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SANTRAUKA

Baltymai specifiskai saveikauja su kitomis makromolekulémis (ligandais) déka unika-
lios sandaros ir antrinés, tretinés bei ketvirtineés struktiiry. Sias sgveikas galima apibudinti
koreliacijomis tarp funkcijos, strukturos, kinetikos ir energijos. Realios baltymu-ligandy
sistemos dazniausiai yra sudétingos, todél, siekiant suprasti juose vykstanciy saveiky me-
chanizmus, daznai tiriamos jy modelinés sistemos nustatant termodinaminius parametrus.
Egzistuoja labai jvairios baltymuy-ligandy modelinés sistemos. Siame darbe tirta saveikau-
janc¢iy katijoniniy alkilaminy ir anijoniniy poliaminorugsciy jungimosi saveika.

Anijoniniy poliaminorugséiy (poliglutamato, poliaspartato) ir katijoniniy detergenty
(alifatiniy alkilaminy, kuriy grandines ilgis kito nuo 9 iki 13 anglies atomuy) saveika tirta
izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu.

Rezultatai parodeé, kad tokiose sistemose jungimosi saveika lemia hidrofobinis ir elekt-
rostatinis efektai. Taip pat, izoterminio titravimo metodu buvo nustatyti minéty sistemy
termodinaminiai parametrai, esant jvarioms temperaturoms ir tirpaly sudétims. Eksper-
imentiniy duomeny analizei pritaikytas matematinis modelis, jskaitantis jungimosi stip-

rumo ir kooperatyvumo parametrus.
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SUMMARY

Proteins show a variety of specific interactions with macromolecules and ligands which
result from their unique composition and secondary, ternary, quaternary structure. These
interactions can be described by correlations between function, structure, kinetics and
energy. Real protein-ligand systems are often complicated, thus, it is useful to determine
the interaction mechanisms by studying the thermodynamic parameters in simpler model
systems. There are many different protein-ligand model systems. In this thesis cationic
alkylamine and anionic polyamino acid systems were studied.

Thermodynamics of ion pair formation between anionic polyamino acids (polygluta-
mic acid, polyaspartic acid) and charged cationic detergents (nonylamine, decylamine,
undecylamine, dodecylamine, tridecylamine) were studied by isothermal titration calori-
metry.

Results have shown that the binding of alkylamines to polyamino acids was driven by
hydrophobic and electrostatic interactions. Thermodynamic parameters of alkylamines
and polyamino acids interactions in different solutions compositions and temperature
were determined using isothermal titration calorimetry. The binding model was applied

to describe the cooperative interactions between alkylamines and polyamino acids.
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IVADAS

Termodinaminiy metody taikymas suteikia svarbios informacijos apie saveikas baltymuy-
ligandy sistemose. Ligandai — tai mazos molekulinés masés cheminiai junginiai. Baltymai
gali specifiskai atpazinti ir griztamai prisijungti mazamolekulinius ligandus (jonus, lipi-
dus, angliavandenius), makromolekules (baltymus, DNR) ar net makromolekuliy komp-
leksus. Sias sgveikas galima apibiidinti koreliacijomis tarp funkcijos, struktiiros, kinetikos
ir energijos. Termodinaminiy parametry matavimas yra svarbus, nes biomolekuliy grizta-
moji nekovalentiné saveika apima nekovalentiniy jungé¢iy perskirstyma. Realios baltymuy-
ligandy sistemos dazniausiai yra sudétingos, todél, siekiant suprasti juose vykstanciy sa-
veiky mechanizmus, daznai tiriamos jy modelinés sistemos. Taigi, norint suzinoti daugiau
informacijos apie baltymu-ligandy saveikas yra nagriné¢jami termodinaminiai parametrai
ne tik realiose, tac¢iau ir modelinése baltymuy-ligandy sistemose.

Egzistuoja labai jvairios baltymy-ligandy modelinés sistemos. Siame darbe tirtos sa-

veikaujanciy katijoniniy alkilaminy ir anijoniniy poliaminorugciy sistemos.

Darbo tikslas:

Nustatyti standartinius saveikos termodinaminius parametrus neigiamg kruvj turinciy

poliaminorugsciy ir teigiama kruvj turinciy alkilaminy sistemose.

Darbo uzdaviniai:

1. ISmatuoti neigiama kruvj Soninése grandinése turin¢iy homopolimery (poliaspartato
ir poliglutamato) saveikos su katijoniniais detergentais (jvairaus alifatinés grandinés
ilgio alkilaminais) standartinius termodinaminius parametrus: laisvosios Gibso ener-
gijos, entalpijos, entropijos ir Siluminés talpos pokycius bei jungimosi pusiausvyros

konstantas.

2. Nustatyti minéty sistemy termodinaminius parametrus esant jvairioms temperati-

roms ir tirpaly sudétims.

3. Eksperimentiniy duomeny analizei pritaikyti matematinj modelj jskaitantj jungimo-

si stiprumo ir kooperatyvumo parametrus.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Termodinamika

Termodinamika yra mokslas, nagrinéjantis temperaturos ir silumos sgsajg su energi-
ja, darbu (Fermi, 1956). Tai tarsi taisykliy rinkinys, kuriam objektai ir procesai privalo
paklusti. Termodinamikos tyrimo objektas yra makroskopiniy termodinaminiy sistemy
siluminés savybés, nagrinéjamos operuojant termodinaminiais parametrais, kuriy pag-
rindiniai: vidiné energija, entropija, slégis, temperatura, Siluminé talpa, laisvoji Gibso
energija. Sie parametrai nusako termodinaminés sistemos biiseng ir jos ry$i su aplinka —
koduoja savyje informacija apie molekuliy konformacija (Boyd, 1968), solvatacijos efektus
(Aue et al., 1976), taip pat padeda nustatyti duju molekuliy (Myers ir Prausnitz, 1965),
lasteliy membrany (Almeida et al., 2005) savybes ir funkcijas bei aprasyti daugelj kity

procesuy.

Termodinamikos pagrinda sudaro keturi empiriniai désniai (Guggenheim (1986),
Haynie (2008)):

o Nulinis termodinamikos désnis — termodinaminé pusiausvyra. Jei sistema A yra pu-
siausvyroje su B, o B — pusiausvyroje su C, tai A yra pusiausvyroje su C (Haynie,
2008). Toks désnio formulavimas uztikrina terminés pusiausvyros vienareiksmisku-
ma, ko pasekoje jmanomas matematinis temperaturos formuluotés apibrézimas, o
tai leidzia sukurti prietaisus sistemy Siluminei busenai matuoti — termometrus (Lieb
ir Yngvason, 1999). Taip pat vienareiksmiskai nustatomas sistemos Siluminés bu-
senos pokytis (svarbus pirmam termodinamikos désniui) ir dviejy sujungty sistemy

pusiausvyros taskas (svarbus antram termodinamikos désniui).

o Pirmasis termodinamikos désnis teigia, kad norint pakeisti kuno energija, reikia
atlikti darbg arba Siluminés energijos perdavima. Remiantis dviem energijos perda-

vimo budais formuluojamas energijos tvermeés désnis:
AW =A+q, (1.1)

kur AW — bendros energijos pokytis, A — atliktas darbas, ¢ — Silumos kiekis.

Vykstant energijos perdavimo procesams, kai sistemos mechaniné energija nekinta,
pasikeicia tik vidiné energija, tuomet esant tokiomis salygomis suformuotas energi-
jos tvermes deésnis yra vadinamas pirmuoju termodinamikos désniu ir isreiskiamas
lygtimi:

AU = A+q, (1.2)

kur AU — sistemos vidinés energijos pokytis, A — atliktas darbas, ¢ — silumos kiekis.
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Is 1.2 lygties seka, kad sistemai suteikus tam tikra silumos kiekj, sistema pati atlieka

darbg ir tuo paciu keicia savo vidine energija:
qg=A+ AU, (1.3)

todél kita pirmojo termodinamikos désnio formuluoté gali buti tokia - ,,termodinami-
neés sistemos gautas Silumos kiekis (¢) yra lygus sistemos vidinés energijos poky¢cio
(AU) ir sistemos atlikto darbo (A) iSoriniy kuny atzvilgiu sumai“. Svarbi iSvada
yra tai, kad energijos kiekis izoliuotoje fizikin¢je sistemoje islieka pastovus, taciau

energijos formos gali kisti.

o Antrasis termodinamikos désnis apraso spontaniniy procesy kryptj ir teigia, kad
izoliuotoje sistemoje savaime vyksta procesai, kuriy metu energijos iSsibarstymas
didéja. Energijos issibarstyma apibrézia termodinaminis dydis — entropija (zym. S,
ziureti 1.1.4 skyriy). Kadangi siluma negali i$ Saltesnio kuno savaime teketi i Siltesnj
kung, tai reiskia, kad spontaniniai procesai vyksta terminés energijos sklaidymo

kryptimi, o entropijos pokytis (AS) didéja:

AS > 0. (1.4)

o Treciasis termodinamikos désnis jveda entropijos matavimo skalés nuline verte ir
teigia, kad idealios kristalinés medziagos entropija absoliutaus nulio temperaturoje

(0K) yra lygi nuliui, o visi procesai sustoja.

1.1.1. Temperatura

Temperatura yra termodinaminis dydis, skaitmeniskai jvertinantis objekty esanciy ter-
minéje pusiausvyroje Silumg — tai objekto Siltumo ar Saltumo matas, iSmatuojamas ter-
mometru. Nulinis termodinamikos désnis jgalina skirtingy matavimo skaliy, pavyzdziui:
Celsijaus, Farenheito egzistavima, o antrojo termodinamikos désnio déka yra apibréziama
Kelvino skalé¢ (Buchdahl, 1966). Kelvino skalé dar vadinama absoliutine temperaturos
skale, nes skalés nuliné verté lygi apatinei jmanomai temperaturos ribai (absoliutusis nu-

lis). Celsijaus ir Kelvino temperaturiniy skaliy sarysis:
Tx =Te + 273,15, (1.5)

kur Tk — temperatura Kelvino skaléje, o T - temperatura Celsijaus skaléje.
Vykstant siluminiams mainams dél siluminio laidumo, radiacijos, konvekcijos medziaga
gali pakeisti savo faze (agregatine busena, ziuréti 1.3 skyriy) (Gilbert, 2009), o taip pat

ir turj, spalva, magnetines savybes ir kietuma.



Danielius DVARECKAS LITERATUROS APZVALGA

1.1.2. Silumineé talpa

Siluminiy mainy metu Siluma perduodama i$ vieno kiino kitam. Suteikus medziagai
energijos (neatliekant darbo), jos temperatura dazniausiai pakyla — medziaga paSildoma.
[simtis tais atvejais, kuomet jvyksta faziy virsmas: garavimas ar kondensacija, tirpimas
ar stingimas, ar sublimacija (Gurses, 2012). Siluma sugerta ar isspinduliuota temperatii-

riniam vienetui pastovaus slégio salygomis vadinama silumine talpa (Haynes, 2013):

AH

O = A7

(1.6)
kur AT — temperaturos pokytis, o AH — entalpijos pokytis. 1.6 lygties privalumas yra tai,
jog dauguma cheminiy reakcijuy vyksta arba yra vykdomos atviruose induose (pastovaus

slégio salygomis). Siluminé talpa gali biiti i¥§matuojama ir pastovaus tirio salygomis:

AU

CV:E.

(1.7)

Cy kaip ir C, matuojama JK™! t.y. Silumos kiekis dziauliais, kurio reikia pakelti
medziagos temperatirg vienu kelvinu. Skirtuma tarp C), ir Cy verciy lemia besikeiciantis

sistemos turis, tuomet C,, nuo CYy skiriasi per universaliaja dujy konstanta (R):
Cp =Cy + R. (18)

Universalioji dujy konstanta (R) — tai toks Silumos kiekis, kuris sunaudojamas vidinei
sistemos energijai padidinti didziu Cy ir atlikti dujy plétimosi darbg pastovaus slégio
salygomis.

