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81. Uvod

Odrafivanje konstanti ravnoteZe reakcije izuzetno jeneai kemiji te je razvijergitav niz
odgovarajudih eksperimentalnih metotiaAko je barem jedan od sudionika reakcije spektralktivan
u UV-Vis podr&u pogodno je odidvanju konstante ravnoteZze pristupiti metodom
spektrofotometrijske titracije. Metoda se temelg pra&enju promjene apsorbancije prilikom

promjene sastava reakcijske smjese te je dostupaéni modernih kemijskih laboratorija.

Kompleksni spojeviesto su intenzivno obojeni pa je spektrofotomédaijsitracija pogodna
za odrdivanje pripadnih konstanti ravnoteze kompleksirihjePri tome je posebno zanimljivo
vezanje molekula liganda na biomakromolekule, 8tegZno za razumijevanje mnogih biokemijskih
procesa u Zivoj staniti. U tom slaju efektivni broj veznih mjestan( na makromolekuli moZe biti
puno veéi od jedan. Valja napomenuti da vrijednastponekad moZe i ukazivati da je neki od

reaktanata oréscen, tj. da mu je stvarna koncentracija u otopidarod @éekivane.

Do sada je razvijeno viSe komercijalnih programaaobradu podataka spektrofotometrijskih
titracija, kao Sto su npr. HYPERQUAD SPECFIT. Njihov je nedostatak u tome 3to se pémaijih
ne mogu simultano odti&vati vrijednosti konstante ravnoteZe i parametrdJ tu je svrhu u ovom
radu razvijen program SCATCHARD poihw kojeg se multivarijatnom obradom eksperimentalnih
podataka mogu odrediti vrijednosti konstante ragbeti parametra, a uz to i svojstveni spektri
pojedinih vrsta u kemijskoj reakciji. Program jestiean na simuliranim spektrima za hipotetsku
reakciju u kojoj su svi sudionici spektralno akfivpri ¢emu je na simulirane spektre superponirana
normalno raspodijeljena pogresSka. Téd#o je dodatno testiran na podacima prikupljeninikanin
spektrofotometrijskog pt@nja vezanja molekula bojila Coomassie Brillianadha protein albumin
iz goveieg seruma. Pri tome je odena odgovarajta konstanta ravnoteZe, kao i efektivni broj veznih
mjesta na proteinu. Program ima interaktivno dkafiswelje, a napisan je u programskom paketu
MATHEMATICA 7.0°.



§ 2. Teorijski dio

2.1. Multivarijatna analiza spektrofotometrijskih podata ka'°

Metoda spektrofotometrije temelji se na mjerenjueiiteta zrake oddenog podrtja
elektromagnetskog ztanja prije i nakon prolaska kroz reakcijsku smj&smanjenje intenziteta zrake
nakon prolaska kroz uzorak moze se povezati s kdres#jom spektralno aktivne vrste preko Beer-

Lambertovog zakona:

A=—Iog||—=£(/l,T)E:[I] (1)

gdje jel intenzitet zrake nakon prolaska kroz uzotglpacetni intenzitet zrake; molarni apsorpcijski
koeficijent, A apsorbancija,c koncentracija vrste koja apsorbira, laduljina optEkog puta.
Apsorbancija je proporcionalna koncentraciji spalkto aktivne vrste, a faktori proporcionalnosti su
molarni apsorpcijski koeficijent i duljina opkiog puta. Molarni apsorpcijski koeficijent ovisivalnoj

duljini, temperaturi i mediju u kojem se nalaziter&oja apsorbira.

Apsorbancije uzorka pri viSe valnih duljidae spektar, koji se moZe izraziti u obliku vektora

apsorbancija:

A ] [EA)]

a=| AA) |=| () | @

LA ] [€(A) ]

U slwaju kada sustav sadrZi viSe spektralno aktivnittayrapsorpcijski spektar smjese

jednak je zbroju spektara pojedinih komponenata:
a:a1+...+aj+...+an, (3)

Sto se u maténom obliku moZe zapisati kao:
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Stupci matrice molarnih apsorpcijskih koeficijenatasvojstveni spektri pojedinih komponenata

smjese.

Tijekom spektrofotometrijske titracije dodatkomtrdnsa mijenjaju se ravnotezne
koncentracije apsorbirajin vrsta u reakcijskoj smjesi, a samim time i apsocije. Stoga se

odgovarajdi Beer-Lambertov zakon moZe napisati u néawim obliku kao:
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Matrica molarnih apsorpcijskih koeficijenata jedag& onoj u jednadzbi (4) jer se radi o intrémzm
svojstvu tvari, dok stupci matrice apsorbancijamgentracija odgovaraju raglim dodacima titransa.

JednadZbu (5) moZe se zapisati &kre kao:
A=EC I, (6)
gdje jeE matrica molarnih apsorpcijskih koeficijenataC anatrica ravnoteznih koncentracija.

Ako su tijekom spektrofotometrijske titracije odeme apsorbancije pri viSe valnih duljina
(matricaA), mogife je provesti iterativni postupak u kojem s&uraaju vrijednost konstante ravnoteze
reakcije i molarni apsorpcijski koeficijenati reakata i produkata. Prvo se pretpostavi neka vigstdn
konstante ravnoteZze&K) iz koje se za zadani model reakcije &naa matricaC. Zatim se matrica
apsorbancija (podijeljena s duljinom agibg putal) mnozi s pseudoinverzom matrice koncentracija

¢ime se metodom najmanijih kvadrata dobiva matriceamih apsorpcijskih koeficijenata:

(A/l) CT(CCH'=E. %



MnoZenjem te matrice s matricom koncentracija jjidom optickog puta dobiva se nova matrica

apsorbancij&\':
A' =ECI. @)

Nakon toga se tana suma kvadrata odstupaAjaod A:

SS=> > (A -A)?.
T 9)
Postupak utinjavanja konstante ravnoteze svodi se na varinaijgdnosti konstante sve dok suma
kvadrata odstupanja SS ne postigne minimalnu vrget (tj. dok se ne zadovolji zadani kriterij
konvergencije). U ovdje razvijenom programu osimdtante ravnoteZe odiigana je i vrijednost
efektivnhog broja veznih mjesta, koja je ukljiena u jednadZbe koje odgovaraju pretpostavijenom

reakcijskom modelu.

