetika) ili ravnoteznom
(termodinamika) koncentracijom jednog ili vise sudionika reakcije. Prilikom obrade podataka
za jednostavnije modele moguce je Koristiti metodu linearne regresije, no postupak obrade
kod vecine reakcija je slozen te najéeSce zahtjeva uporabu nelinearne regresije. Cilj ovog rada
je opisati neke od najéesce koristenih eksperimentalnih metoda pomocu kojih se uz prikladnu
obradu dobivenih podatak odreduju termodinamicki 1 kineticki parametri procesa u otopini. U
ovom radu biti ¢e opisana istrazivanja ravnoteza u kojima nastaju kompleksi stehiometrije
1:1, pri ¢emu se koriStene metode i obrada podataka mogu uz male preinake Kkoristiti i za
odredivanje termodinamiCku karakterizaciju nastajanja kompleksnih vrsta drugog
stehiometrijskog omjera. Kineticki dio, odnosno odredivanje koeficijenta brzine reakcije
opisat ¢e se na temelju reakcije prvog reda, reakcije u kojoj iz jednog reaktanta nastaje jedan

produkt.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Kemijska termodinamika’ je grana fizikalne kemije koja karakterizira stanja sustava i njihovu
promjenu pomocu termodinamickih veli¢ina. Jedna od najvaznijih termodinamickih veli¢ina
je reakcijska Gibbsova energija A:G koja je Kkriterij spontanosti nekog procesa pri
konstantnom tlaku i temperaturi, odnosno pri uvjetima koji su najées¢i u kemijskom
laboratoriju. 1z predznaka reakcijske Gibbsove energije moze se utvrditi da li je reakcija
spontana ili ne za odredeni sastav sustava. Reakcijska Gibbsova energija pri standardnim
uvjetima naziva se standardna reakcijska Gibbsova energija, A/G". Ta veli¢ina povezana je s
jo$ jednom vaznom fizikalnom veli¢inom, standardnom konstantom ravnoteze K’ preko

relacije:

o

A.G" = —RTInK" (1)

gdje je R opéa plinska konstanta koja iznosi 8,314 J mol? K?, a T termodinamicka
temperatura. Izraz za standardnu konstantu ravnoteZe povezan s ravnoteznim sastavom

reakcijske smjese glasi:

n

=] [ar @

i=1

gdje je n broj sudionika reakcije, a; je relativni aktivitet i-tog sudionika reakcije, a vi je
pripadajuci stehiometrijski koeficijent. Relativni aktivitet povezan je sa koncentracijom

sudionika preko relacije:

. Cs
ai:)/lol (3)

gdje je yi koeficijent aktiviteta, ci koncentracija i-te vrste, a c° standardna koncentracija koja
iznosi 1 mol dm=. Uz poznavanje vrijednosti konstante ravnoteze i analiti¢kih koncentracija
sudionika reakcije moze se pretpostaviti ravnotezni sastav smjese. U laboratoriju se konstanta

ravnoteze neke reakcije najces¢e odreduje eksperimentalnim mjerenjem nekog svojstva
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§ 1. Uvod 2

sustava koje je direktno povezano s koncentracijom jednog ili vise sudionika reakcije, kao sto
je to apsorbancija.

Proucavanje brzinskih procesa zove se Kinetika ili dinamika. Dio kinetike koji
proucava brzinu i mehanizam kemijske reakcije naziva se kemijska kinetika.? Brzina kemijske

reakcije definirana je izrazom:

V= (4)

gdje je ¢ doseg reakcije, t je vrijeme, a V je volumen sustava. Doseg reakcije jednak je
mnozini jediniénih pretvorbi, koja se rauna na nacin da se promjena mnozine nekog
sudionika reakcije podijeli s njegovim stehiometrijskim koeficijentom. Tako se gornja

jednadzba moze zapisati u drugom obliku:

dnl- . dCl'
Vi'V'dt_Vi'dt

v =

()

gdje je dci promjena koncentracije nekog sudionika reakcije, a vi je stehiometrijski koeficijent
tog sudionika. Za mnoge reakcije nadeno je da trenutna brzina reakcije ovisi o trenutnim

koncentracijama sudionika prema izrazu:

v = k[A]*[BIP[C]Y ... [M]* (6)

gdje je k veli¢ina koja se naziva koeficijent brzine reakcije te ovisi o temperaturi i tlaku, no u
nekim slucajevima moze ovisiti 1 o koncentracijama sudionika reakcije, a eksponenti a,f,y...A
nazivaju se parcijalni redovi reakcije ¢iji zbroj daje ukupni red reakcije. Koeficijent k povezan
je s energijom aktivacije E, pa time i sa aktivacijskog entalpijom A*H te sa aktivacijskom
entropijom A*S. Kemijske reakcije dijele se na brze i spore, ovisno o vremenu polureakcije,
odnosno vremenu potrebnom da pola mnozine reaktanata prijede u produkt. Posljedica takvog
dijeljenja kemijskih reakcija je da postoje razli¢ite vrste eksperimenata kojima mozemo
promatrati kinetiku reakcije. Eksperimenti kojima se proucavaju brze reakcije (vrijeme
polureakcije je od 10 do 107 s) nisu prikladni za odredivanje kineti¢kih parametara sporih

reakcija i obratno, no svim eksperimentalnim metodama kemijske kinetika zajednicko je to da
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§ 1. Uvod 3

se pomoc¢u njih mjeri ovisnost nekog makroskopskog svojstva, kao $to je apsorbancija,
elektri¢na provodnost, elektri¢ni potencijal o vremenu tijekom reakcije.