Reakcijoms skyséiuose ir kietuose kinuose C), ir Cy vertés skiriasi nezymiai. Kadangi
siluminé talpa priklauso nuo sistemos dydzio, kad atskirti siluminés talpos verte nuo me-
dziagos kiekio, jvedama Siluminés talpos charakteristika isreiksta medziagos vienetui. Tai
medziagos unikali savybé (Domalski ir Hearing, 1996), kuri vadinama specifine silumine

talpa.

1.1.3. Entalpija

Entalpija (is graiky kalbos — pasildymas) — tai Silumos kiekis, sugertas sistemos pasto-

vaus slégio salygomis (Mills, 1993):
AH = g, (1.9)

Pagal Hess’o désnj, vykstant tiek vienpakopéms, tiek daugiapakopéms reakcijoms per
keleta tarpiniy junginiy — islaikomas entalpijos adityvumas (Haynie, 2008). Kadangi

cheminés reakcijos siluminis efektas nepriklauso nuo to, per kokias tarpines stadijas vyksta
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procesas, bet priklauso tik nuo pradinés ir galutinés sistemos busenos, gyvose sistemose
vykstancius sudétingus procesus galima isskaidyti | sudétines dalis (reakcijas), o suminés

proceso entalpijos pokytis lygus atskiry procesy entalpijy poky¢iy sumai:

N
AH =" AH; (1.10)
i=1
kur AH — proceso entalpijos pokytis, o AH; — i-tosios proceso tarpinés reakcijos entalpijos
pokytis is NV tarpiniy reakcijy.

Eksperimentiskai entalpijos pokytis iSmatuojamas kalorimetru pastovaus slégio saly-
gomis fiksuojant temperaturinius poky¢ius, atsirandané¢ius dél cheminiy reakciju (Freire
et al., 1990). Egzoterminio proceso metu sistemai atidavus Siluma aplinkai entalpijos po-
kytis yra neigiamas, o endoterminés reakcijos metu sistemai sugerus Silumg iS aplinkos

entalpijos pokytis yra teigiamas (1.9 lygtis).

1.1.4. Entropija

Pakélus knyga nuo stalo ir ja paleidus laisvai kristi, knyga nukrenta ant stalo, o knygos
kinetiné energija paverc¢iama j terming energija, kuri smugio salycio vietoje pasiskirsto tarp
stalo ir knygos molekuliy. Nors pirmasis termodinamikos désnis teigia, kad energija niekur
nedingo, taciau iS praktikos zinome, kad knygos turéta kinetiné energija virtusi j Silumine
energija niekada savaime nevirs j kinetine t.y. tokia, kuri priversty pakilti knyga nuo stalo.
Sj energijos virsmy negriztamuma kiekybiskai apibiidina entropija. Entropija jvedama
kaip termodinaminé funkcija, parodanti kaip keiciasi terminés energijos issibarstymas.

Entropija taip pat apsprendzia savaiminio proceso kryptj. Negalima teigti, kad kiek-
vienas pokytis vyksta su minimalia energija, nes visatos bendra energija islicka pastovi.
Savaime vyksta tie procesai, kuriy metu issisklaido daugiausiai bendrosios energijos. Ma-

tematiskai entropija apibréziama kaip:

As— [ (1.11)
n T '
kur g, — griztamo proceso siluma, 77 — pradiné temperatura, 75 — galutiné temperatura
(Schiller, 2015).

Silumos pernagos tarp sistemos ir aplinkos nejmanoma pasiekti visiskai griztamomis
salygomis. 1.11 lygtis tik apibrézia AS kaip termodinaminj parametra. Tokiu atveju ent-
ropija yra busenos funkcija, o sistemos proceso AS verté nepriklauso nuo proceso kelio ir
gali buti taikoma negrjztamiems procesams, pavyzdziui — pastovios temperaturos salygo-
mis iSmatuota entropijos pokycio verte nepriklauso nuo to, per kiek zingsniy padidinamas
inde esanciy dujy turis.

Entropija padeda suprasti energijos virsmus, chemine pusiausvyra, procesus tokius
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kaip: tirpinio difuzija tirpiklyje skiedziant, dumy kylanciy i$ degancios medienos iSsisklai-
dymas, magnety aukstoje temperaturoje spontaninis iSsimagnetinimas, silumos savaiminis

tekéjimas j Saltesnj kuna (Haynie, 2008) ir pan.

a b
E =
= =
- —
<] <]
= =
<)) <))
Z Reaktantai A\ 2l T T T T 777 A Prot i
Z|Rea tantai 2 Produktai
@, @)
S AG <0 = AG >0
= =
0 0
3z 2
— —
Produktai Reaktantai
Reakcijos koordinateés Reakcijos koordinatés

1.1 pav. a) Cheminé reakcija esant neigiamam Gibso energijos poky¢iui. Energija isskiria-
ma, procesas spontaninis. b) Cheminé reakcija esant teigiamam Gibso energijos poky¢iui,
kurio metu energija absorbuojama.

1.1.5. Laisvoji Gibso energija

Laisvoji Gibso energija (AG) isreiskiama kaip entalpijos pokycio (AH) ir sandaugos

tarp termodinaminés temperaturos ir entropijos pokycio (T'AS) skirtumas:
AG =AH —TAS (1.12)

kur AG - laisvosios Gibso energijos pokytis pastovioje temperaturoje ir slégyje (Mills,
1993).

Laisvoji Gibso energija — tai energija, kuri gali buti panaudota atlikti darba. Jos
skaitmeniné israiska leidzia nuspéti griztamo proceso sistemos pokycius ir kryptj pastovios
temperaturos ir slégio salygomos.

Cheminés reakcijos krypties nustatymas pastovios temperaturos ir slégio salygomis
yra naudingas, nes gyvose sistemose cheminés reakcijos dazniausiai ir vyksta pastovios
temperaturos ir slégio salygomis. Taip pat tokiomis sglygomis yra atlieckami beveik visi
biocheminiai eksperimentai (Reece, 2011). Laisvosios Gibso energijos pokytis yra neigia-
mas (AG < 0) spontaniniams procesams, teigiamas (AG > 0) atvirkStiniams procesams
ir lygus nuliui (AG = 0) pusiausvyros salygomis. Idomu tai, kad AG bus neigiamas
bet kokio proceso vykstancio pastoviomis temperaturos ir slégio salygomis metu, dide-
jant entropijai. AG < 0 yra pagrindas aiskinant cheminj reaktinguma (1.1 paveikslas),

pusiausvyra, faziy elgsena.
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1.2 pav. Reakcija A —— B. Vykstant reakcijai sistemos sudétis keiciasi ir kinta lais-
voji Gibso energija. (1) — reaktantas A, (2) — produktas B. Reakcijos pusiausvyra ((3))
nusistovi reakcijos koordinatéje, kur pasiekiama AG minimali verté. a) Produkto AG
mazesné uz reaktanto, todeél tiesioginés reakcijos pusiausvyra bus pasislinkusi | desine
(pusiausvyroje yra daugiau produkto negu reaktanto). b) Produkto AG didesné uz reak-
tanto, todél atvirkstinés reakcijos pusiausvyra bus pasislinkusi j kaire (pusiausvyroje yra
daugiau reaktanto negu produkto). Adaptuota is (Lower, 2010).

1.2. Cheminé pusiausvyra ir reakcijos pusiausvyros konstanta

Norint nuspéti cheminius virsmus, reikia zinoti reakcijos komponenty laisvasias Gi-
bso energijas. Siam tikslui pasiekti jvedama komponento standartiné susidarymo Gibso
energija:

AGY = AH? — TAS?, (1.13)

kur AH§ — standartiné susidarymo entalpija, o AS} — standartiné susidarymo entropija.

Tuomet standartiné reakcijos laisvoji Gibso energija reakcijai:

AGe =) AGY, - AGY,, (1.14)

kur AG$, — standartine produkty susidarymo Gibso energija, o AG$, — standartiné
reaguojanciy medziagy susidarymo Gibso energija.

Taciau AG? verté neapraso visos reakcijos eigos, o tik laisvaja Gibso energija tam
tikroje reakcijos koordinatéje. Cheminés reakcijos metu vyksta nuolatiniai pokyciai kol
pasiekiama pusiausvyros busena (1.2 paveikslas). AG fizikiné prasmé yra ta, jog ji parodo
kaip sistemos laisvoji energija pasikeité reaktanto AG® atzvilgiu.

Reakcijai artéjant prie pusiausvyros, AG tampa maziau neigiamas, o pasiekus pusiau-
svyrg AG = 0, tuomet standartinés Gibso energijos ir pusiausvyros konstantos sarysis
iSreiskiamas kaip:

AG° = —RTInK,, (1.15)
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kur K, — pusiausvyros konstanta. Siame taske dvi skirtingos reakcijos vyksta vienodu
greiCiu priesingomis kryptimis. Atskiros molekulés toliau reaguoja, bet bendra reakcijos
misinio sudétis nekinta.

1.15 lygtis leidzia matuoti reakcijos komponenty fizikines savybes. Zinant standartines
formavimo entropijas ir entalpijas, galime nuspéti pusiausvyros konstantos verte nezinant

reakcijos mechanizmo.

1.3. Faziy virsmai

Fazé yra sritis termodinaminéje sistemoje, kurioje medziagos fizikinés savybés tokios
kaip tankis, luzio rodiklis, jmagnetéjimas, cheminé sudétis yra homogeninés, o faziy virs-
mas — tai procesas, kurio metu termodinaminé sistema atlikdama siluminius mainus per-
eina i$ vienos fazés | kita (Jaeger, 1998). Medziagy fazés atskiriamos pagal iSvaizda
(skystas vanduo vizualiai skiriasi nuo kristalinio ledo), esanéia riba tarp faziy (menisko
forma tarp skystos ir dujinés alkoholio fazés), o taip pat ir pagal molekuliy organizacija,
(sukiniy orientacija magnetiniuose domenuose). Faziy virsmo, kaip mokslinio reiskinio
nagrinéjimo pradzia galime laikyti skystos-dujy faziy termodinaminiy parametry nusta-
tyma, kuomet de la Tour (1822) eksperimentiskai atrado faziy pusiausvyros kritinj taska.
Pakélus temperaturg virs kritinio tasko, skystos fazés ir dujy fazés tankiai susivienodina
ir pranyksta tarpfaziné skiriamoji riba. Sj virsma de la Tour (1822) charakterizavo ne tik
temperaturiniu, bet ir sléginiu ir turiniu parametrais. Andrews (1869) eksperimentiskai
parode, kad skysta faze griztamai galima paversti dujine kritinio tasko riboje keic¢iant
temperaturg ar slégj.

Gibbs (1873) sukureé faziy diagrama, kurioje atvaizduojamas kritinis taskas, faziy sritys
ir faziy virsmo priklausomybé nuo termodinaminiy parametry (pavyzdziui: 1.3 paveik-
sle pateikta vandens temperaturos-slégio faziy diagrama). Faziy skiriamaja riba faziy
diagramoje Gibsas (angl. Gibbs) pavadino ,faziy koegzistavimo kreive®, o kritinj taska
apibrézeé kaip ribg faziy diagramos kreivéje, kuomet koegzistavimo kreivé nutruksta. Toks
apibudinimas tiko daugeliui skysc¢iy ir magnety sistemoms. Tais paciais metais van der
Waals (1873) savo daktaro disertacijoje pristaté busenos funkcija (matematinis sistemos
modelis aprasomas tos sistemos termodinaminiais parametrais), skyséiy kritiniam taskui
aprasyti. Svarbu paminéti, kad Curie (1895) eksperimentiskai nustaté kritine tempera-
tura, kuriai esant iSnyksta feromagnetinés magnetiniy daleliy savybeés, ko pasekoje Weiss
(1907) sukuré feromagnetizmo teorija, o kritinj taska pavadino ,Curie“ tasku.