Za traZzenja minimuma sume kvadrata odstupanjaodithenzionalnom prostoru razapetom
parametrimaK i n koristena je modifikacija algoritma SimpféxMetoda se temelji na uzastopnom
generiranju skupa taka iz kojeg se u svakoj iteraciji izdvoji ona gniieom funkcijskom vrijedno&.

U njenoj se bliskoj okolini formiraju nove dke, pri ¢emu se provodi postupna kontrakcija. U
konahnici se dobivaju optimalne vrijednosti konstantgnateZe i efektivnog broja veznih mjesta (u

skladu sa zadanim konvergencijskim kriterijem).

2.2. Spektrofotometrijska titracija

Promotrimo reakcijski model model A +8 AB gdje bilo koji od reaktanata moZe biti titrans

u spektrofotometrijskoj titraciji. Dodatkom titramsu reakcijsku smjesu mijenjaju se ravnotezne
koncentracije sudionika reakcije. Ako sny, | Cg potetne (analittke) koncentracije A i B zé-ti
dodatak titransa u reakcijsku smjesu, ravnotezmedwtracije A i B dane su jednadzbama:

[Ah] =Can~ [ABh] (10)

[Bh]:CB,h _[ABh]’ (11)

dok je ravnotezna koncentracija vrste AB dana kafiz{kalnom smislu) realno rjeSenje jednadzbe:



K - [ABh]
(Can _[ABh]) (o _[ABh]) , (12)

izrazom:

Can T Cgp +1/K _\/(CA,h *Cgpy +1/ K)2 _4E¢A,h EB,h
> .

[AB,]= (13)

Iz jednadZbe (5) slijedi da je svaklan matrice apsorbancija jednak zbroju apsorbansijéa

komponenata:
A M) =, () I[A, [+ (1) [B, ]+ £0 (1) [[AB, ]. (1)

Uvede li se efektivni broj veznih mjestakao dodatni parametar, potrebno je korigirati
gornje jednadzbe. Uzme li se npr. da vrsta B inm@zavisnih veznih mjesta, jednadzba (13) poprima
oblik:

Cap + Ny, +1/K —/(Cy, +N(E,, +1/K)? —4R(E, , [T,

[AB,]= 5 : (15)
a jednadzba (14):
A (A) = €n(A) HChy, ~[AB, ) + 5 (1) TN TE, , ~[AB, ] +£,6 (1) [AB, ]. (16)

Valja napomenuti da u novoj notaciji {Bpoprima zn#&enje ravnotezne koncentracije slobodnih

veznih mjesta, a [AR popunjenih veznih mjesta vrste B.



§ 3. Materijali i metode

Provedena je spektrofotometrijska titracija bojioomassie Brilliant Blue (CBB) s
proteinom albuminom iz godeg seruma (Bovine Serum Albumin; BSA). Otopina QiBedena je
otapanjem 16 mg krutog CBB G-250 (Merck) u 250 ntapala. Otapalo je prideno dodatkom 20
mL 96% etanola i 40 mL 85% fosforne kiseline u itkv od 250 mL, te razrifieno vodom do
oznaké’. Otopina albumina pridena je otapanjem 167 mg BSA (Sigma-Aldrich) , uri0vode te
razrijalena 100 puta. Otopine CBB i BSA pomijeSane su etkima volumena 4 mL, tako da je
koncentracija CBB odrzavana konstantnom, a konaeijgrBSA varirane u rasponu omje8SA) /
¢(CBB) od 0 do 0,015. Kako bi se u reakcijskoj sinjgspostavila ravnoteZza nakon mijeSanja
reaktanata potrebno §ekati oko 15 min. Spektri su snimljeni u rasponln¥aduljina od 300 do 800
nm pri temperaturi (25,& 0,1) °C poméu UV-Vis spektrometra Varian Cary 5 opremljenog

termostatom.



8 4. Rezultatii diskusija

4.1. Testiranje programa pomaéu sintetskih podataka

Simulirani svojstveni spektri triju spektralno aktih vrsta A, B i AB pri 50 valnih duljina

generirani su ponto programa OriginPro 7.5 (slika 1).
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Slika 1. Simulirani svojstveni spektri triju spediino aktivnih vrsta

Uz pretpostavku da se radi o sudionicima reakiije B = AB iz svojstvenih spektara
simulirani su spektri reakcijskih smjesa koji odgmju hipotetskoj spektrofotometrijskoj titraciji
(slika 2). Podaci su generirani za vrijednosti kante ravnotez& = 1 x 10 dn? mol™ i broja veznih

mjesta na vrsti Bn = 2.
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Slika 2. Simulirani spektri za hipotetsku spekttofoetrijsku titraciju za reakciju A + B= AB;

K =1 x 16 dn? mol™* i n = 2; svojstveni spektri dani su na slici 1

Dodavanjem skajne pogreSke dobiveni su simulirani spektri k@i mogu usporediti sa
stvarnim eksperimentalnim podacima. Program SCATEBA testiran je na spektrima sa
superponiranom normalno raspodijeljenom pogreskontekivanom vrijednosti 0 i standardnim

devijacijamaoc = 0,001, 0,005, 0,01 i 0,05 (slika 3).
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Slika 3. Simulirani spektri spektrofotometrijské&drije sa superponiranim normalno raspodijeljenim
pogreSkama sa standardnim devijacijamaoay 0,001, b)o = 0,005, c)o = 0,01, d)o = 0,05;

K =1 x 10 dn?® mol™ i n = 2; svojstveni spektri prikazani su na slici 1

Obradom podataka ovisnosti apsorbancije o konaeiiittitransa pri jednoj valnoj duljini
mogLte je procijeniti priblizne vrijednosti konstantevnateZe i parametra. Pri tome je poZeljno

odabrati valnu duljinu pri kojoj je ukupna promjesgasorbancije najve.

