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IR-spektroskopija jedna je od najprikladnijih tehnika za odredivanje konstanti stabilnosti kom-
pleksa vezanih vodikovom vezom, K.. Medutim, koliko je osjetljiva na detekciju novonastalih
specija, toliko je podlozna i pogreskama koje se javljaju u pojedinim koracima istrazivanja. Svrha
ovog rada, edukativne prirode, opis je metodologije koja se primjenjuje u karakterizaciji vodiko-
vih veza kao i naglasavanje svih izvora nesigurnosti koje utjecu na eksperimentalno odredenu K_..
Uz to, spomenuti su i prodiskutirani pojedini programi vezani za multivarijantnu analizu dobive-

nih spektara.

Klju¢ne rijeci: Vodikova veza, IR-spektroskopija, koncentracijska ravnotezna konstanta reakcije

vezanja, Lambert-Beerov zakon

Uvod

Istrazivanje fenomena poput molekulskog prepoznavanja
ili samoudruzivanja molekula u otopini i cvrstom stanju
vodenih primarno vodikovim vezama (HB) nezamislivo je
bez njihove temeljite fizikalno-kemijske karakterizacije."
Termodinamicka velic¢ina kojom se najcesce opisuje veza-
nje HB-donora A i HB-akceptora B je standardna ravno-
tezna konstanta reakcije vezanja, K*, odnosno K, kao jedna
od njezinih aproksimacija.? U istrazivanju HB-a IR-spek-
troskopija se ve¢ desetljecima neprestano i iznova dokazuje
kao najosjetljivija i najucinkovitija tehnika’# jer se nastali
HB-kompleks, C, vrlo lako registrira i pripadaju¢a mu vrpca
s vecom ili manjom lako¢om analizira. Cilj je ovog rada, pri-
marno poucne prirode, izloziti ¢itatelju proceduru odredi-
vanja K, iz IR-spektara pri kompleksiranju u najjednostavni-
joj stehiometriji, N(A) : N(B) = 1 : 1, kao i svih izvora
pogresaka’ koje su prisutne u pojedinim fazama takve ek-
sperimentalne studije.

Kompleksiranje HB-donora A i HB-akceptora B u inertnom
otapalu

A+B = C (M)

najCesce se istrazuje metodom visokog razrjedenja.6 Os-
novna obiljezja spomenute metode su: i) medusoban
odnos pocetnih (analitickih) koncentracija reaktanata je
co(A) << ¢y(B) te ii) reaktanti su zastupljeni u vrlo malom
udjelu u odnosu na inertno otapalo sto je aproksimacija
idealnih uvjeta u kojima je jedina dominantna interakcija
ona koja vodi do stvaranja kompleksa C= A-B neposredno
preko H-atoma.®™ Koncentracijska ravnotezna konstanta
reakcije vezanja (1)

* Dr. sc. Danijela Vojta, e-posta: dvojta@irb.hr

* Interakcije pojedine komponente smjese i otapala smatraju se zanemari-
vima u odnosu na navedenu HB, a eventualna samoasocijacija HB-donora
(A-A) je, zbog pazljivo odabrane koncentracije HB-donora, svedena na
minimum

[c]
“ Al @

moze se iskazati u terminu ravnotezne koncentracije slo-
bodnog oscilatora, [A], (3), te ravnotezne koncentracije
kompleksa, [C], (4):