Tolimesni detalus faziy virsmy tyrimai atlikti jvairiose modelinése sistemose. Sie mo-
deliai dazniausiai naudoja diskrecius mikroskopinius kintamuosius fiksuotus kristalinéje
gardeléje (Velasco, 2010). Tokie modeliai leidzia iSnagrinéti pagrindinius faziy virsmy
teorijos principus. Toliau panagrinésime tik dvieju-dimensiju Izingo (angl. Ising) modelj
(Ising, 1925).
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1.3 pav. Vandens faziy virsmy diagrama. Diagramoje pazyméti du svarbus taskai: tri-
gubas taskas (T}, p;) kuriame sistema egzistuoja trijose fazése (raudonas apskritimas), ir
kritinis taskas (T}, px), kuriame virsmo vizuali riba tarp duju ir skystos faziy pranyksta
(mélynas apskritimas). Adaptuota is (Fermi, 1956).

1.3.1. Izingo modelis

Skysciy, duju saveiky statistiné mechanika sudétinga. Dél Sios priezasties reikalingos
aproksimacijos. Izingo modelis is pradziy buvo naudojamas tirti feromagnetinius reiski-
nius, taciau véliau jgijo platesnj pritaikyma — netrivialiai aprasyti faziy virsmy prigimtj
ir vykstancias saveikas.

Izingo modelio didziausias privalumas yra paprastumas, taciau kartu modelis leidzia
kiekybiskai parodyti, jog trumpy atstumy saveikos tarp molekuliy gali sukelti tolimy
atstumy saveika, faziy virsma, besiskiriantj nuo klasikinio van der Valso (angl. wvan der
Waals) faziy virsmo (Gallavotti, 1999).

Issprendus vienos-dimensijos Izingo modelj buvo nustatyta, jog faziy virsmas nevyksta
(Ising, 1925). Taciau Izingas tuomet klydo spédamas, jog dvieju-dimensijy modelyje taip
pat nevyks faziy virsmai. Véliau spéjimas paneigtas Onsager (1944) iSsprendus dviejuy-
dimensijy Izingo modelj be iSorinio magnetinio lauko.

Izingo matematinio modelio sukiniy Hamiltonianas (klasikinéje mechanikoje tai yra
sistemos energija isreiksta per koordinates ir judesio kiekj) magnetinéms medziagoms

uzrasomas kaip:
N N
(%) (i=1)

kur N — daleliy skaicius, §; — i-taji gardelés mazga aprasantis sukinio kintamasis, galintis
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igyti vertes 1, kai ¢ = 1,2,3, ..., N, J; ; — saveikos tarp i-tosios ir j-tosios daleliy stipris,
H — magnetinio lauko stipris.

Ising (1925) modelyje pirmasis lygties narys apraso kaimyniniy daleliy saveikos ener-
gijy suma, antras narys apraso sistemos daleliy saveikos su iSoriniu magnetiniu lauku H.
Daleliy sukiniai gali iSsidéstyti tik lygiagreciai pasirinktai asiai, ¢; gali jgyti +1 reikSmes.
Saveika, kai J; ; > 0 yra vadinama feromagnetine, o kai J; ; < 0 — vadinama antiferomag-
netine, o kai J; ; = 0 — atomy sukiniai tarpusavyje nesgveikauja.

Izingo modeliu galima aprasyti jvairias sistemas. Jprastinéje magnetinéje interpreta-
cijoje, Izingo spiny kintamieji yra magnetinius momentus turintys atomy sukiniai, orien-
tuoti aukstyn arba zemyn isilgai magnetinio lauko. Kitas pavyzdys — dvinaris AB lydinys.
Siuo atveju, spiny kintamieji parodo uzimtuma atomy A arba B lydinyje. Tokio pacio
tipo kaimyniniy atomy energija —J; ;, skirtingy tipy +J; ;.

Izingo modelio interpretacijy daugialypiskumas ypatingas tuo, jog leidzia nagrinéti
pagrindines kritines jvairiy sistemy elgsenas. Izingo modelis taip pat pritaikomas che-
mijoje, molekulinéje biologijoje, kuomet nagrinéjama dideliy sistemy kooperatyvi saveika

(Cipra, 1987).
CoH,(NH H NSNS

ClOHZINHg_ H3N+\/\/\/\/\/
C,, HysNHY H NSNS SN
C12HQ5NH§r S\ e P e g

C,3H,, NH IS\ N N P N N

1.4 pav. Darbe naudoty alkilaminy formulés.

1.4. Micelés

Detergentai yra amfifilinés, poline ,,galvg" ir hidrofobine ,,uodega® turinc¢ios molekulés
(1.4 paveikslas), kuriy nepolinés grupes vengia kontakto su vandeniu, o polinés grupés
hidratuojasi. Detergentai vandeniniuose tirpaluose pasizymi unikalia savybe spontaniskai
formuoti sferines strukturas — miceles (jprastai agreguojasi nuo 10 iki 100 molekuliy)
(Haynes, 2013). Vandeniniuose tirpaluose hidrofiliné molekulés galva nukreipta | micelés
iSore, o hidrofobiné uodega yra nukreipta j micelés sferos centra. Micelizacija — griztamas
procesas, o pacios micelés yra termodinamiskai stabilios. Miceles formuojanciy molekuliy

sterinis faktorius, koncentracija, o ir hidrofiliniy ir hidrofobiniy daliy savybés, forma, dydis

10
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ir apsprendzia solvatacijos efekty. Agregacija j micelles yra koperatyvus, faze formuojantis

procesas (Shinoda ir Hutchinson, 1962).

1.4.1. Kritiné micelés koncentracija

Jau beveik pries 90 mety Ekwall (1927) pastebéjo surfaktanty fizikocheminiy savybiy
priklausomybe nuo koncentracijos. Véliau is to kilo kritinés micelés koncentracijos (angl.
critical micelle concentration, KMK) savoka. Mazose detergenty koncentracijose daugelis
fizikocheminiy savybiy rodo, jog agregacija nevyksta, taciau perzengus kriting micelés
koncentracijos riba, besikeician¢ios savybés rodo agregacija, faziy atsiskyrima (Lindman
ir Wennerstrom, 1980).

Eksperimentiniy KMK verc¢iy nustatymui dazniausiai yra atliekami elektrinio laidumo,
pavirsiaus jtampos, detergento tirpumo matavimai. KMK vertei didziausia jtaka daro
temperatura, detergento hidrofobinés ir hidrofilinés grupiy struktura, cheminé prigimtis,

o0 taip pat ir tirpale esantys elektrolitai ir priesjoniai (Mukerjee ir Mysels, 1972).

1.1 lentelé. Kai kuriy detergenty KMK vertés vandenyje esant 25 °C temperaturai. Deter-
gento formulé: C,,Ha,oNHZ Cl™, kur m — anglies atomy skaicius alifatin¢je grandinéje.
KMK vertés paimtos i§ Mukerjee ir Mysels (1972).

Detergentas m  KMK (M)
n-oktilamino chloridas 8 1,75 x 107!
n-decilamino chloridas 10 4.8 x 1072

n-dodecilamino chloridas 12 1,34 x 1072

n-tetradecilamino chloridas 14 1,0 x 1073

1.4.2. Miceliy termodinamika

Miceliy formavimo laisvosios Gibso energijos aproksimacija (Butt et al., 2006):
Aszic = /%Onic - M?irpiklio = RT IH(KMK), (117)

kur AG,,;. yra moliné micelizacijos Gibso energija, R — universalioji dujy konstanta, T —
temperatura kelvinais, KMK — kritiné micelés koncentracija.

Micelizacijos varomoji jéga yra hidrofobinés anglies grandinés (detergento uodegos)
persiorientavimas i$ hidrofilinés (vandens) j hidrofobine aplinka. Sis entropinis efektas
vadinamas hidrofobiniu efektu. Palyginus su aplinkos vandens molekuliy entropijos pa-
didéjimu, Sis entropinis efektas salyginai mazas. Vandens molekulés grieztai orientuojasi

aplink hidrofobines anglies grandines. KMK mazéja didéjant alkil- grandineés ilgiui (Esumi

11
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1.5 pav. Darbe naudoty alkilaminy faziy diagrama detergento koncentracijos ir jo alifa-
tinés grandinés ilgio koordinatése, esant 25 °C temperaturai. Faziy diagramos nubreztos
pagal Mukerjee ir Mysels (1972) duomenis.

ir Ueno, 2003). Tokia KMK ir detergenty anglies grandinés ilgio priklausomybé ir ma-
toma Siame darbe naudotuose detergentuose (1.5 paveikslas). Eksperimentuose naudotos
detergenty koncentracijos nevirsijo KMK ribos, kad isvengti micelizacijos ir jos salygoty

papildomy siluminiy efekty.

1.5. Hidrofobinis efektas

Baltymai yra ilgi polimerai, sudaryti iS aminorugciy. Gyvose sistemose baltymai susi-
vynioja j trimate struktura, taip jgydami funkcinj aktyvuma. Kyla klausimas: kas lemia
grandinés susivyniojima j kompaktiska globule?

Hidrofobiniy saveiky sgvoka apibrézia nepoliniy molekuliy polinkj agreguotis poliniuo-
se tirpikliuose ir iSstumti vandens molekules (Chandler, 2005). Zodis ,hidrofobinis“ pa-
zodziui reiskia ,vandens bijantis“. Sis efektas ypatingai svarbus baltymy-substraty sa-
veikoms, lipidy saviorganizacijai biomembranose, surfaktanty agregacijai ir yra viena is
baltymy susivyniojimo j natyvia struktura varomyju jégu (Kauzmann, 1959). Hidrofobi-
nis efektas padeda geriau suvokti daugelj biologiniy ir biocheminiy procesy, vykstanciy

molekuliniame lygyje.

1.5.1. Klasikinis hidrofobinio efekto modelis

Standartinéje temperaturoje ir slégyje (25°C, 1 atm), nepoliniai junginiai prastai tirps-
ta vandenyje. Nepolinés molekulés bando jsiterpti tarp poliniy molekuliy, tac¢iau solvata-

cijai poliniame tirpiklyje (vandenyje) priesinasi vandeniliniy rysiy tinklas. Kad vandens

12
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molekulés islaikyty vandenilinius rysius, vyksta vandens molekuliy persitvarkymas van-
dens ir nepolinés medziagos pavirsiuje. (Blokzijl ir Engberts, 1993) Yra zinoma, jog van-
dens molekulés vidutiniskai tarpusavyje suformuoja 3,6 vandenilinius rysius. Sisavybé yra
unikali vandeniui, nes néra jokiy kity panasios molekulinés masés junginiy, kurie gebéty
formuoti tokius tvirtus tarpmolekulinius rySius (Chaplin, 2012). Mazas molekulinis turis
leidzia vandens molekuléms formuoti tetraedrinius koordinacinius tinklus islaikant ypac
zemg izoterminj suspaudziamuma. Sios savybés déka vanduo gali apsupti nepolines mo-
lekules ir tuo paciu islaikyti bene visus vandenilinius rysius (Blokzijl ir Engberts, 1993).

Pirmi hidrofobinio efekto aiskinimai kilo i$ metano solvatacijos skirtingose tirpikliuose

1.2 lentelé. Dujinio metano solvatacijos termodinaminiai parametrai jvairiuose organi-
niuose tirpikliuose ir vandenyje esant 25 °C (duomenys i$ (Abraham, 1984)).

Tirpiklis AGy (kJ mol™) AH, (kJ mol™) —TASy (kJ mol™)

n-heksadekanas 12,7 -2,30 15,0
n-dekanas 13,0 -4,31 17,3
n-heksanas 13,1 -2,26 15,4

cikloheksanas 14,2 -3,01 17,2
dietil eteris 13,4 -3,34 16,7
benzenas 15,3 -1,25 16,6
acetonas 15,6 -2.80 18,4
1-propanolis 16,0 -10,3 26,3
etanolis 16,5 -8,78 25,3
metanolis 17,5 -7,94 25,4
vanduo 25,5 -13,8 39,3

termodinaminiy parametry esant kambario temperaturai (1.2 lentelé).

