
ISSN 2220-637X

Вісник
Харківського
Національного
Університету
імені В. Н. Каразіна

СЕРІЯ «ХІМІЯ»
Вип. 44 (67)

Kharkiv University Bulletin
Chemical series. Issue 44 (67)

Заснований 1935 року як
“Труди інституту хемії при 
Харківському державному 

університеті”

Published since 1935; initially 
under the title "Proceedings of 
the Institute of Chemistry at 
Kharkiv State University"

Харків   Kharkiv
2025



УДК 54
Фахове видання з хімічних наук, категорія "Б"
Засновник: Харківський національний університет імені В. Н. Каразіна. Рік заснування: 1935
Публікує статті, присвячені різним аспектам теоретичної хімії, хімічного аналізу, органічної хімії, 
спектроскопії,  фізико-хімії  розчинів  та  поверхневих  явищ,  електрохімії,  хімічного 
матеріалознавства. Вісник включено до переліку фахових видань, в яких можуть публікуватися 
основні результати дисертаційних робіт на здобуття наукових ступенів доктора та кандидата 
хімічних  наук.  (Наказ  Міністерства  освіти  і  науки  України  No  1643  від  28.12.2019  року). 
Періодичність 2 випуски на рік

Затверджено  до  друку  рішенням  Вченої  ради  Харківського  національного 
університету імені В.Н. Каразіна (протокол № 17 від 30 червня 2025 р.)

Головний редактор
О.І. Коробов д.х.н., проф., ХНУ імені В.Н. Каразіна, Україна

Редактори
А.О. Дорошенко д.х.н., проф., ХНУ імені В.Н. Каразіна, Україна
М.О. Мчедлов-Петросян д.х.н., проф., ХНУ імені В.Н. Каразіна, Україна,

член-кореспондент НАН України

Технічний редактор
А.Б. Захаров к.х.н., ХНУ імені В.Н. Каразіна, Україна

Редакційна рада
В.В. Іванов д.х.н., проф., ХНУ імені В.Н. Каразіна, Україна
В.О. Черановський д.ф.-м.н., проф., ХНУ імені В.Н. Каразіна, Україна
С.А. Шаповалов д.х.н., проф., ХНУ імені В.Н. Каразіна, Україна
О.І. Юрченко д.х.н., проф., ХНУ імені В.Н. Каразіна, Україна

Міжнародна консультативна рада
П. Едловскі професор, Університет Карой Эстерхази, Угорщина
А. Ідриссі  професор, Університет Лилля, Франція
О.М. Калугін к.х.н., проф., ХНУ імені В.Н. Каразіна, Україна
А.Ю. Назаренко PhD, Prof., Buffalo State College, USA
О.В. Преждо PhD, Prof., University of Southern California, USA
В.А. Чебанов д.х.н., проф., НТК «Інститут монокристалів», Україна,

член-кореспондент НАН України

Редактори консультанти
І.М. Вюник д.х.н., проф., ХНУ імені В.Н. Каразіна, Україна
В.І. Ларін д.х.н., проф., ХНУ імені В.Н. Каразіна, Україна
В.І. Лебідь д.х.н., проф., ХНУ імені В.Н. Каразіна, Україна

Адреса редакційної колегії: Україна, 61022, Харків, майдан Свободи, 4,
ХНУ імені В.Н. Каразіна, хімічний факультет; тел.: +38 057 707 51 29.

Е-mail: chembull@karazin.ua a.korobov@karazin.ua

Статті пройшли внутрішнє та зовнішнє рецензування.

Ідентифікатор медіа  у  Реєстрі  суб’єктів  у  сфері  медіа:  R30-04479 (Рішення 
№ 1538 від 09.05.2024 р. Національної ради України з питань телебачення і 
радіомовлення. Протокол № 15)

© Харківський національний університет 
імені В.Н. Каразіна, оформлення, 2025



UDK 54
Professional publication in chemical sciences, category "B"
Founder: V. N. Karazin Kharkiv National University. Year of foundation: 1935
Publishes  papers  devoted  to  various  aspects  of  theoretical  chemistry,  chemical  analysis,  organic 
chemistry,  inorganic  chemistry,  physical  chemistry  of  solutions  and  surface  phenomena, 
electrochemistry, materials chemistry. The bulletin is officially authorized by the Highest Attestation 
Commission of Ukraine to publish results of research submitted for PhD and ScD degrees. (Order of 
the Ministry of Education and Science of Ukraine No. 1643 of December 28, 2019). 2 issues per year

Publication of this issue is approved by the Academic Council of V.N. Karazin Kharkiv 
National University (protocol № 17 from 30.06.2025).