Cilj ovog rada je dati principe rada nekoliko eksperimentalnih metoda i literaturne
primjere u kojima se tim metodama odredeni termodinamicki ili kineticki parametri reakcija.
Princip rada tih metoda u ravnoteznim mjerenjima biti ¢e dan ilustriran za modelu u kojem iz
dva reaktanta nastaje kompleks stehiometrije 1:1, dok ¢e obrada kinetickih mjerenja biti

opisana za kineti¢ki model reakcije prvog reda.
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§ 2. ODREPIVANJE TERMODINAMICKIH I
KINETICKIH REAKCIJSKIH VELICINA U
OTOPINI 1Z EKSPERIMENTALNIH PODATAKA

2.1. Spektrofotometrija

Spektrofotometrija je metoda kojom se mjeri interakcija tvari s elektromagnetskim zracenjem
u UV-Vis podruc¢ju. Temelji se na mjerenju apsorbancije A otopine u prozirnoj ¢eliji to¢no
odredene duljine opti¢kog puta.® Apsorbancija A je povezana s promjenom intenziteta zrake
prije 1 nakon prolaska kroz otopinu $to je posljedica apsorpcije energije elektromagnetskog
zraenja od strane spektralno aktivne vrste u uzorku. Ona je po definiciji povezana sa

transmitancijom preko jednadzbe:

I
A = —logT = logT0 (7)

gdje je | intenzitet izlazne zrake svjetlosti, a I, intenzitet upadne zrake svjetlosti. U svrhu
odredivanja apsorpcije uzorka intenzitet zrake koja prolazi kroz uzorak usporeduje se s
intenzitetom zrake koja prolazi kroz kivetu s cistim otapalom. Iz tog smanjenja intenziteta

koncentraciju uzorka racuna se pomocu Beer-Lambertovog zakona:

AQ) = —logIT0 =) -c-1 (8)

gdje je & molarni apsorpcijski koeficijent, ¢ koncentracija spektralno aktivne vrste, a | je
duljina opti¢kog puta. 1z ove jednadzbe vidljivo je da molarni apsorpcijski koeficijent ovisi o
valnoj duljini elektromagnetskog zracenja i temperaturi u kojoj se nalazi uzorak. U slucaju da
u uzorku postoji n tvari koje apsorbiraju na istoj valnoj duljini ukupna apsorbancija je suma

apsorbancija pojedinih tvari:

A = ) 4D =1 & ©
i=1 =1
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Spektrofotometrijska titracija je metoda prikladna za odredivanje ravnoteznih
konstanti u slucajevima kad se molarni apsorpcijski koeficijenti reaktanata i produkata

razlikuju u odredenom podrucju valnih duljina. Za sustav u kojem se zbiva reakcija:

M+L=ML

standardna konstanta ravnoteze za tu reakciju glasi:

amL
K =
e (10)

pri ¢emu je ta konstanta povezana s koncentracijskom konstantom ravnoteze preko

koeficijenata aktiviteta sudionika reakcije:

o ymL [MLlc”  ymic’

~ymrw IMIIL]  ymy a

U slucaju da su M i ML jednako nabijene vrste, a L nenabijen, jednadzba (11) moze se
pojednostaviti izjednaCavanjem koeficijenta aktiviteta vrsta M 1 ML dok se aktivitet vrste L

moze aproksimirati jedinicom. Tada se dobiva izraz:

K'=K.-c (12)

Uvrstavanjem bilance masa:
e = [M] + [ML] (13)
¢, = [L] + [ML] (14)

u izraz za koncentracijsku konstantu reakcije dobivamo izraz:

[ML]
(e — [MLD(em — [ML]D

K. = (15)

Uz pretpostavku da pri odredenoj valnoj duljini apsorbiraju samo vrste L i ML, moze

se nakon uspostavljanja ravnoteze pisati:

Matija Modrusan Zavr$ni rad
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a=2=g[L] + emu[ML] = ecp — (e, — ) [ML] (16)

gdje [L] i [ML] oznacuju ravnotezne koncentracije odgovarajuéih vrsta. Kada se iz gornje
relacije izrazi ravnotezna koncentracija kompleksa [ML] te se taj izraz uvrsti u jednadzbu (15)

dobiva se:

1 1)?
CL+CM+E_\/(CL+CM+E) _4CLCM (17)

2

a =g, — (eL — emr)

Nelinearnom regresijskom analizom ovisnosti a o cm (i/ili cL) moguée je odrediti iznos
konstante ravnoteze i molarne koeficijente e i emr, ukoliko nisu poznati.

Dosadasnje odredivanje konstante nastajanja kompleksa ML temeljilo se na mjerenju
apsorbancije spektralno aktivnih vrsta u otopini pri jednoj valnoj duljini. Drugi nacin
prikupljanja podataka jest mjerenje apsorbancija tih vrsta pri vise valnih duljina odnosno
spektara Sto se naziva multivarijantna obrada podataka. Rezultati dobiveni u takvom pristupu
mnogo su to¢niji i precizniji.

Spektar se moze prikazati u obliku vektora apsorbancija:

e(441)
= [ : ] c-l (18)
£(Am)

A(Ay)
a= :

Am)

U slucaju kada sustav sadrzi vise spektralno aktivnih vrsta, apsorpcijski spektar smjese jednak

je zbroju spektara pojedinih spektralno aktivnih komponenata:

n n

Auk = Z a; = l: Z &iCi. (19)

i=1 i=1

gdje & oznacava pripadajuci vektor svojstvenog spektra. Prethodna jednadzba se u matricnom

obliku moze zapisati kao:

Matija Modrusan Zavr$ni rad
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A(Aq) g(A) - &n(Ay) 1
: =[ SO ]Hz (20)
&1 O\m) "t &p O\m)

A

gdje stupci matrice molarnih apsorpcijskih koeficijenata sadrzavaju svojstvene spektre
pojedinih komponenata smjese.
Tijekom titracije mijenjaju se ravnotezne koncentracije vrsta koje apsorbiraju, a

samim time i apsorbancije. Stoga se izraz (20) mozZe zapisati kao:

A () o AkOﬁ)‘ [510\1) 8n(7\1)] [ Clk‘
a= : 2 . R Y (21)
Ai(Am) - A(Ay) g(m) - en(Ay) Cnk
odnosno u matri¢nom zapisu:
A =ECI| (22)

gdje je E matrica molarnih apsorpcijskih koeficijenata i jednaka je onoj u jednadzbi (20) jer se
radi o intrizicnom svojstvu tvari, a C je matrica ravnoteznih koncentracija.