‘ [A](coB) —co(A))+ [A]2

C
K, = ] (4)
Co(A) ¢oB) = [C](co(A) + ¢, B))+[CT

Ravnotezne koncentracije slobodnog HB-donora, [A], i
kompleksa [C] mogu se odrediti iz apsorbancija vrpci slo-
bodnog te vezanog oscilatora A-H primjenom Lambert-
-Beerova zakona.” Ukupna koncentracija komponente A u
smjesi postaje

gdje je A apsorbancija, d duljina puta, s € su oznaceni mo-
larni apsorpcijski koeficijenti vrpci komponenti A i C
odredeni u maksimumu apsorpcije, a indeksi f i b odnose
na slobodne i vezane oscilatore A-H. Pretpostavimo radi
jednostavnosti da su vrpce slobodnog i vezanog oscilatora
potpuno odvojene i da se ne prekrivaju niti medusobno niti
s drugim vrpcama. Za odredivanje K. pomocu jedn. (3), po-
trebne su dvije veli¢ine: i) A;izmjerena u ternarnom sustavu
(A 4+ B u inertnom otapalu) te ii) molarni apsorpcijski ko-
eficijent slobodnog oscilatora ¢;, koji je moguce odrediti
samo koncentracijskom studijom komponente A u Cistom
otapalu pri danoj (uglavnom sobnoj) temperaturi. Tako do-
bivena K,
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A
A)— T
K. = o de; (6)
‘ Af Af
— B)—c,(A)+——
def (CO( ) CO( )+d8fj

iako egzaktno odredena, zahtijeva nuzno provodenje dva
eksperimenta. Buduci da se K. moze odrediti i iz apsorban-
cije vrpce vezanog oscilatora, Ay, uvrstavanjem drugog ¢la-
na iz jedn. (5) u jedn. (4) dolazi se do relacije

A 1 1
Fb =g, E{(CO(A)+CO(B)+K—]i

C

1Y (7)
* [CO(A)+CO(B)+K—j -4 ¢y(A) cy(B)

C

pa se K. i &, mogu odrediti simultano nelinearnom regresi-
H +
jom.?

Za rjeSavanje (6) i (7) potrebno je odrediti duljinu svjetlos-
nog puta Celije, d, to je izvedivo na dva nacina: i) primje-
nom sekundarnih standarda sukladno Bertijevoj procedu
ri'" te ii) brojanjem interferencijskih pruga.'? Prvi nacin pro-
pisuje snimanje spektra jednog od cetiriju sekundarnih
standarda: benzena (C,Hy), toluena (C,H;), klorbenzena
(CeHsCl) ili diklormetana (CH,Cl,) te obradu snimljenih
spektara programom irytrue kao dijelom paketa ytir. Za
odredivanje d analiziraju se razlicite vrpce sekundarnih
standarda, ovisno o nominalnoj debljini ¢elije. Drugi nacin
sastoji se od odabira spektralnog podrucja u kojem su inter-
ferencijske pruge jasno vidljive i prebrojive, sto kod pojedi-
nih Celija moze predstavljati ogranicenje. Primjerice, kod
celija debljine 0,5 cm i debljih, interferencijske pruge se
uopce ne vide, a kod ¢elija tanjih od 50 um broj interferen-
cijskih pruga je tako mali da d nije moguce odrediti sa sigur-
noséu.**

Sama izvedba eksperimenta, pocevsi od priredivanja otopi-
na, snimanja te obrade i analize spektara svakako je vazan
¢imbenik koji doprinosi pogresci u K.. Medutim, i uz bes-
prijekorno proveden eksperiment, Addmek i Ksandr'3'4 po-
kazali su da se odabirom prikladnih eksperimentalnih uvje-
ta uvijek prisutna pogreska u K. moze smanijiti i to dvojako:
i) ako se, uz pretpostavljenu K., primjenjuju odgovarajuce
pocetne koncentracije reaktanata® te ii) ako je [C] dobive-
na iz apsorbancije vrpce koja se nalazi u odredenom raspo-
nu vrijednosti.™

Bududi da je K., prema (4), funkcija c,(A), co(B) te [C], po-
greska u pojedinoj navedenoj velicini utjece i na pogresku u
K.. Analiticke se koncentracije reaktanata u otopini eksperi-
mentalno lako reguliraju i mogu se prirediti s visokom
tocnos¢u pa je pogreska u K. vecinom uvjetovana po-
greskom u [C]

O'KC z6'0'[(:]/ (8)

gdje je 0 odgovarajudi faktor proporcionalnosti cija vrijed-
nost ovisi 0 c,(A), c,(B) te pretpostavljenoj K.