Kambario temperaturoje nepoliniy dujy istirpimas varomas entalpijos, o taip pat pa-
sizymi anomaliai dideliu Siluminés talpos poky¢iu (dujiniam metanui Siluminés talpos
pokytis esant 25°C yra 209 kJmol 'K~! (Hossein Naghibi ir Gill, 1986)). Tuo tarpu
siluminés talpos pokytis dujiniam metanui organiniuose tirpikliuose yra mazas. Menkas
tirpumas lemia didelj entropijos praradima. Istirpusiy dujy dalinio molinio turio ver-
té vandenyje yra panasi j molinj dujy turj virimo temperaturoje, kas yra jsidémeétina,
nes daliniai tirpiniy moliniai turiai organiniuose tirpikliuose yra zymiai didesni. Frank ir
Evans (1945) pasiulé molekulinj interpretacijos modelj, pavadinta ledkalnio (angl. iceberg)
modeliu, aiskinanc¢iu nejprastai didelj entropijos praradima tirpinant nepolines dujas.

Didéjant temperaturai, vandens molekulés jgyja didesne judéjimo laisve. Tuomet van-
dens molekuléms, esanc¢ioms salia hidrofobiniy sri¢iy, peréjimas j turinj vandenj tampa
naudingas, nes turineés vandens molekulés gali sudaryti daugiau vandeniliniy rysiy, ko
pasekoje aukstesnéje temperaturoje hidrofobinio efekto pagrindine varomaja jéga tampa

entalpija, o ne entropija (Doig ir Williams, 1991).
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1.6. Elektrostatika

Viena i$ klasikines elekstrostatikos taikymo sri¢iy — turinciy kruvj ir poliniy molekuliy
tirpaly nagrin¢jimas. Elektrostatiniai molekuliy pavirsiaus potencialy skaiciavimai paro-
do baltymuy, nukleorus¢iy molekuliy kruviy pasiskirstyma (Gilson et al., 1988), kiekybiskai
ivertina difuzija ribojanc¢ius procesus (Berg ir von Hippel, 1985), pH ir joninés jégos jtaka
molekuliy saveikai (Saksena ir Zydney, 1994) ir pan. Taciau jvertinti visas tirpalo mole-
kuliy saveikas sudétinga, o neretai ir visi procesai vykstantys saveikaujancioje sistemoje
neéra zinomi, todeél yra kuriami matematiniai modeliai, leidZiantys supaprastintai jvertinti

ir nuspéti nagrinéjamos sistemos elekstrostatinius efektus.

1.6.1. Puasono-Bolcmano lygtis

Puasono-Bolecmano (orig. Poisson—Boltzmann) lygtis yra viena is mezoskopiniy teoriju
aprasanti sistemos mobiliy jony elektrostatinj potencialg ir molekuliy kruviy pasiskirsty-
ma. Puasono-Bolecmano modelis supaprastintai charakterizuoja molekuliy elektrostatines
savybes, priesjoniy asociacija, solvatacijos elekstrostatinj indélj, molekulinio jungimosi
laisvasias energijas (Grochowski ir Trylska, 2008). Puasono-Bolcmano lygtis:

Amp(r)

VIE(r) V(1)) = () () sinh o (r)] = — 12 (118)

kur V — Laplaso operatorius, r — pozicijos vektorius, p(r) — kruvio tankio funkcija, kg —
Bolecmano konstanta, 7' — temperatura, €(r) — dielektriné funkcija, ¢(r) — elektrostatinio
potencialo funkcija, &(r) — Debajaus-Hukelio parametras (Honig ir Nicholls, 1995).
Analitiniai linijinés Puasono-Bolcmano lygties sprendiniai sudétingi, todél nagriné-
jamos sistemy molekulés neretai supaprastinamos iki paprastesniy geometriniy formy
(Sharp ir Honig, 1990), pavyzdziui: baltymy, kaip sfery elektrostatikos modeliai (Kirk-
wood (1934), Tanford et al. (1967)), DNR ir linijiniams polielektrolitams — cilindrinés
simetrijos modeliai (Alfrey et al. (1951); Katchalski et al. (1971), Manning (1978)). Nag-
rinéjant net ir tokius supaprastintus objektus, Puasono-Bolecmano lygtis jvertina tirpiklio
ekranavima, solvatacijos energija, drusky efektus, ir, lokaliy dielektriniy konstanty déka,
gali buti panaudota ir mikroskopiniame lygyje. Sudétingesnéms sistemoms nei cilindrai,

sferos ar ploksStumos pavirsiai atlieckami skaitmeniniai skaiciavimai.

1.7. Priesjoniy kondensacijos teorija

Tiek priesjoniy kondensacijos teorijoje, tiek Puasono-Bolecmano modelyje yra balansas
tarp entropijos varomos priesjoniy dispersijos ir entalpiskai naudingos polielektrolito kru-
viy traukos sgveikos, tac¢iau polielektrolity kondensacijos teorija geriau apraso procesus,

kuomet vyksta priesjoniy kondensacija ant polielektrolito.
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Mobilus jonai

1.6 pav. Manning (1978) polielektrolity kondensacijos teorijoje polielektrolito grandiné
idealizuota — tolygiai pasiskirs¢iusio begalinio kruvio tankio ir begalinio ilgio linijinéje
monomerinéje grandinéje, o sukondensuoty priesjoniy sluoksnis yra pusiausvyroje su po-
lielektrolita supancia jonine aplinka. Adaptuota is (Holst et al., 1994).

Polielektrolity kondensacijos teorija teigia, kad priesjoniai gali kondensuotis ant polie-
lektrolito, kuomet elektrolito grandinés gretimy monomery kruviy tankis (I, 1.19 lygtis)
pasiekia tam tikra kriting riba I'..;; (Record et al. (1976), Manning (1978), Manning
(2007)):

= Ap > et (1.19)
lq
kur I" — bedimensinis kruvio tankio parametras, [, — atstumas tarp gretimy kruvj turinciy
monomery, ['..; — kruviy tankio parametro kritiné riba, o A\g — Bjerum ilgis (Manning,
1978).

Bjerum ilgis yra vidutinis polielektrolito kruvio tankio pasiskirstymas angstremais.
Kambario temperaturoje (300 K) Ap ~ 7.1 Aol =1 (Record et al., 1978).

Siame darbe tirtose saveikaujanciy alkilaminiy ir poliaminoriigs¢iy sistemose priesjo-
niy kondensacijos efektai nebuvo nagrinéjami dél per mazo kruvio tankio. Kruviai néra
lokalizuoti poliaminorugscéiy grandinéje, o ant jsivaizduojamo cilindro formos pavirsiaus,
kur cilindro spindulys paskai¢iuojamas jvertinant polimerg sudaranciy aminorugsciy So-
ninés grandinés ilgj. Kadangi musy nagrinétoje sistemoje atstumai tarp gretimy kruviy
buvo didesni uz Ag, o I' vertés mazesnés uz I'..;; verte, buvo laikoma, kad alkilaminy ir

poliaminorusciy saveikos metu nevyksta priesjoniy kondensacija (ziuréti 2.2.3 skyriuy).
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1.8. Izoterminio titravimo kalorimetrija (ITK)

[zoterminio titravimo kalorimetrija (ITK, angl. isothermal titration calorimetry) — tai
toks eksperimentinis metodas, kuomet pagal registruojama jungimosi siluma titruojant
vieng tirpalg j kita tirpala tiesiogiai nustatomi termodinaminiai parametrai — entalpijos
pokytis (AH) ir jungimosi konstanta (K;). Gibso energijos (AG) ir entropijos (AS) po-
kyciai apskaic¢iuojami iS termodinaminiy lygéiu. Gibso energijos pokytis apskaiciuojamas
is lygties:

AG = —RT In Ky, (1.20)

o entropijos pokytis is lygties:
AG = AH —TAS. (1.21)

Atlikus eksperimentus keliose temperaturose iSmatuojamas siluminés talpos pokytis (AC,).

Nustatyti termodinaminiai parametrai suteikia galimybe geriau iSnagrinéti ir paly-
ginti baltymuy-ligandy sistemas, o taip pat ir kurti baltymuy-ligandy saveika aprasancius

modelius.

1.8.1. Teorija

Tipinis ITK eksperimentas atlickamas palaipsniui titruojant vieng komponenta j dar-
bine cele, kurioje yra kitas nagrinéjamos sistemos komponentas (1.7a paveikslas). Izoter-
minio titravimo kalorimetras tiesiogiai matuoja titruojamy tirpaly sgveikos ir cheminiy
reakcijy metu vykstancius Silumos mainus. Kiekvienos injekcijos sukeltos cheminés reak-
cijos metu iSsskiriamas ar sugeriamas tam tikras silumos kiekis (g;), proporcingas i-tosios

injekcijos su baltymu besijungiancio ligando kiekiui (V' x AL;) ir reakcijos entalpijai (AH ):

kur V' — darbinés celés turis, o AL; yra besijungiancio ligando koncentracijos padidéjimo
pokytis po i-tosios injekcijos (Leavitt ir Freire, 2001).

Modernus izoterminio titravimo kalorimetras veikia galios kompensacijos principu.
Signalas (iSvestis) yra galios kiekis (energijos kiekis laiko vienetui), reikaligas palaiky-
ti pastovig temperatura tarp palyginamosios ir darbinés celiy. Tuomet injekcijos metu
issiskyrusi Siluma atitinka plota tarp injekcijos piko ir bazinés linijos (1.7b paveikslas).
Kadangi po kiekvienos injekcijos mazéja laisvo baltymo kiekis, tai po kiekvienos injekcijos
mazéja piko aukstis ir plotas, kol pasiekiamas jsotinimas. Injekcijy pikai po jsotinimo yra

susije su mechaniniu maisymu ir skiedimo efektais, todél juos reikia jvertinti.
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1.7 pav. a) ITK aparato principiné schema. b) ITK prietaiso duomeny isvestis (virSutinis
brézinys) ir integruota entalpijos kreivé (apatinis brézinys).

1.8.2. Privalumai

ITK eksperimentai atliekami naudojant natyvius baltymus, ju nemodifikuojant. Rea-
guojanciy medziagy nereikia imobilizuoti, jos saveikauja tirpale (Garbett ir Chaires, 2012).
Taip pat ITK eksperimentui nedaro jtakos reaguojanciy medziagy spektroskopinés savy-
bés, vidiné (arba intrinstiné) fluorescencija ar optinis tankis, o tai reiskia, jog metodas
néra jautrus vykstanciam agregacijos procesui. Sie ITK metodo privalumai leidzia keiciant
tirpalo kompozicija nagrinéti saveikas tarp detergeny ir poliaminorugéiy, kai saveikos pro-
ceso metu vyksta agregacija, ko negalétume padaryti optiniais metodai (Boudker ir Oh,
2015).

ITK suteikia daug ziniy apie nagrinéjamos sistemos stechiometrija (n), termodinami-
nius parametrus, tokius kaip entalpija (AH), entropija (AS), standartiné laisvoji Gibso
energija (AG), siluminé talpa (C,) ir disociacijos konstanta (K,). ITK padeda supras-
ti vykstancius reakcijy, kooperatyvumo efektus, Siluminius pokycius, todél ji yra placiai
pritaikoma: antikiiny ir antigeny, ligandy, baltymuy, peptidy, fermenty, slopikliy, DNR

saveikos tyrimuose, kinetikoje (Perozzo et al., 2004).

1.8.3. Trukumai

ITK metodu labai stipriai ar labai silpnai besijungianciy ligandy jungimosi konstanta
(Ky, K4 = 1/K}) nustatyti sudétinga. Idealiomis salygomis, ITK eksperimente baltymo
koncentracija turi virsyti baltymo-ligando komplekso disociacijos konstantos K, verte
nuo 5 iki 500 karty. Jungimosi saveikos modeliui su n identisky jungimosi centry, Sis

reikalavimas dazniausiai aprasomas parametru Vaismano c-faktoriumi (Wiseman, 1989):

_TLPt

C
Ky’

(1.23)
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1.8 pav. ITK teorinés dozavimo kreivés, esant skirtingoms disociacijos konstantoms Kj.

kur P, — bendra baltymo koncentracija, K; — baltymo-ligando komplekso disociacijos
konstanta, n - stechiometrija.