Ako su tijekom spektrofotometrijske titracije odredene apsorbancije pri vise valnih
duljina, moze se, provesti iterativni postupak u kojem se racuna vrijednost konstante
ravnoteze reakcije i molarni apsorpcijski koeficijenti reaktanata i produkata. Prvo se
pretpostavi neka vrijednost konstante ravnoteze, K te pomocu analitickih koncentracija
reaktanata izraCuna matrica ravnoteznih koncentracija C. Zatim se matrica apsorbancija,
podijeljena sa duljinom optickog puta, mnozi s pseudoinverzom matrice ravnoteznih

koncentracija ¢ime se dobiva matrica molarnih apsorpcijskih koeficijenata E":

A/DCT(CcCT)t=E (23)

Dobivena matrica apsorpcijskih koeficijenata mnozi se sa matricom ravnoteznih koncentracija

i duljinom opti¢kog puta te se dobiva nova matrica apsorbancija A"

A =E'Cl (24)

Nakon toga se ra¢una suma kvadrata odstupanja matrice A" od matrice A:

Matija Modrusan Zavr$ni rad
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SS = z Z(A{,- - Aii)z (25)
i

Variranjem vrijednosti konstante ravnoteze sve dok suma kvadrata odstupanja ne poprimi
minimalnu vrijednost dobiva se optimalna vrijednost konstante ravnoteze reakcije stvaranja
kompleksa ML.

Kod kinetickih mjerenja izvedba eksperimenta je drugacija u odnosu na ravnotezne
eksperimente. U tim mjerenjima nakon mije$anja reaktanata apsorbanciju se prikuplja u
odredenim vremenima tijekom reakcije. Taj postupak je naj¢esce kontroliran raCunalom. Za
reakciju prvog reda:

A=B

vrijedi zakon brzine reakcije:

v = k[A] (26)

koji se uvrStavanjem jednadzbe (55) svodi na:

E = —kCA (27)

Ovisnost koncentracije reaktanta A o vremenu dobiva se integriranjem ove jednadzbe:
ca(t) =cao- e (28)

Uz pretpostavku da prije reakcije nema produkta B, koncentracija te vrste mijenja se prema

izrazu:
cg(t) = cao—Cao e = cpp(1—e™) (29)
gdje je o je koncentracija reaktanta A prije pocetka reakcije. U slucaju da reaktant A

apsorbira pri nekoj valnoj duljini, tada je iz izmjerene apsorbancije pri toj valnoj duljini

moguce odrediti zakon brzine i koeficijent brzine reakcije (slika 1).

Matija Modrusan Zavr$ni rad
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Slika 1. Spektrofotometrijsko odredivanje koeficijenta brzine reakcije.*

U kinetickim mjerenjima najkvalitetniji rezultati se dobivaju obradom multivarijantnih
spektrofotometrijskih podataka. Prilikom takve obrade dobiva se jednadzbu sli¢na jednadzbi
(21), u kojoj su u matrici koncentracija sadrzane koncentracije spektralno aktivnih sudionika

reakcije u pojedinim vremenima:

a=

A () - Ak(m] [elcm sno\l)] [6;1 Ok

: . W z]@ (30)
Al()\m) AkO\m) gl(xm) gn(}\m) Cnk

Ta jednadzba u matriénom zapisu glasi:

A = ECI (31)

gdje je A matrica trenutnih apsorbancija, E matrica apsorpcijskih koeficijenata, C matrica
trenutnih koncentracija, a | duljina puta zrake kroz uzorak. Postupak odredivanja konstante
brzine reakcije svodi se na provodenje sljedeceg algoritma. Najprije se pretpostavi neki iznos
koeficijenta brzine reakcije iz ¢ega se pomocu jednadzbi (28) i (29) izraCuna matrica
koncentracija C. Zatim se jednadzba (31) mnozi desnom pseudoinverzom matrice C te se tako

dobiva matrica apsorpcijskih koeficijenata E koju mnozimo sa izra¢unatom matricom C i
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duljinom opti¢kog puta | kako bismo dobili matricu apsorbancija A". 1z matrica A i A" rauna

se suma kvadrata odstupanja SS na nacin:

SS = Z Z(A{j — 4y’ (32)
i

Postupak se ponavlja sve dok suma kvadrata odstupanja ne poprimi minimalnu
vrijednost.

Spetrofotometrijska mjerenja imaju vrlo Siroku primjenu te se Cesto Kkoriste u
biokemiji i molekularnoj biologiji. Mnogi proteini i nukleinske Kiseline apsorbiraju
elektromagnetsko zracenje zbog toga $to se sastoje od molekula koje posjeduju nezasi¢enu
cikliCku jezgru. Na taj se naCin moze mjeriti Cisto¢a proteina u nekom uzorku. Nadalje mnogi
kofaktori poput NAD™ koji sudjeluju u raznim enzimskim reakcijama imaju apsorpcijski
maksimum pri nekoj valnoj duljini. Mjerenjem promjene apsorbancije otopine u kojoj dolazi
do reakcije u kojoj sudjeluje jedan takav kofaktor moZe se promatrati kinetika enzimskih
reakcija koja je vrlo bitna za razumijevanje reakcija koje se zbivaju u nasem tijelu.

Tang i sur.® koristili su spektrofotometriju (slika 2) za praéenje superoksidnih
anionskih radikala (O2-) i enzima superoksid dismutaze (SOD) koji je okarakteriziran kao
vrlo uc¢inkovit i vrlo specifican enzim. Superoksidni anionski radikal Cesti je meduprodukt
stani¢nog disanja, a superoksid dismutaza ga pretvara u kisik i vodikov peroksid koji se dalje
uz pomo¢ katalaze ili glutation peroksidaze prevodi u vodu. IstraZivanje je temeljeno na
reakciji spajanja 2,4-klorfenola (2,4-DCP) i 4-amino antipirina uz prisutnost vodikovog
peroksida, pri ¢emu nastaje voda. Reakcija je katalizirana kompleksom metala i Schiffove
baze, salicilidien-2-amino-4-feniltiazola (SAPTS) koji je sluzio kao mimeticki enzim.
Usporedivana je aktivnost tog enzima mijenjanjem metala koji je u kompleksu sa navedenom
Schiffovom bazom te su dosli do zaklju¢ka da najveéu aktivnost ima kompleks Cu(ll)-
(SAPTS),. Takoder, mjerili su aktivnost enzima inkluziranog u [B-ciklodekstrin umreZeni

polimer (B-CDP) te je pokazano da na taj nacin enzim ima jos bolju aktivnost 1 selektivnost.
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Slika 2. Spektrofotometrijsko odredivanje koeficijenta brzine reakcije enzima superoksid

dismutaze.®

Kuljanin i sur.b su prilikom svojih istrazivanja nad alendronatom, lijekom koji

SC

koristi za lijeCenje bolesti kostiju odredili stehiometrijski broj i uvjetnu konstantu vezanja

alendronata i zeljeza (IIT) u kiseloj vodenoj otopini.
10

0.8

0.2

n 1 i 1 i
4 6
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Slika 3. Spektrofotometrijsko odredivanje stehiometrijskog omjera.®