Editor-in-chief
Alexander Korobov ScD, Prof., V.N. Karazin Kharkiv National University

Editors
Andrey Doroshenko ScD, Prof., V.N. Karazin Kharkiv National University
Nikolay Mchedlov-Petrossyan ScD, Prof., V.N. Karazin Kharkiv National University,

corresponding member of NAS of Ukraine

Managing editor
Anton Zakharov PhD, V.N. Karazin Kharkiv National University

Editorial board
Vladimir Ivanov ScD, Prof., V.N. Karazin Kharkiv National University
Vladislav Cheranovsky ScD, Prof., V.N. Karazin Kharkiv National University
Sergey Shapovalov ScD, Prof., V.N. Karazin Kharkiv National University
Oleg Yurchenko ScD, Prof., V.N. Karazin Kharkiv National University

International advisory board
Pál Jedlovszky Dr. Prof., Eszterházy Károly University, Hungary
Abdenacer Idrissi Prof., Universite Lille, France
Oleg Kalugin PhD, Prof., V.N. Karazin Kharkiv National University
Alexander Nazarenko PhD, Prof., Buffalo State College, USA
Oleg Prezhdo PhD, Prof., University of Southern California, USA
Valentyn Chebanov ScD, Prof., SSI "Institute for Single Crystals", Ukraine

corresponding member of NAS of Ukraine

Consulting editors
Ivan Vyunnik ScD, Prof., V.N. Karazin Kharkiv National University
Vasyl Larin ScD, Prof., V.N. Karazin Kharkiv National University
Valentyn Lebed ScD, Prof., V.N. Karazin Kharkiv National University

Address of editorial team: 4 Svobody Sq., Kharkiv, 61022, Ukraine, V.N. Karazin Kharkiv 
National University, School of Chemistry; tel.: +38 057 707 51 29.

Е-mail: chembull@karazin.ua   a.korobov@karazin.ua

All articles have been reviewed.

Media identifier in the Register  of the field  of Media Entities: R30-04479 (Decision 
№ 1538  dated  May 9,  2024 of  the  National  Council  of Television  and  Radio 
Broadcasting of Ukraine, Protocol № 15)

©  V.N.  Karazin  Kharkiv  National  University,
Design, 2025



Вісник Харківського національного університету, серія "Хімія", вип. 44 (67), 2025

ЗМІСТ

6 Дослідження  in  silico  похідних  триазол-триметоксифенілу  як 

антипроліферативних засобів проти аденокарциномних альвеолярних базальних 

епітеліальних  клітин  людини  (A549):  DFT,  QSAR  та  підходи  молекулярного 

докінгу. А. О. Сандей, Ш. Абдуллахі, О. К. Габріель, О. Мозес, С. Банджо.

26 Вилучення радіонуклідів 137Cs, 90Sr, 90Y та UO2
2+ з водних розчинів за допомогою 

твердофазних екстрагентів  імпрегнованих  калікс[4]аренфосфіноксидами. 

А.  П. Краснопьорова,  Г.  Д. Юхно,  Н.  В. Єфімова,  П.  В. Єфімов, 

О. Г. Воробйов, А. Б. Драпайло, В. І. Кальченко.

34 Колоїдна  поведінка  окислених  і  покритих  лізоцимом  одностінних  вуглецевих 

нанотрубок.  Аналіз  за  допомогою  динамічного  та  електрофоретичного 

розсіювання світла. А. Лагута.

43 Оцінка  вільної  енергії  зв’язування  двозарядних  катіонів  із  функціональними 

групами амінокислот за допомогою сучасних силових полів. В. С. Фарафонов.

51 Магнітні  властивості  модифікованого  діамантового  спінового  ланцюжка. 

В. О. Черановський В. В. Малярчук.

57 Вивчення ліганд-білкових взаємодій в епоху штучного інтелекту: оцінка  Boltz-1 

для  прогнозування  3D-структури  біомолекулярних  комплексів. М.  В.  Прудь, 

О. В. Кириченко.

72 Оцінки методу TD-DFTB для широкомасштабного скринінгу органічних барвників. 

М. Кирпа, А. Захаров, В. Іванов.

81 Квантово-хімічне  та  експериментальне  дослідження  нітразинового  жовтого  на 

поверхні кремнезему. І. В. Христенко, В. В. Іванов.

87 Перевірка  прогностичної  здатності  деяких  функцій  розподілу  ймовірностей  у 

тестовому аналізі. А. В. Пантелеймонов, Н. О. Нікітіна.

96 Анатолій Петрович Шкумат (09.02.1951 — 31.03.2025)

97 Олена Олександрівна Решетняк (26.11.1954 — 24.04.2025)

4



5

Вісник Харківського національного університету, серія "Хімія", вип. 44 (67), 2025

CONTENTS

6 In silico  Investigations of Triazole-Tromethoxyphenyl Derivatives as Anti-Proliferative 

Agents against Adenocarcinomic Human Alveolar Basal Epithelial  Cells (A549): DFT, 

QSAR  and  Molecular  Docking  Approaches.  A.  O.  Sunday,  S.  Abdullahi,

O. K. Gabriel, O. Moses, S. Banjo.

26 Extraction  of Radionuclides  137Cs,  90Sr,  90Y And UO2
2+  from Aqueous Solutions Using 

Solid-Phase Extractants  Impregnated  with Calix[4]arene  Phosphine  Oxides. 