[zoterminio titravimo kalorimetrija néra tinkamas metodas labai stipriai ar labai silp-
nai besijungianciy ligandy Ky nustatymui. Kokybiskai jvertinti reakcijos K, galima tik
tada, kai 5 < ¢ < 500. Tokioms kreivéms nesunku nustatyti termodinaminius parametrus.
Esant labai stipriam ar silpnam jungimusi, jungimosi konstatos Ky tiksliai nustatyti ne-
galime, nes tokiems atvejams skirtumas tarp dozavimo kreiviy polinkio kampo yra mazas,
o K skiriasi desimtimis karty (1.8 paveikslas). Is 1.23 lygties matyti, kad K, nustatyma
riboja bendra baltymo koncentracija P;.

Atliekant I'TK eksperimentus svarbu jvertinti tiek baltymo, tiek ligando stabilumg ir
tirpuma. Dauguma hidrofobiniy ir amfifiliniy ligandy yra netinkami butent dél prasto
tirpumo atitinkamose koncentracijose, reikalingose atlikti eksperimenta. Vykstant tokiy
ligandy agregacijai, iSsiskiria dideli Silumos kiekiai, kurie gali paslépti komplekso susida-
rymo Siluma (Boudker ir Oh, 2015). Taip pat baltymas gali buti nepakankamai stabilus
viso eksperimento metu (daugiau nei valanda), atitinkamoje temperaturoje ar vykstant
nuolatiniam meéginio maisymui celéje.

Taip pat, nepaisant jau minéty priezasciy, naudingi eksperimentiniai duomenys ne-

gaunami esant maziems Siluminiams efektams komplekso formavimosi metu.

1.9. Zimm-Bragg modelis

Tai statistinés mechanikos modelis aprasantis polimeriniy grandiniy konformacinius

virsmus (Zimm ir Bragg, 1959).
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Tvarkinga spiralée M Netvarkinga spiralé

1.9 pav. Tvarkingos spiralés polimero molekulés iSsidésto tvarkinga a-spirale (paveikslas
kairéje). Netvarkingos spiralés polimero molekulés iSsidésto atsitiktine spirale (paveikslas
desingje).

Modelyje polipeptido grandinés monomerai gali jgyti dvi strukturas: netvarkingg spi-
ralés struktura (Zym. C) ir tvarkinga a-spiralés struktura (zym. H, 1.9 paveikslas).
Tuomet tokia polipeptido grandiné uzrasoma kaip C ir H struktury seka, pavyzdziui -
CCHHCH.

Modelyje netvarkinga polipeptidiné spiralé virsta tvarkinga spirale nukleacijos ir elon-
gacijos procesy metu. Nukleacijos proceso metu tarp aminorugsciy susidaro pirmieji
a-spiraléms budingi vandeniliniai rySiai, o spiralés elongacijos metu vandeniliniai rysiai
susidaro Salia jau suformuoty vandeniliniy jungc¢iy. Nukleacija vyksta atsitiktinése poli-
peptidinés grandinés vietose ir su vienoda jvykio tikimybe.

Elongacijos parametras s apibréziamas kaip:

5= & (1.24)

kur s yra C strukturos virtimo H struktura pusiausvyros konstanta salia jau esancios H

srities. Nukleacijos proceso metu C struktura virsta H struktura salia esanciy C struk-

tliry. Si pusiausvyros kosntanta isreiskiama kaip os. Daugumai aminorugsciy s Siek tiek
didesnis uz 1, 0 ¢ &~ nuo 10™* iki 1073 (Zimm et al., 1959).

Kadangi grandinés ilgis N gali jgyti jvairia konfiguracija, paskaiciuojama statistiné

suma Z:
N

ZN:1+Z(N—k+1)ask:1+as

k=1

N —s— Ns

B Py e (1.25)

kur (N — k+ 1) yra k H struktury buvimo salia viena kitos galimy kombinacijy skaicius,
N — polimero grandinés skaicius.

Tikimybé i-tojo monomero buti C arba H strukturos priklauso nuo greta esancio (i—1)-
tojo ir i-tojo monomero struktury kombinacijos (1.3 lentelé).

Nors nukleacija energetiskai nenaudinga, nes fiksuojant aminorugsciy pakaitus erd-

véja mazéja entropija, energija kompensuojama energetiskai naudingy vandeniliniy rysiy
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1.3 lentelé. Polipeptide greta esanciy (i—1) ir 7 skirtingy struktury kombinaciju statistiniai
svoriai. Cia C — netvarkinga spiralés struktura, o H yra tvarkinga a-spiralés struktura.

1—1 ¢ Statistinis svoris

C C 1
H C 1
C H s
H H s

formavimu. Taip pat entropiskai naudingas keliy spiralizacijos centry sudarymas, prie-
singu atveju polipeptidiné grandiné nesusivinynioty j viena ilgg grandine (Haynie, 2008).
[simtis — trumpos polipeptidinés grandineés, tuomet tikétinas vienas nukleacijos centras
nulemtas energetinio nukleacijos proceso nepalankumo.

Spiraliniy struktury stabilumas skirtingoms aminorugsciy sekoms skiriasi. Zimm-

Bragg modelis strukturos atzvilgiu jvertina spiraliy formavimosi tendencijas.

1.9.1. Alkilaminy ir DNR saveikos modelis

Matulis et al. (2002) matematiskai apraso kooperatyvios alkilaminy ir DNR saveikos
modelj. Modelis isvestas i§ Zimm-Bragg DNR lydymosi modelio (Zimm ir Bragg, 1959),

kuriame iSsivyniojusi DNR dalis (©) isreiskiama kaip dvieju parametry s ir o funkcija:

1 1 s—1
0= §+§ <\/(3—1)2+430>’ (1.26)

kur s — vienos baziy poros jungimosi stiprumas, o ¢ — kooperatyvumo parametras, paro-

dantis kiek karty tikimybé yra mazesné, kad lingandai prisijungia nutolusiai vienas nuo
kito, nei greta (Grosberg ir Khokhlov, 1994).

Kitaip nei DNR lydimosi modelyje, jvedamas w (w = 1/0) kooperatyvumo parametras,
parodantis kiek karty tikimybeé yra didesné, kad lingandai prisijungia greta, nei nutolus,

o jungimosi stiprumas zym. K, tuomet DNR fosfato (DNRP) prijungta ligando dalis (©):

1 1 K,—1
\/ (Ky—1)2+4="
w
o elektrostatiné alkilaminy jungimosi konstanta (Ke.):
[DNRP];0¢ ¢
Ke ec — Ks 5 1.28
I (?Jf [Na+] p ( )

kur [DNRP],,, — viso DNR fosfato koncentracija, y; — [DNRP],,, ir pridéto [RNH; ] san-

t
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tykis, [Na+] — natrio jony koncentracija, a — parametras, priklausantis nuo tirpalo joninés
jégos (Rouzina ir Bloomfield, 1996) ir lygus 1 ([NaCl]— 0 M), 1 ([NaCl]— ~1 M), o K,
— specifines elektrostatines jégas aprasanti konstanta.

Tuomet jungimosi konstanta uzrasoma kaip elektrostatinés jungimosi konstantos K.

ir kooperatyvumo w sandauga:
Kb - Kelecw- (129)

Pasitelkus 1.27, 1.28 ir 1.29 lygtis isreiskiama prijungto ligando dalis:

DNRP ¢
(yf[ R ]tot Ksp) W — 1

o-1i1, [Na] . (1.30)

ITK matuoja Silumos pokyti titruojant liganda j kiuvete. Siluma yra proporcinga pri-

jungtam lingandui ir nepriklauso nuo reakcijos eigos. Si giluma — entalpija, nes palaikomos

pastovaus slégio salygos. I'TK eksperimento injekcijy entalpijos isreiskiamos kaip:

00
0H(y) = AH—, 1.31
() = A (131
kur y — pridéto ligando [RNH; | koncentracijos ir kiuvetéje esan¢io [DNRP] koncentracijos
santykis, o AH — integraliné moliné entalpija, gaunama eksperimentiskai sudéjus silumas,
issiskyrusias ar sugertas titravimo metu.

Teorinés kreivés taskai paskaic¢iuojami is eksperimentiniy tasky lygtimi:
00  0; — O
dy Yi — Yi-1) ’

kur ¢ — i-toji injekcija j kalorimetro darbine cele.

(1.32)

Modelis nuspéja eksperimentiniy kreiviy pozicija ir forma kaip funkcijg nuo alkil- gran-
dineés ilgio, joninés jégos ir DNR koncentracijos. Siame darbe modelis taikomas nustatyti

alkilaminy ir poliaminy saveiky termodinaminius parametrus.

1.10. Globali duomeny analizé

Analizuojant duomeny kreives pagal tam tikrag model] ieSkoma modelio parametro
verciy, su kuriomis teorinis modelis geriausiai apraso nagrinéjamus duomenis. Kartais
reikia nagrinéti keletg atskiry duomeny rinkiniy, turinciy bendrg ar susietg tarpusavyje
parametra — tuomet tai vadiname globalia duomeny analize.

Globalus modelis apraso ne vieng teorine kreive, o kreiviy Seima. Siuo atveju dalis
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parametry yra bendri ir jy vertés priskiriamos visoms kreivéms bendrai, o tuo tarpu kiti
parametrai islieka nepriklausomi kiekvienai kreivei. Kiekvienam bendram parametrui
suskaiciuojama verté, geriausiai atitinkanti visa duomeny rinkinj, o nepriklausomiems
parametrams — vertés parenkamos atskirai kiekvienai kreivei.

Netiesinés regresijos budu surandamos modelio parametry vertés, kuriomis esant gau-
nama panasiausia teoriné kreivé duotiems duomenis. Panasiausia teoriné kreivé randama
maziausiy kvadraty (angl. least square) metodu — suskai¢iuojant maziausia suma atstu-
my tarp vertikaliy duomeny ir teorinés kreivés tasky kvadraty. Taigi, globalios regresijos
atveju visas duomeny rinkinys analizuojamas vienu metu ir yra minimizuoja viso rinkinio
maziausiy kvadraty suma.

Globali analizé gali buti atlikta tik tuomet, kai visi duomeny rinkinio globalus pa-
rametrai pateikiami vienodais vienetais, o duomeny issibarstymas apytiksliai vienodas

(Motulsky ir Christopoulos, 2003).
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2. PRIETAISAI, MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Naudoti prietaisai, medziagos

2.1.1. Prietaisai

1. Kalorimetras ,Microcal MCS* (angl. Micro Calorimetry System)
2. Analitinés svarstyklés ,,A&D GR-200“

3. pH-metras ,LaboChema®

2.1.2. Medziagos, reagentai ir juy paruosimas

Moksliniame tyrime panaudotos Sios, i Sigma-Aldrich pirktos polipeptidy druskos:
poli-L-glutamo rugsties natrio druska, poli-L-asparto rugsties natrio druska. Poliamino-
rugsciy tirpalai paruosti tirpinant distiliuotame Mili-Q vandenyje ir laikomi -20 °C tem-
peraturoje. Druskos rugstis pirkta i$ Sigma-Aldrich.

Tyrime panaudoti Sie detergentai: oktilaminas, nonilaminas, decilaminas, undecilami-
nas, dodecilaminas, tridecilaminas. Detergenty tirpalai ruosti tirpinant Mili-Q vandeyje
20 1M koncentracijos ir siekant pilnai istirpinti poliaming titruojant druskos rugstimi iki
pH = 5. Detergenty tirpalai laikomi kambario (25 °C) temperaturoje.