Na slici 4 prikazana je ovisnost apsorbancije geomanalittkih koncentracija titransa i
titranda pri valnoj duljini maksimalne apsorpcig gpektre sa superponiranom pogreskom kojojge

0,005.
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Slika 4. Ovisnost apsorbancije pri valnoj duljiliZ4nm o omjeru analitkih koncentracija reaktanata

za simulirane spektrer= 0,005 (slika 3b)m simulirane vrijednosti.— vrijednosti izr&unate poméu

programa SCATCHARD

Rezultati obrade spektara simuliranih titracijikés 3) prikazani su u tablici 1. Vrijednosti
konstante ravnoteZe i parametralane su kao aritmelie sredine niza izeanatih vrijednosti, pri

¢emu je za svako “mjerenje” superponirana t@aisluiajna pogreska.

Tablica 1. Rezultati optimizacije konstante ravidetei parametran za simulirane spektre

spektrofotometrijske titracije

o 0,001 0,005 0,01 0,05
10° (K + SE) / dri mol™ 1,000 + 0,002 1,01+0,01 1,00 + 0,02 1,0+0,1
n 2,000 + 0,001 2,002 +0,004 1,998 +0,006 2,01080,

SE — standardna pogreSka aritiélati sredine

Iz prikazanih rezultata vidljivo je da program elgadovoljavajée vrijednosti konstante
ravnoteZze i parametrg ¢ak i za spektre na koje je superponiranafrdivelika pogreSkas(= 0,05)
koja nije realna u uobajenoj spektrofotometriji. MoZe se zakiji kako predloZzena metoda i
odgovarajdi racunalni program daju vrlo tme rezultategak i za eksperimentalne podatke manje

kvalitete.
10



Na slici 5 prikazani su iz&anati svojstveni spektri. Superponirana pogrestituje se u

povetanom spektralnom Sumu, ali se oblik krivulja neemja u odnosu na svojstveni spektar péuno

kojeg je simulacija izvedena (slika 1).
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Slika 5. Svojstveni spektri sudionika reakcije AB+= AB izratunati iz spektara simuliranih

spektrofotometrijskih titracija (slika 3)

Treba napomenuti da pouzdanost rezultata moZ&idvis konvergencijskom kriteriju te o

pocetnim parametrima za optimizaciju koje je méguwodesiti preko interaktivhog gréifibg swelja

programa SCATCHARD. Modie je i ograniiti raspon valnih duljina ukoliko postoji pretpogka

da bi to dalo pouzdaniji rezultat. Ako je vrijedhg@srametran za neki istraZivani sustav &@oznata,

ona se moZe fiksirati tako da s€&uaaju samo vrijednost konstante ravnoteZze i molapsorpcijski

koeficijenti sudionika reakcije.



4.2. Obrada podataka realne spektrofotometrijske titracie

Provedena je spektrofotometrijska titracija bofilaomassie Brilliant Blue (CBB) s proteinom
albuminom iz govéeg seruma (BSA), te su rezultati analizirani pémprograma SCATCHARD.

Strukture liganda (CBB) i proteina (BSA) prikazanena slikama 6i 7.

/@\/Cl:ZHS Cl:is/©\

+
N HaC N _
NaO,S SN = SO,

\\

\ 7/

Slika 6. Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB); nialéska masa 854 Da

Slika 7. Albumin iz govéeg seruma (BSA); molekulska masa 68000 Da

12



Koristenje CBB za vizualizaciju proteina udhjeno je u biokemijskim eksperimentitié. U
kiselom mediju slobodni CBB je crvene boje, a vgganna protein boja se mijenja u intenzivno

plavu. Interakcije do kojih dolazi su nekovalentaeiezanje je reverzibilno:

CBB + BSA= CBB-BSA

(crvena bojp  (plava boja

Promjena boje moZe se pratiti spektrofotometrijgkk i uz relativno niske koncentracije
proteina. CBB se moZe vezati na gotovo sve proteiaepromjena apsorbancije ushjeno se prati
pri valnoj duljini 595 nm, $to je valna duljina nsakalne promjene apsorbanéfieU ovom je radu
promjena apsorbancije uslijed vezanja molekula GBBBSA mjerena u Sirokom rasponu valnih
duljina. Multivarijatnim pristupom su iz cjelokugnispektralnih podataka izfanati konstanta
ravnoteZze kompleksiranja, efektivni broj veznih stgena BSA te svojstveni spektri svih prisutnih

spektralno aktivnih vrsta.

Spektri sakupljeni prilikom titracije otopine CBBEBSA prikazani su na slici 8.

0,0 T T T T T T T T T 1
300 400 500 600 700 800

Alnm

Slika 8. Spektrofotometrijska titracija CBB s BS#(CBB) = 3,9x10° mol dm>; | = 1 cm;9 = 25 °C

13



Obradom podataka porw programa SCATCHARD dobivene su vrijednosti kontga
ravnoteze kompleksiranj = 9,2 x 10 dn? mol™ i broja veznih mjesta = 135. Odgovarajt
distribucijski dijagram prikazan je na slici 9. &unati su i svojstveni spektri CBB i kompleksa
CBB-BSA, koji su prikazani na slici 10. Treba napomeémat protein BSA ne apsorbira u pogjw

valnih duljina koritenom u ovom ratiu

100 ~
i = CBBBSA
80

60

40

100 [i] / ¢(CBB)

20+

T T T T T T
0,000 0,005 0,010 0,015
c(BSA) / ¢(CBB)

Slika 9. Distribucijski dijagram za spektrofotonijsku titraciju CBB s BSA;c,(CBB) = 3,9 x 10°
mol dnT3; 9 = 25 °C

14
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Slika 10. Izrgunati svojstveni spektri CBB (—) i kompleksa CBBA (—) obradom spektara
prikazanih na slici 8

Na slici 11 prikazana je ovisnost apsorbancije geomanalitékih koncentracija BSA i CBB
pri valnoj duljini 637 nm. MoZe se titi vrlo dobro slaganje izn# eksperimentalnih i izéanatih

podataka.