* Svojedobno su se intenzivno primjenjivale Benesi-Hildebrandova”- od-
nosno Scottova'® linearizacija jednadzbe (7) radom u odgovarajué¢im ek-
sperimentalnim uvjetima

** 1z tih se razloga preporucuje primjena programa irytrue koji se moze
primijeniti na gotovo sve upotrijebljene Celije u IR-spektroskopiji.

=————{1+K B A 2
0 CoB)-Co(A) {1+ K (coyB)+cy(A)°} 9)

Za K, procijenjenu na temelju preliminarnih mjerenja ili
mjerenja sli¢nih sustava te ako je c,(A) konstantna, vrijed-
nost c,(B) za koju je & minimalan dobiva se graficki (slika 1).

167 c,A) = 1-10” mol dm”
144 .
- \
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104
8: K. =10 mol" dm’
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B)
lo ol -
8 mol dm”

Slika 1 - Ovisnostd o c,(B) za konstantan c,(A) i procijenjen K.
Fig. 1 - The dependence of 6 c,(B) for constant c,(A) and esti-
mated K.

Tako je za pretpostavljen K., primjerice, reda veli¢ine 10
mol-' dm3 pronadeno da je idealan raspon koncentracija B
komponente 0,01< c,(B) < 1T mol dm= uz fiksiranu koncen-
traciju A komponente od ¢,(A)=1-10- mol dm=."** Spo-
menuti autori svakako nisu jedini koji su tragali za optimal-
nim koncentracijskim rasponom reaktanata radi regulira-
nja pogreske u K.. Conrow i sur.'s te, neovisno o njima,
Rosseinsky i sur.'® proveli su iscrpnu analizu pogreske na
sintetickom skupu podataka koje su cinile odabrani c,(A),
co(B) te K. i &,. Dizajniranjem eksperimenta u kojem je c,(A)
= 0,005 mol dm-3, dok se c,(B) mijenja od 0,01 do 0,1 mol
dm-3, dobili su najmanje pogreske u K. za koju je pretpo-
stavljeno da iznosi 10 mol-* dm3. Istrazujuci posebice slabe
HB, Person'” je ustanovio da je pogreska u K. minimalna
kad je [C] reda velicine kao i c,(A). Koncentracija kom-
pleksa C, kao i bilo koje druge specije, odreduje se iz spek-
tralnih parametara pripadajuce vrpce, pa je pokazano da je

. v A . .
relativna pogreska u apsorbanciji,™ r, =, Majmanja u

rasponu A = 0,5 * 0,2 sto je i prikazano na slici 2.

Uz pogreske koje nehotice i redovito unosi sam eksperi-
mentator postoje i one neovisne o njegovu djelovanju. In-
strumentna se pogreska manifestira dvojako: i) pogreska u
ponovljivosti valnih brojeva te ii) znatno veca pogreska u
ponovljivosti apsorbancije.

Polozaj pojedine vrpce odnosno njezin pomak zbog od-
redenog podrazaja vazan je podatak ne samo u spektralnoj
asignaciji ve¢ i indikator odgovarajucih fenomena i promje-

*+*+Za K. =1 mol™ dm? idealan je koncentracijski raspon B kompo-
nente 1 <c,(B) <10 moldm™, aza K.=0/1 mol™! dm3je 1<c,(B) <10

(
mol dm™ (prema slici 1). 0
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Slika 2 - Preporucen interval apsorbancije analiziranih vrpci