A.  P.  Krasnopyorova,  G.  D.  Yukhno,  N.  V.  Efimova,  P.  V.  Efimov, 

A. G. Vorobiov, A. B. Drapailo, V. I. Kalchenko.

34 Colloidal Behavior of Oxidized and Lysozyme-Coated Single-Walled Carbon Nanotubes. 

Analysis via Dynamic and Electrophoretic Light Scattering. A. Laguta.

43 Estimation  of  the  binding  free  energy  of  doubly  charged  cations  to  amino  acid 

functional groups by means of modern force fields. V. S. Farafonov.

51 Magnetic  properties  of  modified  diamond  spin  chain. V.  O.  Cheranovskii,

V. V. Maliarchuk.

57 Studying Ligand-Protein Interactions in the Era of Artificial Intelligence: Benchmarking 

Boltz-1  for 3D-Structure  Prediction  of  Biomolecular  Complexes. M.  V. Prud, 

A. Kyrychenko.

72 Fast  vs Accurate: Evaluating TD-DFTB  for Large-Scale Screening of  Organic Dyes. 

M. Kyrpa, A. B. Zakharov, V. V. Ivanov.

81 Quantum-Chemical  and  Experimental  Study  of  Nitrazine  Yellow on  Silica  Surface. 

I. V. Khristenko, V. V. Ivanov.

87 Verification of the predictive ability of some probability distribution functions in test 

analysis. A.V. Panteleimonov, N.O. Nikitina.

96 Anatolii Petrovych Shkumat (09.02.1951 – 31.03.2025)

97 Olena Oleksandrivna Reshetniak (26.11.1954 – 24.04.2025)



Вісник Харківського національного університету, серія "Хімія", вип. 44 (67), 2025

IN SILICO INVESTIGATIONS OF TRIAZOLE-TRIMETHOXYPHENYL DERIVATIVES 
AS ANTI-PROLIFERATIVE AGENTS AGAINST ADENOCARCINOMIC HUMAN 
ALVEOLAR BASAL EPITHELIAL CELLS (A549): DFT, QSAR AND MOLECULAR 

DOCKING APPROACHES

Ameh Ojima Sundaya,*, Shehu Abdullahib,*, Obiyenwa Kehinde Gabrielc,*, Osang Mosesd,*, 

Semire Banjoe,*†

*Department of Chemistry, Federal University Lokoja, Kogi State, Nigeria
†Computational Chemistry Laboratory, Department of Pure and Applied Chemistry, Ladoke Akintola, 
University of Technology, P.M.B. 4000, Ogbomoso, Oyo-State, Nigeria.
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d)  osangmoses3@gmail.com  https://orcid.org/0009-0000-5487-2603
e)  bsemire@lautech.edu.ng  https://orcid.org/0000-0002-4173-9165

Twenty-eight sets of synthesized triazole-trimethoxyphenyl derivatives (TPDs) were considered as anti-prolif-
erative drugs against human alveolar basal epithelial (A549) cancer cell lines using DFT, QSAR, ADMET profile  
and molecular docking methods. The considered compounds were used to  develop a robust QSAR model, 
which was used to design new TPD compounds that could serve as anti-proliferative drug candidate against hu-
man alveolar  basal  epithelial  (A549)  cancer.  The parameters obtained from DFT calculations such as the 
HOMO, LUMO, Dipole moment, chemical hardness and softness favoured TPD-11 and TPD-25 over etopoxide 
as strong inhibitors against human alveolar basal epithelialcancer cell (A549), which agreed with the experi -
mental  data.  The QSAR modeling and validation indicated the major  influence of  Moran autocorrelation – 
lag 4/weighted  by  polarizabilities  (MATS4p),  Centered  Broto-Moreau  autocorrelation  -  lag  7/weighted  by 
charges (ATSC7c), Minimum E-State descriptors of strength for potential Hydrogen Bonds of path length 3 
(minHBint3) and Count of atom-type E-State: C (naasC) descriptors on the reported anticancer activity of the 
drugs  in  the  A549-  MLR-GFA  QSAR  (R2 =  0.8146,  adjusted  R2 =  0.7874,  Q2

Loo   =  0.6015  and 
R2 - Q2

Loo  = 0.2582). Using the model data, four new TPDs (NTPD-3, NTPD-4, NTPD-6 and NTPD-9) were pro-
posed. The DFT and molecular docking analysis showed that these four compounds could be good inhibitors 
against A549 than etopoxide. However, the ADMET (absorption, distribution, metabolism, excretion, and toxic-
ity) properties revealed NTPD-6 showed excellent pharmacokinetic and toxicological profiles and might serve 
as a road map for new and more effective anticancer agents.

Keywords: Triazole–Trimethoxyphenyl, anti-cancer, DFT, QSAR, molecular docking.

Introduction

High morbidity and mortality from both communicable and non-communicable diseases still have 
a negative influence on humanity. Non-communicable diseases (NCDs) have a significant financial 
burden on population in addition to causing sickness and mortality [1]. NCDs include chronic lung  
disease, cancer, diabetes, heart disease, and stroke which account for over 70% of all fatalities glob-
ally; heart disease and cancer have been described as leading cause of death among NCDs [2]. It had 
been estimated that over 10.3 million people died of cancer in 2020 with 2.26 million died of breast  
cancer new cases, lung cancer (2.21 million), colon and rectum cancer (1.93 million), prostate cancer 
(1.41 million), skin cancer (1.20 million) and stomach cancer (1.09 million); and with about 19.3 
million new cases of cancer disease predicted [2,3]. Muka et al., (2015) [4] noted that NCDs place a 
heavy financial strain on healthcare budgets and thus on national welfare which may only get worse 
over time, if drastic measures are not taken. Therefore, cancer compared to the other NCDs call for 
special attention and consideration [5].