Poliaminorugsciy tirpalai ruosiami 50 mM koncentracijos atsveriant reikiama kiekj me-
dziagos. ITK eksperimentuose poliaminorugsciy koncentracijos iSreikstos vienam ami-
norugsties monomerui. Poliaminorugéiy grynumui patikrinti atlikta elementiné analizé.
Elementiné analizé atlikta elementiniu analizatoriumi Thermo Scientific Flash 2000. C, H
ir N cheminiy elementy dalis matuota pGlu (C;H4NO,;Na - nH,0): 32,38 (31,82)%, 5,39
(5,:44)% ir 7,29 (7,42)%, eilés tvarka C, H, N. Skaiciai skliausteliuose nurodo suskai¢iuota
verte. Meéginyje rasta (20,040,8)% H,O. Tai patvirtino pGlu grynuma ir vandens masés
dalies tikslumg. Tokiu paciu principu atlika cheminiy elementy C, H, ir N analizé ir pAsp
(C,H,NO;Na - nH,0, rasta (14,8+0,5)% H,0) C - 30,15 (29,86)%, H — 4,34 (4,16)%, N
— 8,62 (8,71)%. Elementinés analizés standartiné paklaida C, H ir N yra 0,07%, 0,05% ir
0,01%.

2.2. Metodai

2.2.1. Izoterminio titravimo eksperimentas

Eksperimentai atlikti Microcal (Northampton, MA) MCS (angl. Micro Calorimetry
System) izoterminio titravimo kalorimetru. Eksperimentui kalorimetras paruosiamas dar-
bine cele pakartotinai plaunant Milli-Q vandeniu ir praskalaujant paruostu tirpalu. Eks-

perimentai atlikti pastovioje temperaturoje, temperaturos intervale nuo 25°C iki 60°C.
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Svirk§to maiSymo greitis 300 apsisukimy per minute. Iprastai svirkste 5 mM koncentra-
cijos detergento tirpalas, nebent nurodyta kitaip. Eksperimentai planuoti su 0,5 mM po-
liaminorugties koncentracija darbinéje celéje, kad eksperimento viduryje buty pasiektas
1:1 detergento ir poliaminorugsties molekuliy santykis, taciau atlikus elementine anali-
ze, dél méginiuose rasto vandens patikslintos naudotos poliaminorugsciy koncentracijos:
kalorimetro darbinéje celéje 0,40 mM pGlu ar 0,425 mM pAsp, nebent nurodyta kitaip.
Celés ir svirksto turiai 1,34 mL ir 250 pL. (iSvardinta eilés tvarka). Nusistovéjus bazinei
linijai, pirma injekcija automatiskai atlieckama po 3 minuciy. Titruojama 25 injekcijomis
po 10 uL intervalu kas 3 minutes.

Eksperimentams budinga kalno formos jungimosi kreivé. Tipinis eksperimento rezul-

tatas pavaizduotas 2.1 paveiksle.

2.2.2. Jungimosi entalpijos, stechiometrijos nustatymas

Suminé jungimosi entalpija iSmatuojama sudéjus ir perskaic¢iavus moliui medziagos

atskiry injekcijy metu issiskyrusias jungimosi silumas (2.1 paveikslas).
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2.1 pav. 0,4mM pGlu saveikos su 5mM C,,H,;NHF ITK eksperimento duomenys. a)
Neapdoroti eksperimento duomenys. b) Integruotas iSsiskyres Silumos kiekis kiekvienos
injekcijos metu (integruotas plotas atvaizduota horizontaliomis linijomis).

Jungimosi entalpijos nustatytos integruojant ITK duomenis. Tam buvo panaudota
Origin 7 ( © OriginLab Corporation) duomeny integravimo priemoné (MicroCal, 2004).

Kadangi patikrinus poliaminorugciy grynuma elementinés analizés metodu pGlu me-
ginyje rasta (20,0+£0,8)% H,O, o pAsp méginyje (14,8+0,5)% H,O, tikétina jungimosi
stechiometrija n = 0,80 (pGlu) ir n = 0,85 (pAsp).
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2.2.3. Priesjoniy kondensacijos jvertinimas

Norint jvertinti ar nagrinétose sistemose vyksta priesjoniy kondensacija (ziuréti 1.7
skyriy), buvo atlikti pGlu ir pAsp poliaminorugséiy teoriniai kruvio tankio atstumo (Ap)
skaic¢iavimai.

Kadangi kruviai linke pasiskirstyti didziausiu atstumu vienas nuo kito, atstumai tarp
homopolimero aminorugsciy gretimy kruviy centry paskaiciuoti esant iStiesintai polimero
grandinés konfiguracijai. ApskaiCiuotas atstumas tarp ¢ ir (i + 1) kruvig pAsp buvo
744, 0 pGlu — 7,9A. Analize parodé, kad apskait¢iuotos I' vertes yra mazesnés uz [e
(1.19 lygtis), todeél priesjoniy kondensacijos efektai neturéjo jtakos nustatant nagrinéjamy

sistemy termodinaminius parametrus.

2.2.4. Alkilaminy ir poliaminorugsciy saveikos modelis

Jungimosi stiprumas ir kooperatyvumas jvertintas remiantis D. Matulio alkilaminy ir
DNR saveikos modeliu (ziuréti 1.9.1 skyriy), pritaikytu katijoniniy alkilaminy ir anijoniniy
poliaminorugsciy saveikai nagrinéti. Analogiskai 1.30 lygciai, besijungiancio ligando dalis

(©):

< LPAR]tot >a
yf—+Ksp w—1
o— 1 N 1 " [Nat]

kur w — kooperatyvumas, K, — specifinés konkurencijos konstanta, y; — pridéto [RNH;]

Y (2'1)

ir visos [pAR],,, koncentracijy santykis, o — joninés jégos koeficientas.
Tuomet analogiskai alkilaminy ir DNR saveikos atveju jungimosi entalpija paskaiciuo-
jama pagal 1.31 lygti, o teorinés kreivés — remiantis 1.32 lygtimi.

Tokios sistemos jungimosi konstanta iSreiskiama kaip:
Kb =K spW (22)

2.2.5. Globali duomeny analizé

Alkilaminy ir poliaminorugséiy saveikos modelis neturi analitinio sprendinio, todél
taikomas skaitmeninis sprendimo budas.

Jungimosi stiprumui ir kooperatyvumui jvertinti (ziuréti 1.9.1 skyriy) parasytas ma-
tematinis modulis PYTHON programavimo kalba (3.4 versija) panaudojant duomeny
analizei skirta LMFIT (Newville et al., 2014) programinj paketa.

Alkilaminy ir poliaminorugsciy saveikos teorinés kreivés generuojamos kaip 1.32 lygties
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funkcija:
f(Ksp,w,n, AH), (2.3)

kur K, — specifinés konkurencijos konstanta, w — kooperatyvumas, n — stechiometrija,

AH — integraliné entalpija.
Pagrindiniai duomeny analizés etapai:

1. I8 poliaminorugsties (pAsp ar pGlu) saveikos (toje pacioje temperaturoje) su nagri-

nétais alifatiniais alkilaminais sudaromas eksperimentiniy duomeny rinkinys.

2. Poliaminorugsties ir alkilamino sgveikos duomeniy rinkiniui nustatomos iSmatuotos

integruotos entalpijos vertés ir stechiometrija (ziuréti 2.2.2 skyriy).

3. Nustatoma kooperatyvumo (w) parametro verté. Trumpiausia alifatinge grandine
turinc¢io alkilamino kooperatyvumo parametro vertei leidziama kisti laisvai, o il-
gesniems alkilaminams kooperatyvumas susiejamas su kooperatyvumo faktoriumi
(wen,), kuris pailgeja 4,24 kartus alkilamino alifatinei grandinei pailgéjant viena
metilen- grupe. Tokia metilen- grupés jtaka jungimuisi buvo stebima daugeliui ali-
fatiniy grandiniy (McAuliffe (1966), Tanford (1980), bei alkilaminy agreagacijos
procesuose (Matulis ir Bloomfield, 2001).

4. Parenkamos pradines Ky, ir w vertés ir paleidZiama programa, kuri keisdama K,
ir w parametry vertes randa tokias parametry rinkinio vertes, su kuriomis yra ma-

ziausia kvadraty suma tarp eksperimentiniy ir teoriniy kreiviy tasky.
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3. TYRIMO REZULTATAI

Siame darbe izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu buvo tirti neigiamai jkrau-
ty anijoniniy poliaminorugscéiy ir katijoniniy detergenty sgveikos termodinaminiai pa-
rametrai. Tirta kaip Sie parametrai priklauso nuo temperaturos, tirpalo joninés jégos,
medziagu koncentracijos, cheminés strukturos (aminorugsties Soninés grupes, detergento
joninés grupes, hidrofobinés dalies ilgio). Taip pat tirtas $iy sistemy jungimosi stiprumas
ir kooperatyvumas taikant alkilaminy ir poliaminorugsciy saveikos modelj aprasyta 2.2.4

skyriuje.

3.1. Saveikos stechiometrija ir koncentracijos jtaka sgveikai

ITK eksperimentai planuoti taip, kad eksperimenty metu detergento molekulei jun-
giantis prie kruvj turin¢ios aminorugsties soninés grupes, santykis 1:1 buty pasiektas eks-
perimento viduryje, tac¢iau is eksperimentiniy rezultaty buvo matyti, kad sis santykis pa-
siekiamas anksciau nei tikétasi. Tai galéjo lemti poliaminorugsciy grynumas, todél atlikta
elementiné poliaminorugsciy analizé, kuri patikslino poliaminorugsciy medziagose esantj
vandens kiekj. [vertinus medziagose rasta vandens kiekj (20 % H,O — pGlu ir 15 % H,O —
pAsp), tikétinas detergento molekuliy ir poliaminorugséiy santykis 1:1 pGlu pasiekiamas
esant moliniam santykiui 0,8, o pAsp — 0,85, kas pateisina gautus eksperimentinius duo-

menis. Toliau poliaminorugsciy koncentracijos pateikiamos jtraukiant jose rasta vandens

1400

1200 —O— pGlu 0,4 mM

1000 —&— pGlu 0,8 mM

—= 800

600

AH (J/mol

400

200

_200 IIIIIIIIIIIIIIIIII
0 02 04 06 08 1 12 14 16 1,8 2

Dodecilamino ir pGlu molinis santykis

3.1 pav. pGlu sgveikos su dodecilaminu ITK duomenys. Linijos yra tik vaizdinimo prie-
moneé, ne matematinis modelis.

27



Danielius DVARECKAS TYRIMO REZULTATAI

kiekj.

Siekiant patikrinti tirpaly koncentracijy jtaka poliaminorugsciy ir detergenty jungi-
mosi saveikai, atlikti kontroliniai ITK eksperimentai su skirtingomis tirpaly koncentraci-
jomis (darbinéje celéje — poliaminorugstis, o Svirkste detergentas): 0,4 mM poliglutamato
ar 0,425 mM poliaspartato saveikos su 5,0mM alkilaminais eksperimentai, bei eksper-
imentai su dvigubai didesnémis koncentracijomis — 0,8 mM poliglutamato ar 0,85 mM
poliaspartato saveikos su 10,0 mM alkilaminy. Poliaminorugséiy koncentracijos isreikstos
vienam aminorugsties monomerui. Eksperimentai nebuvo atlikti didesnése koncetracijose
dél prasto alkilaminy tirpumo.

Atlikti eksperimentai parodé, kad koncentracija neturéjo reikSmingos jtakos sgveikos
stiprumui (3.1 paveikslas), todél eksperimentai buvo tesiami su mazesnés koncentraci-
jos tirpalais t.y. 0,4mM koncentracijos poliglutamato ar 0,425 mM koncentracijos polia-
spartato kalorimetro darbinéje celéje ir 5,0 mM koncentracijos alkilaminais - Svirkste.

Nuokrypius nuo stechiometrijos gali paaiskinti skirtingas vandens kiekis esantis atsver-
toje poliaminorugstyje. Taip pat molekuliné poliaminorugsciy saveikos su detergentais di-
namika, lemianti vykstancius agregacijos ir kooperatyvumo procesus. O taip pat rezultaty

tikslumui daro jtakg ir zmogiskasis faktorius ruosiant tirpalus ir atliekant eksperimentus.