Matija Modrusan Zavrini

rad



§2. Odredivanje termodinamickih i kinetickih reakcijskih veli¢ina u otopini iz eksperimentalnih
podataka 12

Iz dobivenih podataka metodom kontinuirane varijacije i metodom molarnih omjera odreden
je stehiometrijski omjer kompleksiranja Zeljeza(lll) i alendronata koji je iznosio iznosi 1:1

(slika 3). Kao vrijednost uvjetne konstante vezanja dobili su vrijednost od log K' =4,50.

2.2. Potenciometrija

Potenciometrija je elektroanaliticka metoda kojom se mjeri razlika potencijala izmedu
elektroda elektrokemijske ¢elije uz ravnotezne uvjete. Kada je struja koja prolazi kroz celiju
vrlo mala, odnosno kada su reakcije na elektrodama elektrokemijski reverzibilne,
potenciometrijom se mogu odrediti vrlo vazne termodinamicki parametri procesa poput
reakcijske Gibbsove energije, konstante ravnoteze, koncentracije sudionika reakcije i
prosje¢ni koeficijenti aktiviteta.” Metoda se temelji na izvodenju titracije unutar galvanskog

¢lanka:

referentna elektroda || titracijska posuda | indikatorska elektroda. (33)

Elektromotivnost E, ¢lanka (33) dana je jednadzbom:

E =E —Eer+E (34)

pri ¢emu je E; potencijal indikatorske elektrode, Erer potencijal referentne elektrode, a E;
difuzijski potencijal. U slucaju da je difuzijski potencijal stalan gornja jednadzba moze Se

napisati u obliku:

E =E —E, (35)
gdje je Ey = Erer — Ej. Elektromotivnost ¢lanka opisana je jednadZzbom sli¢cnom Nernstovoj:

. RT
E=E0+a§lnaM (36)

gdje je Ey = Ey + E, a a predstavlja odstupanje od teorijske (Nernstove) jednadzbe. Uvede li

se izraz za relativni aktivitet u tu jednadzbu dobiva se:
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E=E,+ RTI ymlM] =E) + RTl + RTl [M] 37
_Oaan co _Oaan)/M O(ZFn co ) (37)

Dodatkom dovoljnog suviska inertnog elektrolita u reakcijsku posudu ne dolazi do promjene

ionske jakosti tijekom eksperimenta, pri ¢emu se izraz (37) moze pisati:

E =+ ot (M) _ gy oBT10, 0 (M) - i 38
—oaanco—oazFOgco—OSp (38)
u kojem je p[M] = —log([M]/c®). Vrijednosti Eo i s odreduju se kalibracijom pri ionskoj
jakosti jednakoj onoj koja se koristi prilikom titracije. Koncentracija slobodne vrste M moze

se izvesti iz jednadzbe (38):

[M] = c° 10(Ea' =E)/s — -0 19E)/s. (39)

Uvrstavanjem izraza (13) i (39) u (15) dobiva se:

cp — 104E/s 0

K. =
© (cL— cm + 10AE/s ¢0) 104E/s 0

(40)

iz Cega slijedi:

- (CL —cyt ch) K.+ \[(CL —cy t+ Kic)z K. + 4cyK, (41)

1OAE/S —
2K, - c°

Rezultat je jednadzba s pomocu koje se, kao 1 u slucaju spektrofotometrije, moze
jednostavnom nelinearnom regresijom odrediti vrijednost konstante stabilnosti (slika 4).
Treba napomenuti da se u opisanom postupku ne uzimaju u obzir razliCite pouzdanosti
pojedinih mjerenja (npr. vrijednosti elektromotivnosti izmjerene blizu toc¢ke ekvivalencije
znatno su manje pouzdane od ostalih). Stoga je poZeljno provesti racun ujednacenja

varijancije (tzv. statisticko vaganje).
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7.2

p[Na] | s
6.6 - //

6.0 - L

5.4 1

S

4.2 1 /r4/4

0.0 0.4 0.8 1.2 1.6 2.0
n(L) / n(Na")

Slika 4. Potenciometrijsko odredivanje konstante ravnoteze.*

Za potenciometrijsko odredivanje koeficijenta brzine reakcije prvog reda iz jednadzbi

(28) i (39) dobiva se ovisnost mjerenog svojstva o0 vremenu:

ca(t) = c®10@B/s = ¢ - ekt (42)
odnosno:
Cao _
10(AE)/S — % ‘e kt (43)

Nelinearnom regresijom jednadzbe (43) moze se do¢i do vrijednosti koeficijenta brzine
reakcije.

U danasnje vrijeme postoje razli¢ite vrste indikatorskih elektroda te je
potenciometrijskom titracijom moguce odrediti koncentraciju gotovo svakog elementa u
otopini. Gali¢ i sur.® proucavali su kompleksiranje alkalijskih metala i Eu(Il) sa dvama
triptofanskim derivatima kaliks[4]arena pomoc¢u spektrofotometrije, spektrofluorimetrije,

konduktometrije i potenciometrije. 1z potenciometrijskih mjerenja uz Kkoristenje natrij-
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selektivne elektrode odredili su konstante stabilnosti kompleksa kaliksarenskih derivata s Na*
ionom (slike 5 a i b). Ostalim metodama opaZeno je da uz natrijev kation ligandi tvore
stabilne komplekse i s litijevim kationom dok je afinitet tih derivata prema ionu kalija bio
manji u odnosu na litijev i natrijev ion. Vec¢i kation Rb* tvori komplekse samo s jednim

derivatom, dok kompleksi s cezijevim kationom nisu opazeni.

a) 80 - b
@ ®) 70
754
7.0 4 651
6.5 4 60 4
g‘ 6.0 5 i 55
" 55 =
5.0
504
45 4.5+
4.0 404
35 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
00 02?2 04 06 08 10 12 14 00 02 04 06 08 10 12 14 16 1.8

n(1)/n(Na*) n{2)/n(Na*)

Slika 5. Potenciometrijsko odredivanje konstante vezanja natrija sa dvama derivatima

kaliks[4]arena.®

Karimi i sur.® koristili su potenciometriju pri istodobnom odredivanju Zr(IV) i Fe(III)
iona u smjesi uz pomo¢ PLS regresije i HPSAM-a (H-point standard addition method).
Metoda je temeljena na razlici koeficijenata brzine reakcije kompleksiranja Zr(IV) i Fe(lll)

iona sa fluoridnim ionima (slika 6). Reakcija je pracena selektivnom fluoridnom elektrodom.