Fig. 2 — Recommended absorbance interval of analysed

bands

na u sustavu. Da bi se pomak smatrao signifikantnim, on
mora biti izvan granica pogreske u ponovljivosti instrumen-
ta u valnim brojevima. Doti¢na pogreska moze se odrediti
usporedbom poloZaja vrpci polistirenskog filma kao stan-
darda snimljenog na odgovarajuéem instrumentu s po-
lozajima vrpci koje su za njega tabelirane.'® Pogreska u
odredivanju apsorbancije na upotrijebljenom instrumentu
moze se testirati 24-satnim snimanjem spektara zraka pri
¢emu, zbog nelinearnog odziva detektora i apsorpcije H,O
(simetri¢no i antisimetricno istezanje veze O-H izmedu
4000 i 3500 cm™" i svijanje kuta H-O-H izmedu 2000 i
1500 cm) i CO, (antisimetricno svijanje veze C=0 pri
= 2300 cm™) iz atmosfere (slika 3), pogreska u apsorbanciji
nije jednaka pri svim valnim brojevima. Jasno je da ¢e vrpce
¢iji se polozaj podudara s onim kod molekula H,O te CO,
biti najpodloznije pogreskama, no opetovanim snimanjem
pozadinskog spektra neposredno prije snimanja spektra
uzorka i ta Ce se pogreska, premda uvijek prisutna, maksi-
malno reducirati.

0,006 o
Sy H e H
0,0041
O-A
0,002
0,000 . . . . . .
4000 3000 2000 1000

valni broj / cm™
wavenumber / cm’™
Slika 3 — Pogreska u apsorbanciji instrumenta: nelinearnost
odziva detektora te apsorpcija H,O i CO,

Fig. 3 - Uncertainty of instrumental absorbance: Nonlinearity

of detector response, and absorption of H,O and CO,

Odabir spektralnog podrucja
i povlacenje bazne linije

Nakon oduzimanja spektra Cistog otapala od spektra ter-
narne smjese potrebno je odabrati spektralno podrucje u
kojem se nalaze vrpce koje potjecu od istezanja slobodnogi
vezanog A—H oscilatora, a njihovoj obradi prethodi korekci-
ja bazne linije. Ne samo da subjektivan odabir toc¢aka kroz
koje ce se ona povuci unosi nesigurnosti u spektralnu ana-
lizu vec, Stovise, u proslosti se smatrala jednim od najvecih
izvora pogreske.’ Da bi se pogreska zbog korekcije bazne
linije smanijila, potrebno je vise puta snimiti uzorak i oda-
brati uporisne tocke u kojima je apsorpcija bilo koje kom-
ponente uzorka minimalna.

Univarijantna analiza podataka

Dosadasnjim razmatranjem pokazalo se da su A; i Ay najdra-
gocjenija veza s K.. Odredivanje A vrpce od interesa provo-
di se ili numerickom integracijom, ako je vrpca usamljena,
ili uskladivanjem na odredenu analiticku funkciju zbog nje-
zina prekrivanja s drugim vrpcama (idealno je Lorentzian?°
u pitanju). U procesu prilagodbe spektralne vrpce na danu
analiticku funkciju, koji je uz danasnja racunala vise-manje
automatiziran proces, pocetnom procjenom parametara se
ne utjece na pogresku u tolikoj mjeri koliko se utjece odabi-
rom Sirine istrazivanog spektralnog podrucja.2' Naposljet-
ku, iako u manjoj mjeri, primjena razli¢itih apodizacijskih
funkcija u svrhu dobivanja digitaliziranih spektara utjece na
oblik vrpci, ¢ime otezava uskladivanje kompleksnije struk-
ture.2223 No s tim se problemom spektroskopicari konstant-
no susrecu, pa su sve dileme i nedoumice koje se javljaju na
takvom putu ve¢ iscrpno analizirane i moguce ih je uspjes-
no predvidjeti.2*

Multivarijantna analiza podataka

Za razliku od spomenute univarijantne analize podataka,
multivarijantni pristup, posebice analiza glavnih kompone-
nata, PCA, (Principal Component Analysis) te faktorska ana-
liza, FA, (Factor Analysis) usavrsavaju se desetlje¢ima25.26
danas se rutinski primjenjuju u rjesavanju mnogih spek-
troskopskih problema.?”