Recent developments in anticancer medications have considerably improved quality of life of can-
cer patients and have increase the rate of cancer survival. However, a favorable initial response to 
treatment changes afterwards, thereby leading to cancer relapse and recurrence [6]. Consequently, 
there is continuous research for new substances that can effectively act against this disease with little 
© Sunday, A. O., Abdullahi, S., Gabriel, O. K., Moses, O., Banjo, S., 2025
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In silico investigations of triazole–trimethoxyphenyl derivatives as anti-proliferative agents …

or no side effect. In drug development, researchers focus on the organic and biochemical reactions of  
drug substances with their targets as well as the synthesis and analysis of drug substances [7]. There-
fore, there has been an increasing interest by researchers all over the world in exploring all available  
options; evaluating potential anticancer agents with the hope of discovering effective drugs for can-
cer. Also, several ongoing efforts are being made by the medical community aimed at identifying 
novel anticancer targets [8]. 

 Among a  class  of  nitrogen-containing heterocyclic  compounds with  interesting structures  for 
medicinal properties is triazole derivatives due to their important chemical and biological properties 
that  are  stable  against  metabolic  degradations  and  show  target  selectivity  as  well  as  several 
pharmacological activities [9 - 13]. Triazole functions well as a linker to connect different pharma-
cophores, thus, hybrid substances containing triazole have demonstrated the ability to decrease tumor 
growth, invasion, and metastasis by altering various signaling pathways. This is made possible by its  
capacity to form a variety of non-covalent interactions with various biological targets, including hy-
drogen bonds, van der Waals forces, hydrophobic interactions, and dipole-dipole bonds. This is what 
gives the compound its wide range of therapeutic properties, including its antibacterial [14], anti-
malarial [15], antifungal [16]), antiviral [17], antitubercular [18], and anticancer activities [19, 20].

However, it  has been observed that the high prevalence of resistance makes employing single 
chemicals as anticancer medicines in targeting protein or enzyme ineffective in treating cancer cells 
[21]. Therefore, several hybrids of triazole compounds have been synthesized and evaluated for their  
anticancer activities, such as triazole-benzimidazole-chalcone [22], triazole-quinazoline [23], Indole-
Thiazolidinedione-Triazole  [24],  Coumarin-triazole  [25],  Quinolone-Triazole  [26],  triazolo[4,5-
d]pyrimidine [27, 28], Triazole-Pyrimidine-Urea [29, 30]. 

According to reports [31, 32], trimethoxyphenyl compounds have also been shown to operate as a 
pharmacophoric group that  enhances the anticancer activities of  various natural  anticancer drugs, 
including  colchicine,  combretastatin,  podophyllotoxin,  and  poly-methoxychalcone.  The 
trimethoxyphenyl-based compounds might be a viable way to get around some of the issues with the  
current  anticancer  medications  that  have  been  described.  5-amino-1,2,4-triazoles  based  on 
trimethoxyphenyl have been identified as promising antimitotic possibilities against CEM and Hela 
cells [33]. Also, a series of 3-(benzylthio)-4H-1,2,4-triazoles bearing trimethoxyphenyl scaffold were 
synthesized  and  tested  against  different  cancer  cell  lines;  the  results  revealed  that  4-[3-[(4-
methoxyphenyl)methylsulfanyl]-5-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-1,2,4-triazol-4-yl]-N,N-dimethylaniline 
was a promising against colon cancer (HCT116 cell line) [33]. Furthermore, triazolothiadiazine, 4-
amino-5-aryl-4H-1,2,4-triazoles and  triazolothiadiazine with trimethoxy substituent were evaluated 
against cancer cells and the results were promising [34]. Recently, triazoles-trimethoxyphenyl hybrids 
were synthesized and evaluated using both experimental and in silico methods against cancer cells  
(A549, MCF7, and SKOV3) with etoposide as standard drug. The results revealed that most of the 
compounds inhibitory activities were comparable to that of the standard with some compounds having 
outstanding inhibitory properties [35].

Therefore,  in  this  work,  in  silico  methods  would  be  used  to  further  evaluate  triazole  - 
trimethoxyphenyl  hybrids  reported  by  Ansari  et  al.,  [35]  as  displayed  in  Figure  1  and  Table  1. 
Although molecular docking of these compounds has been carried out, this study would lay emphasis 
on the development of robust QSAR using multiple linear regression-Genetic Algorithm (MLR-GA) 
to propose new set of triazole-trimethoxyphenyl hybrids with enhanced anticancer activity against  
adenocarcinomic human alveolar basal epithelial cells (A549). Thus, the aim of this work is to de-
velop robust QSAR model, designed novel triazole-trimethoxyphenyl hybrids, predict their inhibitory 
properties, molecular docking analysis and ADMET profiling of the novel triazole - trimethoxyphenyl 
derivatives.
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Figure 1: The schematic structures of the studied molecules triazole -trimethoxyphenyl hybrids [35] 

Table 1. Structures, IUPAC names and observed IC50 of the triazole -trimethoxyphenyl hybrids used in training 
and test sets against adenocarcinomic human alveolar basal epithelial cells (A549).