E/mY

E/mV

0 100 t/ < 200

Slika 6. Potenciometrijsko pra¢enje reakcije fluoridnih iona sa a) 10,0 ug Fe(l11), b) 10,0 ug
Zr(1V), ¢) smjesom jednog i drugog.®

Matija Modrusan Zavr$ni rad



§2. Odredivanje termodinamickih i kinetickih reakcijskih veli¢ina u otopini iz eksperimentalnih
podataka 16

2.3. Konduktometrija

Brzina prijenosa elektricnog naboja kroz materiju naziva se elektricna vodljivost i oznacava
se simbolom G. Elektroanaliticka metoda u kojoj se mjeri elektri¢na vodljivost zove se
konduktometrija. Za razliku od ostalih elektroanalitickih metoda, konduktometrija nije
selektivna, odnosno ne moze odrediti koli¢inu jedne vrste iona ako otopina sadrzava vise

vrsta.” Elektri¢na vodljivost dana je izrazom:

(44)

= A
_Kl

gdje je k elektri¢na provodnost otopine, a A povrsina presjeka otopine kroz koji se odvija tok
struje, a | razmak izmedu elektroda ¢celije. Omjer A/l daje konstantu celije, Keen. Za dovoljno
razrijedenu otopinu elektricna provodnost povezana je sa koncentracijom elektrolita prema

jednadzbi:
K = Z Aici (45)
i

gdje je 4; molarna provodnost elektrolita, a ci je koncentracija elektrolita. Ako se u otopini

nalazi potpuno disocirana vrsta MX i nenabijeni ligand moze se za ukupnu provodnost pisati:

Kako X ne sudjeluje u reakciji, ravnotezna koncentracije te vrste jednaka je:
[X] = [M] + [ML] = ¢y (47)

Uvrstavanjem realnog rjeSenja izraza (15) u (46) te pomocu jednadzbe (47) dobiva se izraz:
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1 142
CL+CM+K—C—\/(CL+CM+FC) —4ciem (48)

2

k= cm(Ax + Am) — (Ay — Am)

Nelinearnom regresijskom analizom ove jednadzbe moze se odrediti konstanta
ravnoteze kompleksiranja nabijene vrste M nenabijenim ligandom L. Valja napomenuti da se
kod konduktometrijskih mjerenja ionska jakost ne odrzava stalnom dodatkom inertnog
elektrolita jer i on sam vodi struju, a moguca je i pojava ionske asocijacije pri vecim
koncentracijama elektrolita.

Odredivanje kinetickih parametara reakcije moguce je provesti 1 pomocu
konduktometrijskih mjerenja. Promatraju¢i brzinu reakcije prvog reda u kojoj iz reaktanta A
nastaje produkt B u molarnom omjeru 1:1, te uz pretpostavku da obje vrste provode elektri¢nu

struju, moze se do¢i do izraza za ukupnu koncentraciju elektrolita u sustavu:

Cel. = Ca(t) + cg(t) = coa (49)

gdje su ca(t) i ce(t) koncentracije vrsta A i B u odredenom trenutku, a Co(A) je pocetna

koncentracije reaktanta A. Provodnost tog sustava je:

K = AACA(t) + ABCB(t) (50)

Uvrstavanjem jednadzbe (28) u izraz (50) te koristenjem izraza (49) dobiva se jednadzba:

Kk = Agcoa + (Ap — Ap)coae ™ (51)

iz koje se nelinearnom regresijom dolazi do koeficijenta brzine reakcije.

Chen i sur.®® proucavali su reakcije kompleksiranja dvovalentnih kationa Ca®*, Ni?*,
Zn?*, Ph?*, Mg?*, Co?", Cu?* sa makrociklié¢nim eterima 15-kruna5, 18-kruna-6, dicikloheksil-
18-kruna-6, dibenzo-24-kruna-8 u metanolu. Konduktometrijskim mjerenjima (slika 7)
odredili su da se za komplekse stehiometrijskog omjera 1:1 log K kre¢e izmedu 2,1-4,2 za
navedene katione $to je manje od log K alkalijskih kationa koji se kre¢u izmedu 4,3-6,2 §to se

moze pripisati tome da su dvovalentni kationi bolje solvatirani nego jednovalentni.
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Slika 7. Konduktometrijsko odredivanje konstante vezanja.'°

Konduktometrijsko odredivanje koeficijenta reakcije proveli su Kechadi i sur.** Oni su
odredivali  koeficijent  brzine  enzimske  reakcije  defosforilacije  sloZenog
superparamagneticnog kompleksa fosfataze pri ¢emu su kao supstrate koristili adenozin
monoesterfosfat, adenozin difosfat i adenozin trifosfat. Izmjerene vrijednosti koeficijenta
brzine reakcije kreéu se od 39-31 s? pri ¢emu adenozin trifostat ima najveéi, a adenozin
monoesterfosfat najmanji koeficijent (slika 8) sto je pokazatelj steriCkog utjecaja na Kinetiku

enzimske reakcije.
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Slika 8. Konduktometrijsko odredivanje koeficijenta brzine reakcije.*

2.4. lzotermna titracijska kalorimetrija (ITC)