3.2. Tirpalo joninés jégos jtaka saveikai

®— NaCl 20 mM
O~ NaCl 200 mM

™ NaCl 1000 mM

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

o

0,5 1 1,5 2

Natrio tridecilamino chlorido ir pGlu molinis santykis

3.2 pav. Natrio tridecilamino ir pGlu sgveikos 37 °C temperaturoje ITK duomenys esant
skirtingoms natrio chlorido koncentracijoms. Didinant NaCl koncentracija silpnéja trideci-
lamino ir pGlu egzoterminé saveikos entalpija. Linijos paveiksle yra tik vaizdiné priemoné.
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Tirpalo joninés jégos jtaka detergenty ir poliaminorugsciy saveikai buvo iSmatuota
naudojant tirpalus su skirtinga natrio chlorido koncentracija (3.2 paveikslas). Eksperi-
mentiniai duomenys parodé, kad didéjant NaCl koncentracijai mazéja reakcijos stechio-
metrija, o pasiekus tam tikrag NaCl koncentracijg — jungimosi saveika nebevyksta.

Idomu tai, kad esant didelei drusky koncentracijai entalpijos narys pradeda priesintis

vykstanc¢iam procesui ir egzoterminé reakcija tampa endotermine.

3.3. Temperaturos jtaka sagveikai

Visoms alkilaminy (nonilamino, decilamino, undecilamilo, dodecilamino ir tridecila-
mino) ir poliaminorugséiy (pAsp, pGlu) poroms buvo matuojama saveikos (jungimosi)
entalpija esant skirtingoms temperaturoms (intervale nuo 25 °C iki 60 °C). pAsp ir alkila-
miny entalpijy matavimai pateikiami 3.3 paveiksle.

Kadangi iS 1.6 lygties Siluminé talpa yra entalpijos ir temperaturos pokyciy santy-
kis, todél is to galime jvertinti pAsp ir alkilaminy jungimosi sglygotus Siluminés talpos

pokycius. Analogiski eksperimentai atlikti ir su pGlu. Gauti rezultatai apibendrinti 3.1

lenteléje
5[ 0p
0F 3
= F 3
E 5[ -
\ -
2 N -
s N =
T -10 [ E_ *

< - =
15 F 3

_20 -IIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII _400 = I I I I I

30 35 40 45 50 55 60 9 10 11 12 13

Temperatura (°C) Anglies atomy skaicius

3.3 pav. ITK eksperimenty metu nustatyta saveikos tarp skirtingo ilgio alkilalimy ir po-
liasparto entalpiju priklausomybé nuo temperaturos (kairéje) ir iSmatuoty skirtingo ilgio
alkilalimy ir poliasparto Siluminiy talpy priklausomybé nuo detergento alkil- grandinés
ilgio (desinéje).

Tyrime naudoty alkilaminy ir poliaminorugsties pory tarpusavio saveikos pasizymi
neigiamu Siluminés talpos pokyciu. Didéjant temperaturai saveikos entalpijos verté nei-
giaméja. Sis reigkinys siejamas su hidrofobine agregacija (Matulis ir Bloomfield, 2001). I8

atlikty eksperimenty buvo pastebéta, jog siluminés talpos pokycio neigiama verté tiesiskai

koreliuoja su detergento hidrofobinés dalies ilgiu (3.3 paveikslas).
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3.1 lentelé. Skirtingo ilgio alkilaminy C_H, HNH; saveikos su poliaspartu ir poliglutamu
silumineés talpos.

pAR m AC,(kJmol™'K™') AAC, cu,(kJmol " K1)

9 -0,044+0,02
10 -0,158+0,002
pAsp 1 10.25040.002 -0,07440,009
12 -0,289+0,005
13 -0,346+0,005
9 -0,05+0,01
10 -0,165+0,004
pGlu || 0.2740.03 -0,1140,01
12 -0,440,02
13 -0,448+0,001

3.4. Alifatinés grandinés ilgio jtaka sgveikai

Alifatinés grandinés ilgio jtaka poliaminorugsciy ir detergenty tarpusavio sgveikai nu-
statyta atlikus I'TK eksperimentus naudojant skirtingy alifatinés grandinés ilgiy detergen-
tus. ITK eksperimentai atlikti poliaspartato ir poliglutamato homopolimerus titruojant
alifatiniais alkilaminais, kuriy alifatinés grandinés ilgis buvo nuo 9 iki 13 anglies atomuy.
Trumpesniy nei 9 anglies atomus turinc¢iy detergenty saveika su poliaminorugstimis buvo

per silpna I'TK metodu stebéti jungimasi, o ilgesnés anglies grandinés alkilaminy tirpumas

5L 1
" m ‘\a\. -
0 2
-~ s
ERR Sk
= - < F
\,%/ = - -
=~ -10F ® 25°C = =4 F
< - 37 °C 5 -
15 F W 49°C 5 E
. 60 °C .

90 [ | | | | R T O R B

9 10 11 12 13 20 30 40 50 60

Anglies atomy skaic¢ius Temperatura (°C)

3.4 pav. Skirtingo ilgio alkilaminy ir poligliutamato saveikos ITK duomenys nuo 25 °C
iki 60 °C temperaturos intervale (kairéje) ir saveikos entalpiju pokycio metilen- grupei
priklausomybé nuo temperaturos (desinéje).
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pernelyg mazas (detergentai sudaro miceles), kad atlikti eksperimentus (1.5 paveikslas).

Pastebéta, kad alkilaminy prisijungimo prie poliaminorugsc¢iy entalpijos pokytis skir-
tingo ilgio katijoniniams alkilaminams skiriasi — ilgesnis detergento hidrofobinés dalies
ilgis lemia neigiamesnj entalpijos pokyti. Taip pat stebétas désningumas, kad saveikos
entalpijos dydis — tiesiogiai proporcingas alifatinés grandinés ilgiui alkilaminams, turin-
tiems nuo 10 iki 13 anglies atomy. Toks désningumas stebétas tiek pGlu, tiek pAsp
saveikos su alkilaminais metu, tac¢iau vienos metilen- grupes jtakos entalpijos skaitinei
vertei skirtingoms poliaminorugstims nebuvo vienoda (ziuréti 3.5 skyriy). pGlu ir alki-
laminy entalpijos matavimai pateikti 3.4 paveiksle, rezultatai apibendrinti 3.2 lenteléje.
[lgéjant detergento alifatinés grandinés ilgiui buvo stebima vis labiau egzoterminé savei-
ka. Tikétina, kad poliaminorugséiy saveika su nonilaminu uzmaskuoja kiti sioje sistemoje
vykstantys procesai, todél saveikos su nonilaminu (ir trumpesne anglies atomy granding

turin¢iais detergentais) entalpijos poky¢io nepavyko patikimai iSmatuoti.

3.2 lentelé. Skirtingo ilgio alkilaminy C_ H, . NHJ saveikos su poliaspartatu ir poliglu-

m--m+1
tamatu entalpijos pokytis tenkantis CH, grupei skirtingose temperaturose.

pAR T (°*C) AHcg,(kJmol™)

25 -2.,5440,3
oAy T -3,3240,3
49 -3,8740,4
60 -4,6040,08
25 -1,6040,3
a7 -2,9540,2
49 4,1440,5
60 -5,1940,6
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3.5. pAsp ir pGlu entalpijos ir Siluminés talpos palyginimas

-1 0 .
_ a ] b
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g . F < ]
-3 ©-0,2 —
— o g 7
— - ~. -
~ - = -
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9 10 11 12 13
Temperatura (°C) Anglies atomy skaicius

3.5 pav. a) pAsp ir pGlu entalpijos pokyc¢io priklausomybé nuo temperaturos. b) pAsp ir
pGlu Siluminés talpos pokycio priklausomybé nuo anglies atomy skaiciaus.

Atlikus eksperimentus su skirtingomis poliaminorugstimis pastebéta, kad entalpijos
ir Silumineés talpos pokytis sistemoms skiriasi. pGlu atveju buvo stebimas didesnis Silu-
mineés talpos pokytis ir entalpijos pokytis didéjant detergento alifatinés grandinés ilgiui.
Tai galima sieti su poliaminorugsciy Soniniy grandiniy strukturos skirtumu — pGlu Soniné
grandiné yra ilgesné viena metilen- grupe. Taciau tvirtinti, kad toks désningumas ne-
ginéijamas — negalime, nes saveikos energijos yra siluminio judéjimo energijos (RT') eilés
(25°C temperaturoje RT yra 2,479 kJmol™').
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3.6. Saveikos jungimosi stiprumas ir kooperatyvumas

Siekiant nustatyti poliaminorugsc¢iy ir detergenty jungimosi saveikos stiprumo ir ko-
operatyvumo parametrus, eksperimentiniai [TK duomenys analizuoti remiantis alkilami-
ny ir poliaminorugsciy saveikos modeliu (ziuréti 2.2.4 skyriu) atliekant globalia analize
(ziureti 2.2.5 skyriy).

Analizuojant duomenis buvo pastebéta, kad ieskant eksperimentinius taskus geriausiai
apibudinanciy teoriniy kreiviy, egzistuoja lokaltus maziausiy kvadraty sumos minimumai,
trukdantys automatiniu paieskos biidu rasti globaly funkcijos minimuma. Siam pastebéji-
mui patvirtinti, visy duomeny rinkiniams buvo sudaryti trijy dimensijy pavirsiaus grafikai

placiame parametry intervale (pavyzdziui: 3.6 paveikslas).
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3.6 pav. pGlu ir alkilaminy saveikos 49 °C temperaturoje maziausios kvadraty sumos
priklausomybé nuo varijuojamy Ky, ir w parametry intervale: K, nuo 0 iki 1, w nuo 0
iki 400. Dél plataus w verciy intervalo, kai kurios sritys atvaizduojamos netiksliai.

Taip pat sukaupty duomeny rinkiniy déka buvo surasti parametry deriniai, su kuriais
apskaic¢iuojama globali maziausia kvadraty suma.

Sugeneravus kreives su maziausiag kvadraty suma turin¢iu parametry deriniu, gauna-
mos teorinés kreivés, geriausiai apibudinancios eksperimentinius taskus. Tipiniai tokios
analizes rezultatai pavaizduoti 3.7, 3.8 paveiksluose.

Is 3.7 paveikslo matyti, kad aukstesnéje temperaturoje modelis geriau apraso ilgesnés
alkil- grandinés alkilaminy, o zemesnéje temperaturoje (3.8 paveikslas) geriau aprasomos
trumpesnés alkil- grandinés alkilaminy saveikos su poliaminorugstimis eksperimentiniai
taskai. Désningumg lemia trumpiausio alkilamino w ir kooperatyvumo faktoriaus (wcw, )

vertes, apsprendziancios ilgesniy alkilaminy saveikos kooperatyvumo verte.
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Molinis santykis

3.7 pav. pGlu (0,415 mM) saveika su detergentais (5 mM) 49 °C temperaturoje ITK eks-
perimentiniai taskai ir juos atitinkancios modelinés kreivés (Zym. linijos). Parametry
vertéms: Ky, = 0,995, wig = 1,6, wen, = 4,241, n = 0,8, AHc = -0,2kJmol™!, AHc |
= -4,11 kJmol™!, AH¢ , = -10,02 kJmol™", AHg , = -12,08 kJmol™" paskai¢uota ma-
ziausiy kvadraty sumos verté 51,75.
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Molinis santykis

3.8 pav. pGlu (0,415 mM) saveikos su detergentais (5mM) 25 °C temperaturoje ITK
eksperimentiniai taskai ir juos atitinkancios modelinés kreivés (Zym. linijos). Parametry
vertems: K, = 0,975, wig = 60, wen, = 4,241, n = 0,8, AHc,, = 3,81 kJmol ™', AHg =
3,35 kJmol™', AH¢ , = 1,54 kJmol™!, AHg , = -0,91 kJmol™" paskaicuota maziausios
kvadraty sumos verté 91,62.
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K, visiems duomeny rinkiniams apytiksliai lygi 1. Si verté parodo, kad tirtose sis-
temose poliaminorugstys yra vienodai atrankios tiek sgveikai su natrio jonais, tiek su
hipotetiniu alkilaminu, neturinc¢iu hidrofobinés dalies. Kooperatyvumo (w) parametro
verte smarkiai kito, todél jos vienareiksmiskai nustatyti nepavyko.