Mole-
cule

      R IUPAC Name IC50 μM 
(A549)

TPD 1
H 2-[(4-amino-5-phenyl-1,2,4-triazolidin-3-yl)sulfanyl]-1-

(3,4,5trimethoxyphenyl)ethanol 3.95

TPD 2
4-CH3

2-[[4-amino-5-(4-methylphenyl)-1,2,4-triazol-3-yl]sulfanyl]-1-
(3,4,5trimethoxyphenyl) ethanone 4.39

TPD 3

4-OH

2-[[4-amino-5-(4-hydroxyphenyl)-1,2,4-triazol-3-yl]sulfanyl]-
1-(3,4,5-trimethoxyphenyl)eth2-[[4-amino-5-(4-chlorophenyl)-
1,2,4-triazol-3-yl]sulfanyl]-1-(3,4,5-
trimethoxyphenyl)ethanoneanone

4.20

TPD 4

3-Br

2-[[4-amino-5-(3-bromophenyl)-3,5-dihydro-1,2,4-triazol-3-
yl]sulfanyl]-1-(3,4,5-trimethoxyphenyl)ethanol, 2-[[4-amino-3-
(3-bromophenyl)-3,5-dihydro-1,2,4-triazol-5-yl]sulfanyl]-1-
(3,4,5-trimethoxyphenyl)ethanol

3.67

TPD 5
4-OCH3

 2-[[4-amino-5-(4-methoxyphenyl)-1,2,4-triazol-3-yl]sulfanyl]-
1-(3,4,5-trimethoxyphenyl)ethanone 2.58

TPD 6 4-Cl  2-[[4-amino-5-(4-chlorophenyl)-1,2,4-triazol-3-yl]sulfanyl]-1-
(3,4,5-trimethoxyphenyl) ethanone 2.81

TPD 7 2,4-Cl2 2-[[4-amino-5-(2,4-dichlorophenyl)-1,2,4-triazol-3-yl]sul-
fanyl]-1-(3,4,5-trimethoxyphenyl)ethanone

3.79

TPD 8 H  3-phenyl-6-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b]
[1,3,4]thiadiazine

3.71

TPD 9 4-CH3  3-(4-methylphenyl)-6-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-7H-[1,2,4]tria-
zolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazine

4.57

TPD 10 4-OH 4-[6-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b]
[1,3,4]thiadiazin-3-yl]phenol

4.17
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TPD 11 3-Br 3-(3-bromophenyl)-6-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-7H-[1,2,4]tria-
zolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazine

0.67

TPD 12 4-OCH3 3-(4-methoxyphenyl)-6-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-7H-[1,2,4]tri-
azolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazine

3.20

TPD 13  4-Cl
 3-(4-chlorophenyl)-6-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-7H-[1,2,4]tria-
zolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazine

3.94

TPD 14 2,4-Cl2
 3-(2,4-dichlorophenyl)-6-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-7H-
[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazine

2.73

TPD 15
H 6-phenyl-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b]

[1,3,4]thiadiazine
1.04

TPD 16
4-OCH3 6-(4-methoxyphenyl)-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-7H-[1,2,4]tri-

azolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazine
3.60

TPD 17
3,4-(CH3)2  6-phenyl-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b]

[1,3,4]thiadiazine
2.50

TPD 18
3,4,5-(CH3)3 3,6-bis(3,4,5-trimethoxyphenyl)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b]

[1,3,4]thiadiazine 4.00

TPD 19
4-F  6-(4-fluorophenyl)-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-7H-[1,2,4]tria-

zolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazine
2.80

TPD 20
2,4-F2 6-(2,4-difluorophenyl)-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-7H-

[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazine
2.15

TPD 21
4-Cl 6-(4-chlorophenyl)-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-7H-[1,2,4]tria-

zolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazine
4.97

TPD 22
4-Br 6-(4-bromophenyl)-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-7H-[1,2,4]tria-

zolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazine
3.15

TPD 23
4-OH 4-[3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b]

[1,3,4]thiadiazin-6-yl]phenol
5.01

TPD 24
3,4-(OH)2 4-[3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b]

[1,3,4]thiadiazin-6-yl]phenol
3.23

TPD 25
4-CH3  6-(4-methylphenyl)-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-7H-[1,2,4]tria-

zolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazine
0.60

TPD 26 4-Ph
6-(4-phenylphenyl)-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-7H-[1,2,4]tria-
zolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazine 4.01