15
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Slika 11. Ovisnost apsorbancije pri 637 nm o omganalitickih koncentracija BSA i CBBgy(CBB) =
3,9 x 10° mol dm?® | = 1 cm; 9 = 25 °C;m izmjereni podaci— vrijednosti izr&unate poméu

programa SCATCHARD

Kako bi se rastungdi dobiveni rezultati potrebno je detaljnije razirib samu reakciju.
Opéenito @éekujemo da je vezanje malih molekula (liganadajma&romolekule vrlo sloZen proces
Makromolekule uoliajeno imaju vé broj veznih mjesta na koja se ligandi veZu &atdim jatinom i
specifénofu. Vezanje moZe dovesti do konformacijskih promjdage utjgu na druga vezna
mjesta®. Tako u sldaju vezanja molekula CBB na BSA Sohl i Splittgetbeaizlikuju jaka (primarna)

i slaba (sekundarna) vezna mjesta. Smatra se da<DBBa jaku interakciju s pozitivho nabijenim
aminokiselinama lizinom, histidinom i argininomslabiju interakciju s aromatskim aminokiselinama
fenilalaniom, tirozinom i triptofanom (strukture gpuikazane na slici 12). U prvom ghju dolazi do

ionske interakcije pozitivno nabijenih lanaca ankiselina i negativno nabijenih sulfonatih skupina

CBB, dok se u drugom siaju ostvaruju hidrofobne interakcije izchearomatskih prstenova.
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Slika 12. Strukture histidina, arginina, lizinanilalanina, tirozina i triptofana

U koncentracijskom podiju u kojem su u ovom radu snimljeni spektri moguogekivati
obje vrste vezanja. Stoga ima smisla govoriti osjooj konstanti ravnoteZze kompleksiranja i
efektivnom broju veznih mjesta. Proteini imaju €loa trodimenzionalnu strukturu te se vezna mjesta
nalaze na povrSini ili blizu povrSine. Ipak, trab@ati na umu da tijekom procesa vezanja CBB dolazi
do zn&ajne denaturacije proteifia pri ¢emu su aminokiseline izloZenije u odnosu na nativnu
strukturu. Primarna struktura B&2sadrzi 16 His, 26 Arg, 60 Lys, 30 Phe, 21 TyrTr, tj. ukupno
156 aminokiselinskih ostataka koji mogu tvoritidrdkciju s molekulama CBB. Taj se broj mozZe
povezati s izréunatim efektivnim brojem veznih mjeétd2 n = 135, koji se zbog sloZenosti

promatranog sustava nesto razlikuje.
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8 5. Struktura programa SCATCHARD

5.1. Unos podataka

Eksperimentalni podaci ¢itavaju se poméu tekstualnih datoteka. Datotekspektri.txt
(tablica 2) sadrzi podatke o apsorbancijama. Retmilstavljaju apsorbancije pri jednoj valnoj duljin
a stupci apsorbancije pri radgtim valnim duljinama za isti omjer analiiih koncentracija titransa i
titranda.

Tablica 2. Format datotekspektri.txt; u prvom stupcu su zapisane valne duljine, a stavliu

matrica apsorbancija

401 0,018001 0,015169 0,012718 0,010664
402 0,056198 0,047356 0,0397 0,033291
403 0,127053 0,107064 0,089763 0,07526
404 0,234208 0,197362 0,165469 0,138743 - --
405 0,375014 0,316016 0,264949 0,222156
406 0,541651 0,456436 0,382678 0,320871
407 0,723092 0,609333 0,51086 0,428356
408 0,907179 0,764458 0,640925 0,537407

Pripadne koncentracije unose se u datd@mentracije.txt (tablica 3).

Tablica 3. Format datotek@ncentracije.txt; u prvom stupcu su anatike koncentracije titranda, a u

drugom titransa

Prilikom witavanja podataka potrebno je definirati u kojendisektoriju nalaze datoteke.

0,0002
0,0001999
0,000199800
0,000199700
0,000199601
0,000199501
0,000199402
0,000199302
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0,00004995
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0,000099800
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5.2.  Grafi¢ko sweelje

Graficko sutelje programa sastoji se od izbornika i gtidig prikaza (slika 13).

walnamin [ 300
lambdamin | |-
walnamax | 600

lambdamax

Hiyt

valnaduljina [300

jadnavaina | |-
prikaz | Spekri| Jednavalna Dsnouni spekdri Distr. dijagram
nafitai ||izracunaj

konstprociena |4

procjenan |

devijasiia [0.001
Pogreske [ ]
Fiksitanin [ ]

reset | | Reset

Parametr za simplex:

rasponmin [0.0001
baza [2

faktor [02

Export
ime filea: |upisi_ime_

| rezultati slika

Slika 13. Graftko siéelje programa SCATCHARD

Izbornik:

valnamin i valnamax — grantne vrijednosti raspona valnih duljina za koji Zedimprovesti raun

optimizacije; vrijednosti se namjeStaju patuaidera (lambdamin i lambdamax)

valnaduljina — valna duljina za procjenu getnih vrijednosti konstante ravnotezZe i efektivrimgja
veznih mjesta; vrijednost se namjeSta pémdidera (jednavalna), a kriterij izbora temelji se na

prikazu promjene apsorbancije pri jednoj valnojidul

prikaz — grafitki prikaz spektaraJpektri), promjene apsorbancije u ovisnosti 0 omjeru #&xkih
koncentracija titransa i titrandalefinavalna), svojstvenih spektara sudionika reakci@sfovni

spektri) te distribucijskog dijagrama({str. Dijagram); prikazani su redom na slikama 13 - 16

nafitaj — odabiromlzracunaj pokre&e se optimizacijski Ran uz péetne procjene ovisno o poloZaju

didera Jednavalna i vrijednostimakonstprocjena i procjenan
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konstprocjena — procjena konstante ravnotezZe reakcije na dekgttsaritamskoj skali

procjena n — procjena vrijednosti parametna ako je vrijednost we poznata mogte ju je fiksirati
(Fiksrani n) te se u tom shaju ra&unaju samo vrijednosti konstante ravnoteZze i mdiarn

apsorpcijskih koeficijentata

reset — vrata konstprocjena i procjena n na zadane getne vrijednosti
rasponmin — kriterij konvergencije

baza i faktor — definiraju brzinu optimizacije

Export — omoguduje ispis rezultata optimizacije u obliku ASCII degka; potrebno je upisati ime
datoteke ifne filea) te odabratrezultati za ispis rezlutata, odnossldka za ispis podataka za sliku koja

je trenutno prikazana na&lju u ASCII datoteku u radnom direktoriju

valnamin [300
|ambdamin J
walnamax [ 800
lambdamax _]
walnaduljina [837
jednavalna _]
prikaz | Spektri [Jednavalna| Denevni spektri Distr. dijagram
nafitaj || izracunaj
kanstprocjena | 4861
prociena n [136.1 o0
devijacija | 0,001