Is atliktos alkilaminy ir detergenty sgveikos modelio parametry globalios duomeny
analizé matyti, kad jungimosi stiprumo (Kj}) ir kooperatyvumo (w) vienareikSmiskai nu-

statyti negalima dél keletos pagrindiniy priezasciy:

1. Varijuojant K, ir w parametrus (Kp € [0, 1], w € [0, 400]) apskaic¢iuotos maziausio

kvadrato vertés gerai apraso tik dalj duomeny rinkinio eksperimentiniy kreiviy.

2. Yra (K, w) parametry rinkiniy, kuomet apskai¢uojamas salyginai mazas skirtumas
tarp eksperimentiniy ir teoriniy duomeny kvadraty sumos, nors parametry rinkiniy

vertés smarkiai skiriasi.

3. Esant didelei w parametro vertei, gerai aprasomi trumpesniy alkilaminy eksperi-
mentiniai taskai, nors ir kvadraty suma paprastai buna didesné. Ilgesniy alkilaminy
didelés kvadraty sumos paklaida atsiranda dél wen, = 4,241 daugiklio, kuomet il-

géjant alkilaminui smarkiai statéja teorinés kreivés forma.

3.3 lenteléje pateikiamos sumodeliuotos AG ir TAS vertés. AG apskaicuota is 1.20,
2.2 lygéiy, o TAS is 1.21 lygties. Neigiamas AG pokytis patvirtina savaimine poliamino-
rugsciy ir alkilaminy saveika, o TAS jvertina Sios saveikos entropijos indélj.

Neatmetama galimybé, kad wcp, daugiklio verté gali buti mazesné. O taip ir tai, jog
musy taikytas matematinis modelis nagrinétoms sistemoms gali buti per daug supapras-

tintas.

3.3 lentele. Poliaminoriigséiy ir alkilaminy saveikos termodinamikos parametrai. Cia t -
teorine verte iS sumodeliuoty Ky, ir w verciy, ¢ - integruota verté. Vertés suskaiciuotos,
kai wen, = 4,241.

AG; (kJ/mol) ‘ AH; (kJ/mol) TAS; (kJ/mol)
pAR T (C) Ky wio| Cy Cy Cyy Cis ‘ Cyp Ciy Cyy Cis Cip Cp Gy Cyy

25 099 80 |-108 -144 -180 -21,6| 3,11 193 -142 -422 | 139 163 16,6 174
pAp BT 100 247220 160 97 -134] 111 085 553 838 | 34 51 42 50
49 0,90 40 | -9,7 -136 -175 -21,3| -0.7 -4.08 -9.38 -1429| 90 95 81 71
60 0097 40 |-10,1 -14,1 -18,1 -22,1|-244 -6,78 -11,36 -1621| 7,7 73 68 509
25 0,98 60 |-10,1 -13,7 -172 -208| 3,81 335 154 -091 | 139 17,0 188 19,9
Gl 37 100 L1102 40 77 -1L4] 201 004 381 638 | 22 39 39 48
49 100 1,6 -1,2 -51 -90 -128]| -02 -411 -10,02 -12,08| 1,0 10 -1,0 0,8
60 1,00 3 | -30 -70 -11,0 -150|-1,91 -581 -1441 -1554| 1,1 12 -34 -05
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4. TYRIMO REZULTATU APTARIMAS

Sio darbo metu tirta neigiama kruvi turinéiy poliaminorugséiy (poliaspartato, po-
liglutamato) ir teigiama kruvj turinciy detergenty (alifatiniy alkilaminy — nonilamino,
decilamino, undecilamino, dodecilamino ir tridecilamino) tarpusavio saveikos sistema. I$-
matuoti nagrinétos sistemos saveika lemiantys ir paaiskinantys termodinaminiai paramet-
rai. Tai pat pastebéti désningumai, padedantys nustatyti ir suprasti sistemoje vykstancius
procesus.

Eksperimentai, varijuojant sistemos jonine jéga kei¢iant natrio chlorido koncentracija,
parodeé, kad didéjant natrio chlorido koncentracijai silpnéja anijoniniy poliaminorugsciy ir
katijoniniy detergenty saveika. Tai reiskia, kad sgveikos tarp poliaminorugsciy ir detergen-
ty viena is dedamyjy yra elektrostatiné saveika, o pridéti natrio jonai galimai saveikauja su
poliaminorugsties Soninémis karbonil- grupémis ir blokuoja (ekranuoja) poliaminorugsciy
saveika su teigiamais detergenty kruviy centrais. Taip pat, ITK eksperimentiniy duo-
meny kreives parode, kad alkilaminy molekuliy kruviai saveikauja su poliaminorugsciy
kruviais santykiu 1:1, o tai reiskia, kad pasiekus riba, kuomet teigiamai jkrauty alkilami-
no molekuliy kruviy skaicius susilygina su poliaminorugsties priesingo kruvio skaic¢iumi,
saveika nebevyksta. Taciau galimi stechiometriniai nukrypimai, salygoti poliaminorugsciy
molekulinés dinamikos, o taip pat ir dél vykstanciy agregacijos, kooperatyvumo procesy.

Atlikus eksperimentus keiciant alkilaminy alkil- grandinés ilg] nuo 9 iki 13 anglies
atomy, apskaiciuota metilen- grupés jtaka saveikos entalpijai ir nustatyta koreliacija tarp
detergento alifatinés grandinés ilgio ir saveikos stiprumo — didéjant alkilamino alifatinés
anglies grandinés ilgiui tiesiskai didéjo alkilamino ir poliaminorugsties jungimosi saveika.
Toks pastebéjimas negalioja poliaminorugscéiy saveikai su nonilaminu. Tikétina, kad po-
liaminorugsciy saveika su nonilaminu uzmaskuoja kiti sioje sistemoje vykstantys procesai.

Norint nustatyti Siluminés talpos pokycius (AC,) pastovaus slégio salygomis buvo
atlikti eksperimentai skirtingose temperaturose. Nustatyta, kad ilgéjant detergento gran-
dinés ilgiui stebimas tiesinis neigamas pastovaus slégio Siluminés talpos (AC),) pokytis.
Apskai¢iuota metilen- grupés jtakos saveikai verté (AHep,) ir neigamas Siluminés talpos
pokytis pastovaus slégio salygomis (AC),) pagrindé, kad saveikos metu vyksta detergenty
hidrofobiné agregacija (Matulis ir Bloomfield, 2001).

Trumpesniems detergentams, nei 9 anglies atomai jungimasis vyksta silpnai ar visai
nevyksta, o tai reiskia, kad jungimuisi svarbi tiek elektrostatiné, tiek hidrofobiné sagveika.

Eksperimentiniy I'TK duomeny kalno forma galima paaiskinti kooperatyvumo efektu.
ITK signalo stipréjimas aiskinamas tuo, kad prie polimero jungiantis detergento moleku-
léms, polimero ir detergento molekuliy kompleksas iS netvarkingos strukturos pereina j
tvarkinga a-spiralés strukturg, ko pasekoje daugiau detergento molekuliy gali persikloti
tarpusavyje ir didéja jungimosi saveika.

Eksperimentiniy duomeny analizei pritaikytas matematinis modelis jskaitantis jun-
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gimosi stiprumo ir kooperatyvumo parametrus. Apskaic¢iuota speficinés konkurencijos
konstanta (K,) apytiksliai lygi 1. Tokia specifinés konkurencijos konstantos verté rodo,
kad tirtose sistemose hipotetinis alkilaminas neturinis hidrofobinés dalies ir natrio jonai
saveikauty su poliaminorugsciy soninémis grupémis neatrankiai t.y. nei natrio jonai, nei
hipotetinis alkilaminas vienas kito atzvilgiu neturi didesnio afiniSkumo saveikai su po-
liaminorugsties karbonil- grupémis. Kooperatyvumo (w) parametro verté smarkiai kito,
todél jos vienareikSmiskai nustatyti nepavyko. Vienareiksmiui kooperatyvumo parametro
nustatymui galéjo turéti jtakos didelis sistemos jautrumas, kuris lémé eksperimentiniy tas-
ky issibarstyma, kas apsunkino skaitmenine duomeny analize. Taip pat tai, jog egzistuoja
krastutinés trumpiausio alkilamino kooperatyvumo vertés, kuomet esant mazesnei tokiai
vertei geriau aprasomi ilgesnés grandineés alkilaminy saveikos eksperimentiniai taskai, o ki-
tu atveju — esant didesnei trumpiausio alkilamino kooperatyvumo vertei geriau aprasomos
trumpesne alifatine anglies grandine turinc¢iy alkilaminy sgveikos su poliaminorugstimis
cksperimentinés kreivés. Sj désninguma lemia tai, kad alkilaminy kooperatyvumas yra su-
sietas per kooperatyvumo daugiklj, lygy 4,24 kartams alkilamino pailgéjimui per metilen-
grupe. Tokia metilen- grupés jtaka jungimuisi buvo stebima daugeliui alifatiniy grandi-
niy (McAuliffe (1966), Tanford (1980)), bei alkilaminy agreagacijos procesuose (Matulis
ir Bloomfield, 2001). Neatmetama galimybeé, kad nagrinéty sistemy kooperatyvumo dau-
giklis gali buti daug mazesnis, o taip pat ir galimybé, kad naudotas modelis nagrinétoms
sistemoms yra per daug supaprastintas.

Keiciant su detergentais sgveikajancias poliaminortuigstis, nustatyta, kad metilen- gru-
peés itaka saveikos entalpijai yra nevienoda. pGlu saveikos su detergentais entalpijos po-
kytis metilen- grupei neigiamesnis, o taip pat ir neigiamesnis saveikos su detergentais
silumineés talpos pokytis. Tai galime paaiskinti steriniu efektu. pGlu turi metilen- grupe
ilgesne Sonine grandine, todél prie Soninéje pGlu grandines karbonil- grupés gali lengviau

priartéti priesinga kruvj turincios detergenty amino grupés.
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5. ISVADOS

Naudojant izoterminio titravimo kalorimetrijos metoda ir varijuojant eksperimento sg-
lygas bei naudojamas medziagas buvo nustatyti pagrindiniai anijoniniy poliaminorugsciy

ir katijoniniy detergenty saveikos termodinaminiai parametrai ir savybes:

o Poliaminorugscéiy ir detergenty saveika susideda i$ elektrostatinés ir hidrofobinés
saveikos dedamyjy. Tirtos poliaminorugstys saveikauja su alkilaminais stechiomet-

riniu santykiu 1:1.

« Standartinése salygose (25 °C, 1 atm) alkilaminy alifatinés grandinés padidéjimas
viena metilen- grupe (kai anglies atomy skai¢ius m kinta nuo 10 iki 13) lemia sgveikos

entalpijos su pAsp ir pGlu sumazéjimag atitinkamai 2,54 kJmol™! ir 1,60 kJ mol 1.

o Darbe tirty alkilaminy alifatinés grandinés ilgiui padidéjus viena metilen- grupe, sa-
veikaujanciy pAsp ir alkilamino sistemos siluminé talpa sumazéja 0,074 kJ mol ' K1,

o pGlu ir alkilamino sistemos — 0,11 kJmol~* K.

o Naudojant matematinj modelj nustatytos specifinés konkurencijos jungimosi kons-
tantos ir kooperatyvumo parametry vertés leidzia jvertinti laisvosios Gibso energijos
ir entropijos indélj saveikai. Standartinese salygose, alkilaminy alifatinei grandi-
nei kintant nuo 10 iki 13 anglies atomy, pAsp-alkilamino sistemos AG kito nuo
-10,8kJ mol ! iki -21,6 kJ mol~!, 0 TAS nuo 13,9kJmol~! iki 17,5kJ mol~t. pGlu
ir alkilaminy sistemai AG kito nuo -10,1kJmol~! iki -20,8 kJmol™!, o TAS nuo
13,9kJ mol~t iki 19,9 kJ mol~!.

o Didéjant tirty sistemy joninei jégai mazéja saveikos stechiometrija, o pasiekus tam

tikra jonine jéga — jungimosi sgveika nebevyksta.
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