Standard Etoposide 2.99

In silico Methods

A data set of twenty-six  triazole-trimethoxyphenyl hybrids and their anti-cancer activities were 
obtained from the work of Ansari et al (2019) as shown in Figure 1 and Table 1. The biological  
activities of the ligands were expressed as half-maximum inhibitory concentration (IC50). The  IC50 

values were subjected to  data  transformation by taking the negative logarithm to the base of  10 
according to the formula:

pIC50=−log ( IC50) x10−6 (1)

These compounds were optimised at DFT-B3LYP/6-31G(d,p) methods for molecular geometries 
using Spartan 14 software as described by [36, 37]. The frequency calculations were carried out on  
the optimised structure to ascertain minima equilibrium characterized by positive harmonic frequen-
cies [38, 39].  The molecular parameters estimated from the ground state optimized structures were  
the  frontier  orbital  energies  (the  HOMO,  LUMO  and  energy  gap),  chemical  hardness 

(η=(ELUMO−EHOMO)/2)  chemical  potential  ( (μ=(ELUMO+EHOMO)/2) ),  electrophilicity  index 

(ω =
μ2

2η
) and dipole moment [40, 41]. 

QSAR modelling

The optimized structures were converted to *.sdf format for generation of molecular descriptors 
using  Padel-Descriptor software version 2.21 (Rivera-Delgado et al., 2019). Over 1,200 descriptors 
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generated from 1D, 2D and 3D parameters were combined with electronic descriptors from quantum 
chemical calculations. These descriptors were pre-treated for carefully selected of relevant parameters 
to  avoid  multicollinearity  using  Data  Pre-Treatment  GUI  1.2"  tool,  which  utilizes  the  V-WSP 
algorithm to eliminate these descriptors and ensure the reliability and generalization of the subsequent 
QSAR modelling. These data were split into training set (70%) for the QSAR model development and 
test set (30%) for validation of the model using Dataset Division GUI tool version 1.2 in a random 
manner as implemented in Drug Theoretical and Cheminformatics Laboratory (DTC Lab) software .  
The  QSAR model  was  constructed  using  the  compounds  from the  training  set.  The  independent 
variables (descriptors) were correlated to the dependent variable (pIC50 of A549 through multivariate 
analysis using the Genetic Algorithms Function Approximation (GAFA) technique in the DTC Lab 
software (Mahmud et al., 2020). The fitness of the model was assessed during the evolution process 
using the Friedman lack-of-fit (LOF) measure. In Material Studio, the LOF value is calculated using 
equation 2. The developed QSAR models were validated to test the internal stability and predictive 
ability of the models. The procedure employed in model validation is internal and external validation 
(Islam et al., 2014; Oyebamiji et al., 2016; Abdullah et al., 2020).

(i) Friedman

 LOF=SSE(1− c+dp
M )

2

 (2)

where SSE is the sum of squares of errors, c is the number of terms in the model, other than the  
constant term, d is a user-defined smoothing parameter, p is the total number of descriptors contained  
in all model terms (again ignoring the constant term) and M is the number of samples in the training  
set (Isyaku et al., 2020).

(ii)

SSE(√ (Y obs−Y Pred )2

N−P−1 ) (3)

(ii) R-squared (R2) is determined by equation 4

R2=
(∑{ Y⌊ obs−Y tr ⌋ [Y pred−Y pred ]})

2

∑ (Y obs−Y tr )2∑ (Y pred−Y pred )2
(4)

(iii) Cross validated R squared (Q2
cv) is estimated using equation 5

Qcv
2 =1−

∑ (Y Pred−YObs)2

∑ (Y obs−Y tr )2
(5)

Y pred  and Y obs  are predicted and observed training set concentration (experimental), respectively. 

Y tr  and  Y pred  are  the  average  observed  (experimental)  and  predicted  training  set  response, 

respectively.
(iii) Coefficient of determination adjusted (R2 adjusted) is determined using equation 6 

Radj
2 =

R2−p(n−1)
n−1−p

(6)

where p = number of the descriptor in the model, n = number of compounds in the training set, R2 

is the correlation coefficient, and n-1-p is the degree of freedom.

Docking of the Protein-Ligand

The X-ray structure of the A549 protein target (PDB ID: 7MLR) was retrieved from protein data 
bank (ww.rcsb.org). It was purified and repaired using discovery Studio Visualizer version 
16.1.0.15350 and Avogadro. The protein and optimized structures of the ligands were saved in PDB 
format and molecular docking was performed using PyRx software; the docking results were analysed 
with discovery Studio Visualizer version [47, 39]. 
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In-silico ADMET/Pharmacokinetic Predictions

The pKCSM online tool software was utilized to predict the pharmacokinetic properties (htpp://bi-
osig.unimelb.edu.au/pkCSM/prediction), specifically the ADMET (Absorption, Distribution, Meta-
bolism, Excretion, and Toxicity), of the compounds [48].

Results and discussion 

Molecular descriptors and Docking analysis.