Izotermna titracijska kalorimetrija'? je eksperimentalna metoda kojom se mijeri promjena
entalpije prilikom nakon dodatka otopine titransa u titrand pri konstantnoj temperaturi.
Toplina koja se oslobada dodatkom titransa nije jednaka toplini oslobodenoj prilikom vezanja
dviju tvari, vec¢ se ona sastoji i od topline razrjedenja te od ostalih nespecifi¢nih efekata koji
se odreduju dodatkom titransa u otopinu Cistog otapala u kojem je bio otopljen titrand.
Mjerenje topline omogucuje odredivanje vrlo vaznih termodinamickih parametara poput
standardne konstante vezanja, standardne reakcijske Gibbsove energije, standardne reakcijske
entalpije, te standardne reakcijske entropije. Uredaj za izotermnu titracijsku kalorimetriju u
dvojnoj izvedbi sastoji se od dvije celije, referentne i reakcijske. U referentnoj celiji nalazi se
otapalo sa svim reaktantima dok se u reakcijskoj nalazi otopina titranda u koju se dodaju
alikvoti titransa u odredenim vremenskim razmacima. Shema jednog takvog uredaja

prikazana je na slici 9.
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Slika 9. Shematski prikaz uredaja za izotermnu titracijsku kalorimetriju.'?

Na slici 10 prikazani su rezultati dobiveni izotermnom titracijskom kalorimetrijom. PovrSina

svakog signala odgovara toplini oslobodenoj prilikom dodatka titransa.
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Slika 10. Rezultati mjerenja izotermnom titracijskom kalorimetrijom.*2
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Toplina izmjerena prilikom jednog dodatka titransa direktno je povezana s promjenom dosega

reakcije i reakcijskom entalpijom:

qp = AS - AH (52)

U slucaju nastajanja kompleksa ML:

M+ L =ML

promjena dosega moze se izraziti pomocu koncentracije nastalog kompleksa te se dobiva

jednadzba:

ap = A - AH = ([ML]; — [ML];) -V - A H (53)

gdje je [ML]; ravnotezna koncentracija kompleka prije dodatka titransa, [ML], ravnotezna
koncentracija kompleksa nakon dodatka titransa, a V je volumen sustava.

Ako se u jednadzbu (15) uvrste analiticke koncentracije reaktanata prije dodatka
titransa (cm1 1 CL1) te analiticke koncentracije reaktanata nakon dodatka titransa (Cm2 I CL2)
mogu se dobiti izrazi za ravnoteznu koncentraciju kompleksa ML prije i nakon reakcije.

Uvrstavanjem tih izraza u jednadzbu (53) dobiva se jednadzba:

CLz —CL1+ Cvmz — Cva — (c + ¢ +l)2—4c cz t (c + ¢ +i)2—4c [
L2~ CL1 T Cm2 — Cm1 L2+ vz ¥ g M2CL2 L1t o ¥ g M1CL1
AH %

qp = Br 2

\ J

iz koje se pomocu nelinearne regresije moze do¢i do reakcijske entalpije 1 koncentracijske

(54)

konstante ravnoteze.
U izotermnoj titracijskoj kalorimetriji mjeri se toplinska snaga reakcije u vremenu
koja je sa oslobodenom energijom u reakciji povezana preko izraza:
_aw_ _da (55)
dt dt
gdje je W rad izvrSen u toj reakciji koji je u izotermnom (AU) procesu po apsolutnoj

vrijednosti jednak termickoj energiji, odnosno toplini q oslobodenoj u tom procesu dok je t
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vrijeme reakcije. Ukoliko se titracija provodi u uvjetima konstantnog tlaka, tada je toplina

jednaka promjeni entalpije. Toplinska snaga moze se dovesti u vezu s koncentracijom

produkta:

df  AH-d§  AH-dn  AH-dc
dt dt =~ wvg-dt  V-vg-dt

(56)

gdje je AH reakcijska entalpija, ve stehiometrijski broj produkta, a V volumen sustava.

Uvrstavanjem jednadzbi (5) i (6) u tu jednadzbu dobiva se izraz:

AH
P =——"key(t) (57)

Koristenjem izraza (29) dobiva se ovisnost toplinske snage kemijske reakcije o vremenu:

AH
P = —rT . kCA’()(l - e"kt) (58)

iz kojeg se, uz koristenje nelinearne regresije, moze do¢i do konstante brzine reakcije k.
Andujar-Sanchez i sur.!® pratili su dimerizaciju fluorescentnog spoja, 8-anilino-1-

naftalensulfonske kiseline (ANS) koriste¢i izotermnu titracijsku kalorimetriju (slike 11 a i b).

Eksperiment je proveden pri razli¢itim pH vrijednostima kako bi se odredila ovisnost

konstante dimerizacije o pH otopine.

t/'s
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Slika 11. Kalorimetrijsko praéenje dimerizacije 8-anilin-1-naftalensulfonske kiseline.!3
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Eksperiment je pokazao da pK dimerizacije dvaju ANS u obliku zwitter-iona iznosi oko 5,6,
Sto je vrlo malo. Nadalje, pokazalo se da je konstanta dimerizacije jako ovisna o pH otopini te
da iznad pH 7 ne dolazi do dimerizacije. Iz ovih podataka znanstvenici su jo§ odredili i
promjenu entalpije, entropije i Gibbsove energije za navedenu reakciju te isto tako ovisnost
promjene entalpije o temperaturi pri pH vrijednosti od 3i 5.

Luo i sur.* koristili su izotermnu titracijsku kalorimetriju u prouc¢avanju kinetike
pepsina. Kao supstrat koristili su albumin iz govedeg seruma te su proveli dvije vrste titracija.
Iz titracija u kojima je titrans dodavan kontinuirano uz pomo¢ single injection metode odredili
su prividnu promjenu entalpije (slika 12 a), dok su iz metode visestrukog dodatka titransa
dobili koeficijente brzine reakcije pri razli¢itim koncentracijama supstrata (slika 12 b).
Istrazivanje je pokazalo da pri nizim pH vrijednostima otopine brzina reakcije katalizirane
pepsinom je veca, a afinitet prema supstratu manji. Nadalje, pri istoj pH vrijednosti aktivnost

| afinitet pepsina smanjuju se povecanjem ionske jakosti.