Fogreske []
Fikziranin [_] 0ss

reset || Reset

Parametri za simplex:

rasponmin [ 0.0001

baza 2

faktor (0.2
L

L L L L L L
00oe 0.006 0.0z .01 L) bef o0l

Export:
ime filea: | BSA+CBEI

rezultati slika

Slika 14. Prikaz promjene apsorbancije pri odabraalmoj duljini u ovisnosti o omjeru analikih

koncentracija titransa i titranda
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walnamin
lambdamin

walnamax

walnaduljina

lambdamax ¢

jednavalna -

| zo0

)

[&00

|ga7

25000

prikaz | Spektri Jednavalna | Osnovni spekdr| Distr. dijagram

nafitaj || Izracun aj
konstpraciena | 4.981 ] wor
progjenan [135.1 |
devijacija [0.001 ]
Pogreske [ ] 15000
Fiksitanin []

reset || Reset

Parametr za simples:

raspenmin | 0.0001 ] 10000
baza 2 ]
faktor [0.2 |

S0on

Export
ime filea: [BSA+CEE

|| rezultati slika

Slika 15. Prikaz izré&unatih svojstvenih spektara sudionika reakcije

walnamin | 300 ]

lambdamin ]

valnamax 800 ]

lambdamax « ]

460 ]

jednavaina ¢ ]

walnaduljina

prikaz | Spektri Jednavalna Dsnovni spektri|Distr. dijagram| 80

nafita || 1zracuna)

konstprocjena
procienan
devijacija

Pogreske

[4.981

[135.1

[g.001

d]

Fiksiranin []

reset || Reset

Parametri za simplex:

rasponmin | 0.0001 40
baza |2 ]
taktor [0.2

Export:

ime filea: | upisi_ime

|| rezultati slika

Slika 16. Distribucijski dijagram
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§ 6. Zaklju ¢ak

Pomdcu razvijenog rédunalnog programa SCATCHARD maoggl je provesti multivarijatnu
analizu podataka prikupljenih spektrofotometrijskditracijom. Posebna ztajka programa je
mogunost obrade podataka koji odgovaraju sloZzenim biojekim sustavima koji ukljéuju vezanje
malih molekula na makromolekule. To je u ovom rddstrirano na primjeru vezanja molekula bojila
Coomassie Brilliant Blue na protein albumin iz gd®g seruma, préemu je izrdunata prosiga

konstanta ravnoteze kompleksiranja i efektivni megnih mjesta na proteinu.

Detaljna analiza primjene programa na simuliraneksp za hipotetsku titraciju s tri
spektralno aktivhe vrste pokazala je njegove vdbrd karakteristike. Dobiveni rezultati afiio se
slazu s vrijednostima porto kojih je simulacija izvedena. Program SCATCHARDr¢lativno brz i
jednostavan za koriStenje zbog interaktivnog ¢gkafj suwelja. Velike su i mogénosti nadogradnje
trenut&ne verzije programa u smislu ukijuanja sloZenijih modela i usavrSavanja optimiziaj

metode.
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Sazetak

SveuiliSte u Zagrebu
Prirodoslovno-matemaiki fakultet
Kemijski odsjek

Nova metoda multivarijatne analize

podataka spektrofotometrijske titracije

Antonio Prlj

Zavod za fizikalnu kemiju, Kemijski odsjek, Prira&lovno-matematki fakultet,
SveuiliSte u Zagrebu, Horvatovac 102a, Zagreb, Hrvatska

Razvijen je program SCATCHARD koji sluzi odieanju vrijednosti konstante ravnoteze
reakcije i svojstvenih spektara sudionika reakégepodataka dobivenih spektrofotometrijskom
titracijom. Njegova glavna prednost u odnosu n&nsli komercijalne programe je mdmost
odralivanja broja veznih mjesta na nekom od reaktanatak(omolekuli), Sto jefesto vazno u
biokemijskim aplikacijama. Primijenjena metoda rivaltijatne analize spektralnih podataka uéljje
optimizaciju spomenutih parametara pdaomomodificiranog algoritma Simplex, a kéd programa

napisan je u komercijalnom programskom paketu MATWHAHEICA 7.0.

Program je uspjeSno testiran na sintetskim podacwdaosno simuliranim spektrima za
hipotetsku titraciju s tri spektralno aktivne viskako bi se potvrdila mognost njegove primjene na
realne biokemijske sustave, provedena je spekbwfetrijska titracija liganda Coomassie Brilliant
Blue s proteinom albuminom iz gaieg seruma. Ponéa programa SCATCHARD iztanata je
vrijednost konstante ravnoteZe kompleksiranja ¢912 dn mol™) i efektivni broj veznih mjesta na
proteinu (135).

Klju¢ne rijeti: multivarijatna analiza podataka, spektrofotonjslta titracija, konstanta ravnoteze,
efektivni broj veznih mjesta
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Abstract

University of Zagreb
Faculty of Science
Department of Chemistry

A new method for multivariate analysis

of spectrophotometric titration data

Antonio Prlj

Laboratory of Physical Chemistry, Department of @hstry, Faculty of Science,
University of Zagreb, Horvatovac 102a, Zagreb, @Geoa

The program SCATCHARD for the multivariate anadysi the spectrophotometric titration
data was developed. It allows for the determinatérthe reaction equilibrium constant and the
absorption spectra of the reactants and produetdvied. The main advantage of the program over
similar commercially available programs is the jpoft/ of the determination of the number of
macromolecule binding sites, which is often import&n biochemical applications. The applied
multivariate analysis of the spectra involves optation of the above mentioned parameters
employing a modified Simplex algorithm. It was implented in the commercial computational
software package MATHEMATICA 7.0.