Osim sto se u vrlo kratkom vremenskom roku moze istraziti
i analizirati znatno Sire spektralno podrucje te s lako¢om
utvrditi u kojem se dijelu spektra dogadaju relevantne pro-
mjene, moguce je objektivno prosuditi koje su spektralne
promjene korelirane, a koje nisu. Zatim, zbog istrazivanja
otopina u kojima nastaju razlicite molekulske vrste manja je
vjerojatnost da ¢e nam postojanje neke specije promaknuti
ako razmatramo citav spektar, a ne samo jednu tocku od-
nosno jedan njegov dio. Naposljetku, mulivarijantnim pri-
stupom Sum se nepristrano eliminira, pa nema bojazni da je
sam istrazivac pogresno procijenio pojedine spektralne ka-
rakteristike proglasivsi ih artefaktima odnosno bespotrebno
zakomplicirao analizu pripisavsi fizikalni smisao zapravo
beznacajnim ili zanemarivim spektralnim promjenama. Zbog
univerzalne matematicke te matematicko-statisticke podlo-
ge, 28 spomenuti su alati upotrijebljeni i u razvoju racunalnih
programa poput Specfita?? te HypSpeca kao zasebnog pro-
grama u paketu Hyperquad20083° (odnosno svih njegovih
inacica), kojim se odreduju fizikalne velicine, medu ostali-
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ma i K.. Opisivanje rada pojedinog programa daleko je
izvan dosega ovog rada, pa se zainteresiranom Ccitatelju
moze preporuciti odgovarajuca literatura.2.20

Takoder valja imati i na umu da se svi programski paketi te-
melje na odgovarajuc¢im modelima,?* pa je potrebno dobro
istraziti $to uistinu Zelimo odrediti i koji je zaista najefika-
sniji nacin da se do toga i dode. Ako je neizvjesnost u
stehiometriji kompleksiranja svedena na minimum i ako su
spektri analizirani do stupnja na kojem se sa sigurnos¢u zna
na koju se spektralnu regiju treba usredotociti, kao sto je
u ovom tekstu sve temeljeno na kompleksima N(A) : N(B) =
1 : 1, univarijantna analiza moze biti zadovoljavajuc izbor.
No svakako se preporucuje provedba i multivarijantne ana-
lize i to iz barem dvaju razloga: i) da se dobiveni podaci sto
nepristranije sagledaju te ii) da se eksperimentator nauci
dovoditi u situacije u kojima mora birati izmedu vrlo sli¢nih
rezultata i time svjesno primora opredjeljivati se za one koji
u danoj situaciji imaju vecu tezinu zbog prirode fizikalnog
problema pred njim, a ne samo slijepo primjenjivati progra-
me i mogucnosti koje mu se nude. Ta dva podatka bi, u
slucaju korektne provedbe programa i odabira modela, tre-
bala dati jednaku vrijednost spomenute veli¢ine ukljucujuci
i vrijednost eksperimentalne odnosno instrumentne po-
greske.

Zakljucak

IR spektroskopija je mo¢no orude u odredivanju K. izmedu
HB-donora A i HB-akceptora B. Uz nedostatke i propuste u
eksperimentalnoj izvedbi u odredivanju K., gdje je rucni
rad eksperimentatora na prvom mjestu, odabir prikladnog
koncentracijskog podrucja i raspona apsorbancije vrpci za-
ista treba shvatiti kao imperativ, kao i instrumentna og-
rani¢enja u kojima dominira nesigurnost u ponovljivosti
apsorbancije vrpce. Takoder, snimljene spektre uzoraka
priredenih prema odgovarajucoj proceduri potrebno je i
obraditi, odnosno analizirati na adekvatan nacin. Napo-
slietku, sve i ako je pred istrazivacem minimalan broj ne-
poznanica i nepredvidljivosti vezanih za sustav, nije suvisno
primijeniti i univarijantnu i multivarijantu analizu dobivenih
podataka, ako nista drugo, barem radi izgradnje vlastite
predodzbe o dobitcima, ali i rizicima odabira pojedinog
pristupa.
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Popis simbola i kratica
List of symbols and abbreviations