The  quantum  chemical  descriptors  of  triazole-trimethoxyphenyl  hybrids  obtained  from 
B3LYP/6-31G(d,p) method are provided in Table 2.  The HOMO energies for the triazole-trimeth-
oxyphenyl hybrids ranged from -5.40 eV (TPD 25) to -8.69 eV (TPD 13), suggesting that TPD 11 and 
TPD 25 have higher propensity to donate electrons to the protein receptor, particularly to the electron 
acceptor hydrogen and carbon atoms within the receptor [49].  The LUMO and chemical potential en-
ergies (μ) of TPD 11 (-1.98 and -3.75 eV) and TPD 25 (-1.98 and -3.69 eV), respectively, are lower 
than that of Etoposide (-0.10 and -2.72 eV), indacting that TPD 11 and TPD 25 can readily receive 
electrons from the surrounding (protein) than Etoposide [50, 51]. Also, dipole moment (7.44 and 
4.96 Debye),  HOMO-LUMO energy gap  (ΔEg,  3.53  and 3.42  eV),  chemical  hardness  (1.77  and 
1.71 eV) and softness (0.565 and 0.585 eV-1) favour interactions of TPD 11 and TPD 25, respectively, 
with protein than Etoposide [52 - 55]. This was in agreement with IC50 of 0.69 and 0.60 of TPD 11 
and TPD 25, respectively compared to 2.99 μM for Etoposide, as observed against adenocarcinomic 
human alveolar basal epithelial cells, A549 (Ansari et al., 2019) as presented in Table 1. Thus, TPD 
11 and TPD 25 are expected to engage in hydrogen bonding and other hydrophobic interactions with 
a receptor more than Etoposide which may lead to enhance binding properties with the receptor [56].

Table 2: Molecular parameters calculated from DFT-B3LYP/6-31G(d,p) for the compounds

CPD H (eV) L (eV) ΔEg Dipole moment
(Debye)

μ (eV) η (eV) S = 1/η ω (eV)

TPD-1 -5.93 -2.02 3.91 6.61 -3.98 1.96 0.510 4.04

TPD-2 -5.65 -2.11 3.54 6.17 -3.88 1.77 0.565 4.25

TPD-3 -5.54 -1.99 3.55 5.79 -3.77 1.78 0.562 3.99

TPD-4 -5.46 -1.98 3.48 5.88 -3.72 1.74 0.575 3.98

TPD-5 -6.26 1.90 8.16 6.38 -2.18 4.08 0.245 0.58

TPD-6 -6.16 -2.08 4.08 7.02 -4.12 2.04 0.490 4.16

TPD-7 -6.46 -1.98 4.48 6.17 -4.22 2.24 0.446 3.98

TPD-8 -5.89 -2.07 3.82 8.43 -3.98 1.91 0.524 4.15

TPD-9 -5.76 -2.04 3.72 8.49 -3.90 1.86 0.538 4.09

TPD-10 -5.55 -2.02 3.53 6.93 -3.79 1.77 0.565 4.06

TPD-11 -5.51 -1.98 3.53 7.44 -3.75 1.77 0.565 3.97

TPD-12 -5.47 -1.86 3.61 7.21 -3.67 1.81 0.553 3.72

TPD-13 -8.69 1.56 10.25 10.65 -3.57 5.13 0.195 1.24

TPD-14 -5.66 -2.23 3.43 4.35 -3.95 1.72 0.581 4.54

TPD-15 -8.18 1.72 9.90 5.39 -3.23 4.95 0.202 1.05

TPD-16 -5.54 -1.91 3.63 6.29 -3.73 1.82 0.550 3.82

TPD-17 -5.64 -1.97 3.67 4.93 -3.81 1.84 0.544 3.94

TPD-18 -5.65 -2.01 3.64 5.15 -3.83 1.82 0.550 4.03

TPD-19 -5.67 -2.14 3.53 3.85 -3.91 1.77 0.565 4.32

TPD-20 -5.67 -2.17 3.50 4.13 -3.92 1.75 0.571 4.39

TPD-21 -5.70 -2.99 2.71 3.31 -4.35 1.36 0.735 6.97

TPD-22 -5.72 -2.30 3.42 3.28 -4.01 1.71 0.585 4.70
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TPD-23 -5.63 -1.93 3.70 5.68 -3.78 1.85 0.540 3.86