The program was successfully tested using simukgtedtra corresponding to the hypothetical
spectrophotometric titration with three spectradigtive species. To verify the applicability of the
program to real biochemical systems, spectrophdienigration of the ligand Coomassie Brilliant
Blue with the protein Bovine Serum Albumin was @adrout. The binding constant and the effective
number of the binding sites on the protein werewated by means of the program SCATCHARD,
and were found to be 9.2 x“én? mol™ and 135, respectively.

Keywords: multivariate data analysis, spectrophetoim titration, equilibrium constant, effective
number of binding sites
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Dodatak

Kéd programa SCATCHARD:

direktorij="C:\\radni_direktorij"; (* radni direktdj *)

spektriimefile="spektri.txt"; (* ime datoteke spektrima *)

koncimefile="koncentracije.txt"; (* ime datotekekencentracijama *)

SetDirectory[direktorij];
tablica=Import[spektriimefile,"TSV"];
konc=Import[koncimefile,"TSV"];
spektri=Reverse[Transpose[Transpose[tablica][[2;;]]
spektripravi=spekiri;

valne=Transpose[tablica][[1]];

nonlinear={};
epsiloni={};
spektrifit={};
epsilonifit={};
concmatrica={};
omjer={};

alfa={};

omjer=Transpose[konc][[2]]/Transpose[konc][[1]];
jednavalna=1;

lambdafitmin=1,

lambdafitmax=Length[spektri];
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iteracija=1;
nafitanokraj=0;
defaultk=4;
defaultn=1;

fiksiranin=False;

AB:=1/(2 konst) (1+ AO konst+n B0 konst-Sqrt[-4 © B0 konst*2+(1+A0 konst+n BO konst)"2]);

ABfix:=1/(2 konst) (1+ AO konst+nfix BO konst-So#d nfix AO BO konst*2+(1+ AO konst+nfix BO konst})2

Manipulate[

If[nafitaj==1,

If[pogreska==True,
pogreske=Array[RandomReal[NormalDistribution[0,daeija]| & Dimensions[spektri]];
spektri=spektripravi + pogreske,

spektri=spektripravi];

dataspektri=spektri[[IntegerPart[lambdamin];;Inte@rt[lambdamax]]];
lambdafitmin=lambdamin;

lambdafitmax=lambdamax;

If[nafitanokraj==0,
nonlinear={};

data={};
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spektrifit={};

epsilonifit={};

(* reakcijski modeli *)

If[fiksiranin==False,

model:=epsilonA (A0-AB) +epsilonB ( n BO-AB)+ epailAB AB,
nfix=nprocjena;

model:=epsilonA (A0-ABfix) +epsilonB ( nfix BO-ABf)+ epsilonAB ABfix;];

data=Transpose[{Transpose[konc][[1]], Transpose[kpal}, dataspektri[[jednavalna]]}];

(* procjena vrijednosti molarnih apsopcijskih kaggnata spektralno aktivnih vrsta *)
If[epsilonifit!={}&&Min[epsilonifit]>-100,

epsAprocjena=epsilonifit[[jednavalna,1]];
epsBprocjena=epsilonifit[[jednavalna,2]];
epsABprocjena=epsilonifit[[jednavalna,3]],

epsAprocjena=dataspektri[[jednavalna,1]]/(konc[]});1

If[Min[dataspektri[[jednavalna]]]==dataspektri[[j@dvalna,-1]], epsBprocjena=0];
If[Min[dataspektri[[jednavalna]]]==dataspektri[[j@dvalna,1]], epsBprocjena=epsAprocjena*2];

If[Min[dataspektri[[jednavalna]]]!=dataspektri[[jethvalna,-
1]1&&Min[dataspektri[[jednavalna]]]'=dataspektrigidnavalna,1]],

epsBprocjena=Min[dataspektri[[jednavalna]])/(npeea*0.8*konc[[1,1]])];
epsABprocjena=dataspektri[[jednavalna,-1]]/kond]L,

I
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prolaz=0;
brojacpomak=1;

konstpocetna=2.5;

(* fitanje pomau modela *)
While[prolaz==0,
If[fiksiranin==False,

nonlinear=FindFit[data,model {{epsilonA,epsAproc@i{epsilonB,epsBprocjena},{epsilonAB,epsABpr
ocjena},{n,nprocjena},{konst,10"konstprocjena}},{AB0},MaxIterations->1000],

nonlinear=FindFit[data,model,{{epsilonA,epsAproc@{epsilonB,epsBprocjena},{epsilonAB,epsABpr
ocjena},{konst,10"konstprocjena}},{A0,B0},MaxIterains->1000]];

If[fiksiranin==False, vrijednostK=nonlinear|[[5,2]}rijednostK=nonlinear[[4,2]]];

If[fiksiranin==False,vrijednostn=nonlinear[[4,2}rijednostn=nprocjena];

If[vrijednostk<100 ,
konstprocjena+=0.5*brojacpomak+konstpocetna;
brojacpomak++];

If[fiksiranin==False,
If[vrijednostn<0 Or vrijednostn>15,
nprocjena+=0.2*brojacpomak-0.6;
brojacpomak++];];

If[vrijednostk>100&&0<vrijednostn,prolaz=1];

l;

l;

(* 2D optimizacija *)
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If[fiksiranin==False,

matrica:=
{{(vrijednostK/broj),(vrijednostn*broj)},
{vrijednostK,(vrijednostn*broj)},
{(vrijednostK*broj),(vrijednostn*broj)},
{(vrijednostK/broj),vrijednostn},
{vrijednostK,vrijednostn},
{(vrijednostK*broj),vrijednostn},
{(vrijednostK/broj),(vrijednostn/broj)},
{vrijednostK,(vrijednostn/broj)},
{(vrijednostK*broj),(vrijednostn/broj)}},

matrica:={vrijednostK/broj,vrijednostK,vrijednostktoj}];

broj=baza;

iteracijasimplex=1;

While[(broj-1)>rasponmin,

devetorka={};

For[i=1,i<=Length[matrica],
If[fiksiranin==False,ABfit:=AB/.{A0->A0fit,BO->BO0fit ,n->matrica[[i,2]],konst->matrica][[i, 1]]},