43 a) b)
NI
3 3
5 ) - a
-
0 200 400 600 800 1000 1200 50 100 150 200 250 300 350
t/s t/s

Slika 12. Odredivanje kinetike pepsina izotermnom titracijskom kalorimetrijom. a) single

injection method b) multiple injection method.**
2.5. Cirkularni dikroizam

Cirkularni dikroizam® je pojava kiralnih objekata da razlidito apsorbiraju lijevu i desnu
kruznu polariziranu svjetlost. Spektroskopija cirkularnog dikroizma je Kiralna varijanta
atomske spektroskopije i mjerenja indeksa refrakcije. Za razliku od atomske spektroskopije

cirkularni dikroizam koristi polariziranu svjetlost kako bi odredio kiralnost neke molekule.
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Najcesce se koristi kako bi se dobile informacije o strukturi, te kinetickim i termodinamickim
svojstvima makromolekula kao §to su primjerice proteini.
Spektroskopija cirkularnog dikroizma temelji se na mjerenju razlike apsorbancije

lijeve i desne kruzno polarizirane svjetlosti:

AA = Arcp — Arcp (59)

gdje je ALce apsorbancija lijeve kruzno polarizirane svjetlosti, a Arcp apsorbancija desne
kruzno polarizirane svjetlosti. Uvodenjem jednadzbe (8) u jednadzbu (59) i pretpostavkom da
su u uzorku spektralno aktivne vrste L i ML dobiva se odnos promjene apsorbancije i

koncentracije te vrste:

DA = (ercpr — €repr) - [L] - 1+ (encpmr — ercpmr) - [ML] - 1 = Aeg [L]I + Aeyy, [ML]1 (60)

AA
Aa = - = Agy [L] + Aeyp[ML] = Agpcr, — (Agy, — Aeyp) [ML] (61)

gdje su AeL i Aemo razlika molarnih apsorpcijskih koeficijenata prilikom apsorpcije lijeve
odnosno desne kruzno polarizirane svjetlosti za vrstu L odnosno ML.
Analognim provodenjem izvoda kao u slucaju spektrofotometrijskih titracija dobiva se

izraz ovisnosti Aa 0 ¢, 0dnosno Cwu;:

c

1 1\?
CL+CM+F_\/(CL+CM+K_C) _4‘CLCM (62)

Aa = ASLCL - (ASL - ASML) )

iz kojeg se nelinearnom regresijom moze dobiti konstanta ravnoteze i razlika molarnih
apsorpcijskih koeficijenata prilikom apsorpcije lijeve odnosno desne kruzno polarizirane
svjetlosti vrste L odnosno ML.

Kod odredivanja koeficijenta brzine reakcije prvog reda, uzimajuéi u obzir da i
reaktant A i produkt B apsorbiraju zracenje ukupna promjena apsorbancije lijeve i desne

kruzno polarizirane svjetlosti u nekom trenutku reakcije jednaka je:

AA
Aa = 7= Aepca(t) + Aegeg(t) = Aeacao — (Aep — Aeg)cp(t) (63)
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odnosno uz uvrstavanje izraza (29):

Aa = AEACA,O - (ASA - AgB)CA,O(l - e_kt) (64)

Pomocu nelinearne regresije uz koristenje ovog izraza moguce je dobiti koeficijent brzine
reakcije kao i razlike apsorpcijskih koeficijenata lijeve i desne kruzno polarizirane svjetlosti
reaktanta A i produkta B.

Morgan i sur.'® proucavali su vezanje nonamernih peptida na K¢ protein koji spada u
skupinu velikih kompleksa histokampatibilnosti klase 1 (MHC). Ti proteini vezu fragmente
peptida iz degradiranih proteina i prezentiraju ih T stanicama imunosnog sustava.
Znanstvenici su Kkoristili cirkularni dikroizam prilikom odredivanja konstante disocijacije, Kp
nonamernih peptida sa K¢ te su pokazali da termalna stabilnost kompleksa K%peptid direktno
ovisi o konstanti disocijacije (slika 13). Iz dobivenih rezultata izveli su izraz kojim povezuju

konstantu disocijacije sa temperaturom termalne denaturacije, Tm.
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Slika 13. Odredivanje konstante disocijacije nonamernih peptida sa K¢ proteina koristenjem

cirkularnog dikroizma.t®

Volini i Tobias’ odredivali su koeficijent brzine reakcije deacilacije trimetilacetil
kimotripsina koriStenjem metode cirkularnog dikroizma (slika 14). Promjene u apsorpciji

polariziranog svjetla prilikom ove enzimske reakcije mogu biti posljedica promjene
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konformacije proteina prilikom vezanja i otpuStanja supstrata ili pomicanja tirozinskog,
triptofanskog 1/ili cistidinskog bo¢nog ogranka koji se nalaze u aktivhom mjestu enzima. 1z

dobivenih podataka izradunat je koeficijent brzine reakcije koji iznosi 4,9x10* s,

2. ‘;‘ — J
- ..:__I_"i--__\__‘__\- |
= —
| —
a .
D T
ERR -
‘—10 * --"--\..
1 1 1 | 1 I
0 ] 12 18 24 30 36
t/h

Slika 14. Rezultati dobiveni mjerenjem cirkularnog dikroizma enzima trimetilacetil

kimotripsina prilikom enzimske reakcije deacetilacije.’

2.6. NMR spektroskopija

Spektrometar za nuklearnu magnetsku rezonanciju (NMR) sastoji se od magneta, radio-
frekventnog (rf) odasiljaca ili oscilatora i rf detektora. Kada se uzorak sastavljen od atoma ¢ija
jezgra ima odredeni nuklearni magnetski spin stavi u magnet i izlozi rf polju oscilatora, dolazi
do apsorpcije energije kod odredenih kombinacija frekvencije oscilatora i jakosti magnetskog
polja, a detektor prima taj rf signal.*® Na taj se na¢in, NMR titracijom mogu dobiti ne samo
kvantitativne informacije, ve¢ 1 informacije o tome kako molekula ,,domacina“ 1 ,,gosta*
medudjeluju te se moze do¢i i do stehiometrije nastalog kompleksa.!® Naj¢esée se koristi 1H
NMR koji daje informacije o kemijskim pomacima protona, no postoje i druge vrste NMR
spektroskopije kojima je moguée mijeriti kemijske pomake drugih atoma kao $to su !B, 3C,

®N. Tijekom NMR titracije uslijed nastanka kompleksa mijenjaju se kemijski pomaci nekih
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protona u vrstama koje tvore kompleks $to nazivamo kemijskom izmjenom. Razlikujemo

sporu, srednje brzu te brzu izmjenu (slika 15).%°

Srednje

Kemijski

pomak ke < Aw

kew > Aw

WEREEEUO L < ARy | key ~ ARy | kup > AR

opustanje

Skalarno kop < AJ kew ~ AJ keyw > AJ

sprezanje

Slika 15. Podjela kemijske izmjene.?