A — apsorbancija
— absorbance
A, - apsorbancija vrpce istezanja vezanog oscilatora A-H

— absorbance of the band originated from the stretching
of bounded A-H oscillator

As

[A]

[B]

FA

HB

PCA

€p

&

[C]

ok

apsorbancija vrpce istezanja slobodnog oscilatora A-H
absorbance of the band originated from the stretching
of free A—H oscillator

donor H-atoma u vodikovoj vezi
hydrogen-bond donor

ravnotezna mnozinska koncentracija komponente A,
mol dm™

equlibrium amount concentration of the A component,
mol dm™

akceptor H-atoma u vodikovoj vezi
hydrogen-bond acceptor

ravnotezna mnozinska koncentracija komponente B,
mol dm™

equlibrium amount concentration of the B component,
mol dm™

kompleks nastao stvaranjem vodikove veze izmedu Ai B
komponente
HB-complex

ravnotezna mnozinska koncentracija komponente
kompleksa C, mol dm™

equlibrium amount concentration of the C complex,
mol dm™

pocetna (analiticka) mnozinska koncentracija
komponente A, mol dm™

initial (analytical) amount concentration of the A
component, mol dm™

pocetna (analiticka) mnozinska koncentracija
komponente B, mol dm~

initial (analytical) amount concentration of the
B component, mol dm™

duljina svjetlosnog puta, cm
pathlength, cm

faktorska analiza
factor analysis

vodikova veza
hydrogen bond

infracrveno
infrared

standardna ravnotezna konstanta reakcije vezanja
standard equilibrium constants of the binding reaction

koncentracijska ravnotezna konstanta reakci}je vezanja,
(konstanta stabilnosti kompleksa), mol™ dm
concentration equilibrium constants of the binding
reaction, (stability constant), mol™" dm?

broj molekula u smjesi
number of molecules in mixture

analiza glavnih komponenata
principal component analysis

relativna pogreska u apsorbanciji
relative error in absorbance

molarni apsorpcijski koeficijent vrpce istezanja vezanog
oscilatora A-H, mol™ dm? cm™

molar absorption coefficient of the band originated from
the stretching of bound A-H oscillator, mol™" dm* cm™
molarni apsosrpcijski koeficijent vrpce istezanja
slobodnog oscilatora A-H, mol™ dm? cm™

molar absorption coefficient of the band originated from
the stretching of free A-H oscillator, mol™" dm* cm™
pogreska u A iskazana standardnom devijacijom

error in A expressed as standard deviation

pogreska u [C] iskazana standardnom devijacijom
error in [C] expressed as standard deviation

pogreska u K_iskazana standardnom devijacijom
error in K_expressed as standard deviation
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SUMMARY
Characterization of Hydrogen Bonds by IR Spectroscopy
D. Vojta

In the identification and quantification of hydrogen bond, as one of the most abundant non-cova-
lent interactions in phenomena like self-assembly and molecular recognition, IR spectrosopy has
been employed as the most sensitive method. The performance of the high dilution method ena-
bles determination of the stability constant of hydrogen-bonded complex as one of the most
important thermodynamic quantities used in their characterization. However, the alleged experi-
mental simplicity of the mentioned method is loaded with errors originating not only from resear-
cher intervention but also independent from it. The second source of error is particularly
emphasized and elaborated in this paper, which is designed as the recipe for the successful cha-
racterization of hydrogen bonds. Besides the enumeration of all steps in the determination of
hydrogen-bonded stability constants, the reader can be acquainted with the most important ex-
perimental conditions that should be fulfilled in order to minimize the naturally occurring errors
in this type of investigation. In the spectral analysis, the application of both uni- and multivariate
approach has been discussed. Some computer packages, considering the latter, are mentioned,
described, and recommended.
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