ABfit:=AB/.{A0->A0fit,BO->B0fit ,n->nprocjena,konstmatrica[[il]}l;

(* generiranje matrice koncentracija za jedan pgednosti parametara iz matrice *)

concmatrica={};
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For[j=1, j<=Length[konc],
AOfit=Transpose[konc][[1,j]];
BOfit=Transpose[konc][[2,j]];
AppendTo[concmatrica,{(AOfit-ABfit),(vrijednostn*Bit-ABfit), ABfit}];

J+;

epsilonifit=dataspektri.Pseudolnverse[Transposejoatrica]];
spektrifit=epsilonifit. Transpose[concmatrica];
sumakvadrata=Total[(dataspektri-spektrifit)*2,2];
AppendTo[devetorka,sumakvadrata];

i++];

(* traZzenje parametara za koje je suma kvadrateupéaja najmanja *)

vrijednostmin=Position[devetorka,Min[devetorka]][1]];

If[fiksiranin==False,
vrijednostK=matrica[[vrijednostmin,1]];
vrijednostn=matrica[[vrijednostmin,2]],
vrijednostK=matrica[[vrijednostmin]]

l;

brojnovi=1+baza*Exp[-faktor*iteracijasimplex];

broj=brojnovi;

iteracijasimplex++;

(* konatno odreivanje vrijednosti konstante ravnoteze i n *)
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deltaK=SetPrecision[Abs[vrijednostK-vrijednostK*j;80];

If[fiksiranin==False,deltan=SetPrecision[Abs[vrijeaktn-vrijednostn*broj],30]];

If[fiksiranin==False,matricamin={{vrijednostK-
deltaK,vrijednostn},{vrijednostK+deltaK,vrijednostfvrijednostK,vrijednostn-

deltan},{vrijednostK,vrijednostn+deltan},{vrijedndi,vrijednostn}},

matricamin={vrijednostK-2*deltaK,vrijednostK-
deltaK,vrijednostK,vrijednostK+deltaK,vrijednostK#deltaK}

I

petorka={};
Forl[i=1,i<=5,
If[fiksiranin==False,ABfit:=AB/.{A0->A0fit,BO->B0fit ,n->matricamin([i,2]],konst->matricamin[[i,1]]},
ABfit:=AB/.{A0->A0fit,BO->B0fit ,n->nprocjena,konstmatricamin([i]]}];
concmatrica={};
For[j=1, j<=Length[konc],
AOfit=Transpose[konc][[1,j]];
BOfit=Transpose[konc][[2,j]];
AppendTo[concmatrica,{(AOfit-ABfit), (vrijednostn*Bilt- ABfit), ABfit}];
L
epsilonifit=dataspektri.Pseudolnverse[Transposejoatrica]];
spektrifit=epsilonifit. Transpose[concmatrica];
sumakvadrata=Total[(dataspektri-spektrifit)*2,2];
AppendTo[petorka,sumakvadrata];

i++];
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If[fiksiranin==False,

tockeK=SetPrecision[{{matricamin[[1,1]],petorka[[}Xmatricamin[[5,1]],petorka[[5]]},{matricamin[[21
1].petorka([2]]}},30];

tocken=SetPrecision[{{matricamin[[3,2]],petorka[[3matricamin[[5,2]],petorka[[5]]},{matricamin[[4 2]
],petorka([4]}},30];

tockeK=SetPrecision[Transpose[{matricamin,petorkag]];

SetPrecision[parabolaK=Fit[tockeK {1,x,x*2}x],30]* fitanje parabole *)

If[fiksiranin==False,SetPrecision[parabolan=Fitfkea,{1,x,x"2},x],30]];
Kmin=SetPrecision[-parabolaK[[2,1]]/(2*parabolaK][3]),30];
If[fiksiranin==False,nmin=SetPrecision[-parabol&yfl]}/(2*parabolan([3,1]]),30],

nmin=nprocjenay;

(* ra¢unanje matrice koncentracija iz parametara kojiowdgaju minimumu sume kvadrata odstupanja *)
concmatrica={};
alfa={};
If[fiksiranin==False,
ABfit:=AB/.{A0->A0fit,BO->BO0fit ,n->nmin,konst->Kmin},
ABfit:=AB/.{A0->A0fit,BO->B0fit ,n->nprocjena,konst>Kmin};
For[j=1, j<=Length[konc],

AOfit=Transpose[konc][[1,j]];

BOfit=Transpose[konc][[2,]]];

AppendTo[concmatrica,{(AOfit-ABfit), (vrijednostn*Bilt-ABfit), ABfit}];
j*+;

33



epsilonifit=dataspektri.Pseudolnverse[Transposefowtrical];
spektrifit=epsilonifit. Transpose[concmatrica];
alfa=SetPrecision[{100*Transpose[concmatrica][[dTFanspose[konc][[1]]),

100*Transpose[concmatrica][[3]]/(Transpose[konc][[} 10];

konstprocjena=N[Log[10,Kmin],4];
nprocjena=N[nmin,4];

nafitanokraj=1;

Print[];

Print["Iteracija ", iteracija];

Print["Valna duljina "-> Reverse[valne][[jednavalha nm "];
Print[nonlinear];

Print["SIMPLEX od ",Reverse[valne][[IntegerPart[l&aafitmin]]]," nm do

" ,Reverse[valne][[IntegerPart[lambdafitmax]]]," rih

Print[ " K =" ,SetPrecision[Kmin,8]," LogK =",&Precision[Log[10,Kmin],8]," n="
,SetPrecision[nmin,8], " 1/n = ",SetPrecision[1inj8]];

iteracija++;

nafitaj=0;

If[reset==True,
nafitanokraj=0;
konstprocjena=defaultK;

nprocjena=defaultn;
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epsilonifit={};
spektrifit={};
alfa={};

reset=False;

(* spektri *)

If[prikaz==0,
dataplot=Transpose[spektri[[IntegerPart[lambdaniimlegerPart[lambdamax]]]];
spojeno=True;
prikaztemp=prikaz;

range={Min[Reverse[valne][[IntegerPart[lambdamihjtegerPart[lambdamax]]]], Max[Reverse[valne][[Int

egerPart[lambdamin];;IntegerPart[lambdamax]]]]};

intorder=1;