Do spore izmjene dolazi kada je brzina reakcije konformacijske promjene ili nastajanja
kompleksa manja od pulsnog slijeda NMR eksperimenta. Tada je kroz cijeli eksperiment
molekula u stanju A ili stanju B pa su dva maksimuma vrlo jasno odvojena (slika 16 a). Kako
se brzina reakcije povecava tako se ona zbiva unutar pulsnog slijeda. Rezultat toga je da se
maksimumi pocnu priblizavati, postaju nizi te Siri (Slika 16 b). Kada je reakcija vrlo brza
molekule ¢e tokom pulsnog slijeda pola vremena biti u stanju A, a pola vremena u stanju B
§to ¢e rezultirati samo jednim oStrim, visokim maksimumom na prosjecnom kemijskom
pomaku izmedu stanja A i B (slika 16 c). Prikaz oblika NMR signala kod kineti¢kih mjerenja

u ovisnosti o vrijednosti konstante brzine reakcije dan je na slici 17.

(@) Spora izmjena (b)  Srednje brza (c) Brzaizmjena
izmjena

E A A s
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T
- | | | | | |
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Slika 16. NMR spektar razli¢itih kemijskih izmjena pri mjerenju konstante vezanja.?!

Slika 17. NMR spektar razli¢itih kemijskih izmjena kod kineti¢kih mjerenja.?

Za kemijske pomake protona prilikom titracije vrijedi matri¢na jednadzba:

]Obs'lz(Hl) ]obs,n:(Hl) = [](Hl:_ L) ](Hl _ ML) . [ xeq.l(H - L) xeq.n(H - L) (65)
Jomst (M) Jopsn ()| U(Hn—1) 70, —ML)| [Fear(H=ML) oo xeqn (H = ML)
odnosno:
]obs =J-X (66)

gdje je Jobs skup kemijskih pomaka protona za jedno mjerenje, J je skup kemijskih pomaka
protona u ligandu i kompleksu za pojedinu vrstu protona, a u stupcima matrice X nalaze se
ravnotezni mnozinski udijeli vrsta L 1 ML za pojedino mjerenje.

Ako matrica Jops sadrzi viSe vrsta protona, moguce je iterativnim postupkom
izraCunati vrijednost konstante ravnoteze i kemijske pomake protona u vrstama M i ML. Prvo
se pretpostavi neka vrijednost konstante ravnoteze K iz koje se, uz poznate pocetne
koncentracije reaktanata, ra¢una matrica X. Mnozenjem matrice Jobs deSnom pseudoinverzom

matrice X dobivamo matricu molarnih kemijskih pomaka J':

Uob)XT(XXT) ™t =] (67)
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Mnozenjem te matrice sa matricom ravnoteznih mnozinskih udjela, X dobiva se nova matrica

pomaka Jobs:

Jobs=J X (68)

Zatim se ra¢una suma kvadrata odstupanja J'ops 0d Jobs:

SS = Z Z (];bs,ij - ]obs,ij)2 (69)
j

i

Postupak uto¢njavanja konstante ravnoteze svodi se na variranje vrijednosti konstante sve dok
suma kvadrata odstupanja SS ne postigne minimalnu vrijednost odnosno dok se ne zadovolji
zadani kriterij konvergencije.

Kineticka obrada podataka NMR spektroskopije ne razlikuje se mnogo od one kod
spektrofotometrije. Mjerenjem kemijskih pomaka u odredenim vremenskim intervalima od
pocetka reakcije dobiva se matrica trenutnih kemijskih pomaka Joss jednaka onoj u izrazu (65)

te se dobiva jednadzba:

]obs,1s(H1) ]obs,ns(H1) _ [](ng_ L JH,; _ ML) . [ x(H=L) - x,(H=L) (70)
Jobsi () Japsn(Hm) | U(Hn —1) J(Hp —mip] P =MLY o (H = ML)
odnosno u matricnom zapisu:
Jobs =J X (71)

gdje je X sada matrica trenutnih mnozinskih udjela. Identi¢nim iterativnim postupkom
opisanim kod racunanja konstante ravnoteze pomocu NMR spektroskopije moze se doci do
koeficijenta brzine reakcije, k.

Ciftja i sur.? koristili su *C NMR za proucavanje otopine 2-amino-2-metilpropan-1-
ola (AMP) sa razli¢itom koli¢inom CO; pri 25 °C (slika 18). Iz dobivenih rezultata zakljuéili
su da glavne vrste koje nastaju u sustavu jesu: AMP/AMPH*, AMPCO, i HCO3/CO?.
Promjenom kemijskog pomaka ugljika dodatkom CO; izracunali su molarne udjele AMP,
HCOz3 i COz iz kojih su dobili konstantu ravnoteze od 0,47 pri 25 °C.
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Slika 18. Rezultati 3C NMR titracije 2-amino-2-metilpropan-1-ola ugljikovim dioksidom pri

razli¢itim molarnim udjelima CO2.%?

Broeders i sur.?® proucavali su hidrolizu odredenih cis-nukleozid 3'5' cikloaril
[*®O]monofosfata te njihovih neobiljezenih analoga u luznatoj otopini. Koristeéi P NMR
detektirali su tri vrste koje nastalu kao produkti reakcije (slika 19) te su odredili njihovu

stereokemiju. Osim stereokemije, iz 3P NMR rezultata dosli su do zaklju¢ka da su reakcije

drugog reda te su iz podataka izracunali koeficijente brzina hidroliza.

3',5%-eyelic

3’ 3a

Slika 19. 3P NMR hidroliza cis-nukleozid 3',5' cikloaril [*®O]monofosfata. Slike od 1 do 5
prikazuju razli¢ite vremenske periode reakcije nakon 5, 10, 18, 27, 60 minuta od pocetka

reakcije.?®
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