(* promjena apsorbancije na jednoj valnoj duljiezipodataka fita *)
If[prikaz==1\[And]spektrifit=={},
dataplot=Transpose[{omjer,spektri[[jednavalna]]}];
spojeno=False;
prikaztemp=prikaz;

range={Min[omjer],Max[omjer]};

(* promjena apsorbancije na jednoj valnoj duljippadacima fita *)

pozicijaekran=0;
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If[prikaz==1 \[And]spektrifit!={}\|And]lambdafitmin<=jednavalna<=lambdafitmax,

dataplot={Transpose[{omjer,dataspektri[[jednavalna-

lambdafitmin+1]]}], Transpose[{omjer,spekitrifit[[jathvalna-lambdafitmin+1]]}]};
spojeno={False,True};

prikaztemp=prikaz;

pozicijaekran=1;

range={Min[valne],Max[valne]};

intorder=2;

If[prikaz==1 \[And]spektrifit!={},

If[ lambdafitmin>jednavalna \[Or] lambdafitmax<jeavalna,
dataplot=Transpose[{omjer,spektri[[jednavalna]]}];
spojeno=False;
prikaztemp=prikaz;

range={Min[valne],Max[valne]};

Iffjednavalna<lambdamin,jednavalna=lambdamin];

Iffiednavalna>lambdamax,jednavalna=lambdamax];

(* prikaz izraunatih svojstvenih spektara *)
If[prikaz==2 \[And]epsilonifit!={},
dataplot=Transpose[epsilonifit];

prikaztemp=prikaz;
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spojeno=True;
range={Reverse[valne][[IntegerPart[lambdafitminR&verse[valne][[IntegerPart[lambdafitmax]]]};

intorder=2;

If[prikaz==2 \[And]epsilonifit=={}, prikaz=prikaztenp];
(* distribucijski dijagram *)
If[prikaz==3\[And] alfa!={},
dataplot=alfa;
spojeno=True;
prikaztemp=prikaz;
range={Min[omjer],Max[omjer]};

intorder=3;

If[prikaz==3\[And] alfa=={}, prikaz=prikaztemp];

(* eksport rezultata *)
If[exportfile==1,

rasponfita="SIMPLEX od "<>ToString[Reverse[valnéiffegerPart[lambdafitmin]]]]<>" nm do
"<>ToString[Reverse[valne][[IntegerPart[lambdafitaig]<>" nm ";

Export[StringJoin[ToString[imefilea],"_rezultatiit},rasponfita<>ToString[" K=
"<>ToString[SetPrecision[Kmin,8]]<>" LogK =" <>Tetring[ SetPrecision[Log[10,Kmin],8]]<>" n =
"<>ToString[SetPrecision[nmin,8]]]<>" 1/n = "<>®tring[SetPrecision[1/nmin,8]],"String"];

(* izracunati spektri *)
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spektrifitT=Transpose[spektrifit];

Export[StringJoin[ToString[imefilea],"_spektrifikt'], Transpose[PrependTo[spektrifitT,Reverse[va]fie]
ntegerPart[lambdafitmin];;IntegerPart[lambdafitmig}] TSV"];

(* izracunati molarni apsorpcijski koeficijenti *)
epsilonifitT=Transpose[epsilonifit];

sviepsiloni=Transpose[PrependTo[epsilonifitT,Reefralne][[IntegerPart[lambdafitmin];;IntegerPartjia
bdafitmax]]]]];

Export[StringJoin[ToString[imefilea],"_epsilonifikt"],sviepsiloni,"TSV"];

Export[StringJoin[ToString[imefilea],"_alfafit.tx}; Transpose[PrependTo[alfa,omjer]],"TSV"];

exportfile=0];

If[exportfile==2\[And] pozicijaekran==0,
Export[StringJoin[ToString[imefilea],".txt"],datapl," TSV"];

exportfile=0];

If[exportfile==2\[And] pozicijaekran==1,

Export[StringJoin[ToString[imefilea],".txt"], Trangse[{omjer,spektri[[jednavalna]],spektrifit[[jednaina]
LTSV

exportfile=0];

ListPlot[dataplot, Joined->spojeno, ImageSize->H0tRange->All,DataRange->range,InterpolationOrder

>intorder]

{valnamin,Reverse[valne][[lambdamin]],Control TypérputField},

{lambdamin,1,Length[spektri]-1,1},
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{valnamax,Reverse[valne][[lambdamax]],Control TypkputField},
{{lambdamax,Length[spektri]},lambdamin+1,Length[dpe],1},
{valnaduljina,Reverse[valne][[jednavalna]],Contrgfie->InputField},

{{iednavalna,1},IntegerPart[lambdamin],IntegerP&thbdamax],1},{{prikaz,0},{0->"Spektri",1-
>"Jednavalna",2->"Osnovni spektri",3->"Distr. dijag"}},

{{nafitaj,0,"nafitaj"},{0->"",1->"Izracuna;j"}},
{{konstprocjena,defaultk},Control Type->InputField},
{{nprocjena,defaultn,"procjena n"},ControlType->lafi-ield},
{{devijacija,0.001},Control Type->InputField},
{{pogreska,False,"Pogreske"},{False, True}},
{{fiksiranin,False,"Fiksirani n"},{True,False}},
{{reset,False,"reset"},{False->"", True->"Reset"}},

" "Parametri za simplex:",
{{rasponmin,0.0001,"rasponmin"},ControlType->Inpugkd},
{{baza,2,"baza"},ControlType->InputField},
{{faktor,0.2,"faktor"},ControlType->InputField},
T e wn ey port:”,
{{imefilea,upisi_ime,"ime filea:"},ControlType->InptField},
{{exportfile,0,"},{0->"",1->"rezultati",2->" slika "}},

TrackedSymbols:>{lambdamin,lambdamax,jednavalnkganafitaj,konstprocjena,lambdafitmin,lambdafit

max,nprocjena,rasponmin,baza,faktor,imefilea,exp@salnaduljina,fiksiranin,reset}]
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