TPD-24 -5.56 -1.92 3.64 6.92 -3.74 1.82 0.550 3.84

TPD-25 -5.40 -1.98 3.42 4.96 -3.69 1.71 0.585 3.98

TPD-26 -5.61 -2.16 3.45 5.76 -3.89 1.73 0.578 4.37

Etoposide -5.34 -0.10 5.24 3.53 -2.72 2.62 0.382 1.41

The analysis of docking results showed that the banding affinities ranged from -6.8 kcal/mol 
(TPD-7)  to  -8.6  kcal/mol  (TPD-25).  The  triazole-trimethoxyphenyl  hybrids  with  higher  binding 
affinities  against  adenocarcinomic  human  alveolar  basal  epithelial  cells,  A549 (ID:  7MLR)  are 
TPD-10  and  TPD-14  (-8.0  kcal/mol),  TPD-19  (-8.4  kcal/mol),  TPD-20,  TPD-21  and  TPD-26 
(-8.5 kcal/mol) and TPD-25 (-8.6 kcal/mol). TPD-10 and TPD-14 are hydrogen bonded with ILE 146; 
TPD-19 is hydrogen bonded with GLN 85 and PRO 86; TPP 20 is hydrogen bonded with GLN 85, 
TYR 97, ASN 140 and ILE 146; TPD-21 is hydrogen bonded with GLN 85; TPD-26 is hydrogen 
bonded with ASP 144 and ASN 140; while TPD-25 is hydrogen bonded with ASN 140, ILE 146 and 
CYS 137. The binding affinity of Etoposide is -8.8 kcal/mol having hydrogen binding with ASN 140 
and PRO 86 (Table 3). The TPD-25 with highest inhibitory activity against adenocarcinomic human 
alveolar basal epithelial cells, A549 (Table 1), also presented highest binding affinity among the tria-
zole-trimethoxyphenyl hybrids, thus it is used as QSAR reference compound for modelling and pre-
diction of IC50 for new triazole-trimethoxyphenyl hybrids in this work.

 Table 3: Binding affinities (kcal/mol) of the 26 triazole-trimethoxyphenyl hybrids with A549 (ID: 7MLR)
RECEPTOR A549

CPD Binding affinity 
∆G (Kcalmol-1)

Inhibition con-
stant Ki (µM)

H-BOND with ligands H bond distance(Å)

TPD-1 -7.7 2.25 GLN 85 2.41

PRO 86 3.77

TPD-2 -7.4 3.74 PRO 86, GLN 85 3.37, 2.08

ASP 88 1.79

PRO 82 2.15

GLN 85 3.54

TPD-3  -7.6 2.67  GLN 85 2.35

ASN 140 2.23

MET 105 2.39

TPD-4 -7.7 2.25 GLN5 8 2.35

TPD-5 -7.3 4.43 ASN 140 2.32

GLN 85 2.82

MET 105 3.70

PRO 86 3.36

TPD-6 -7.0 7.35 ASN140 2.65

TPD-7 -6.8 10.30 PRO 82 3.73

TPD-8 -7.9 1.61 ILE 146 2.67

TPD-9 -7.9 1.61 ILE 146 2.62

TPD-10 -8.0 1.36 ILE 146 2.60
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TPD-11 -7.5 3.16 Nil Nil

TPD-12 -7.8 1.90 ILE 146 2.78

TPD-13 -7.8 1.90 ILE 146 2.84

TPD-14 -8.0 1.36 ILE 146 2.60

TPD-15 -7.9 1.61 GLN 85, PR0 86 2.08, 3.37

TPD-16 -7.6 2.67 ILE 146 , MET 105, MET 

132

2.51, 3.19, 3.54

TPD-17 -7.8 1.90 GLN 85, TYR 97, MET 

105, PRO 86, ASN 

135

2.23, 2.42, 3.57, 

3.23, 3.79

TPD-18 -6.8 10.30 GLN 85, ASN 140, PRO 

86

2.36, 2.56, 3.35

TPD-19 -8.4 0.69 GLN 85, PRO 86 2.10, 3.52

TPD-20 -8.5 0.58 GLN 85, TYR 97, ASN 

140, ILE 146

2.78, 2.15, 2.48, 

3.71

TPD-21 -8.5 0.58 GLN 85 2.14

TPD-22 -7.5 3.16 GLN 85 2.45

TPD-23 -7.5 3.16 MET 132 2.50

ILE 146 2.96

TPD-24 -7.5 3.16  ASN 140 2.45

ILE 146 2.17

CYS 136 2.72

TPD-25 -8.6 0.49 ASN 140 2.45

ILE 146 2.72

CYS 137 3.36

TPD-26 -8.5 0.58 ASP 144 3.51

ASN 140 3.64

Etoposide -8.8 0.35 ASN 140 2.99

PRO 86 3.77

QSAR model using Multilinear Regression Genetic Algorithm (MLR-GFA)

The QSAR model developed via MLR-GFA, as shown in equation 7, of inhibitory activity (pIC50 

= -log (IC50)) of  triazole-trimethoxyphenyl hybrids against adenocarcinomic human alveolar basal 
epithelial cells (A549)  contains four independent 2D-molecular descriptors. These descriptors sym-
bols and definitions are displayed in Table 4. 

pIC50=0 .3773−6 . 4175∗MATS4p+0 .3043∗minHBint3+0 .5099∗ATSC7 c−0 .1974∗naasC (7)

QSAR model  displayed  a  negative  contribution  form MATS4p  and  naasC  descriptors,  while 
minHBint3 and ATSC7c descriptors contributed positively. Thus, increase in MATS4p and naasC 
values will negatively influence the predicted value of pIC50, meanwhile, minHBint3 and ATSC7c 
descriptors will have positive impact on the model. Figure 2 shows the percentage contributions of  
each descriptor to the predicted pIC50.   The Pearson correlation analysis of the descriptor and pIC50 
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values of the model shows nonexistence of inter-correlation among the descriptors as displayed in 
Table 5.

Table 4: Symbols definitions and descriptors used in the MLR-GFA equation.

S/N Descriptor Definition Class Contribu-
tion

1 MATS4p Moran autocorrelation - lag 4 / weighted by polarizabilities. 2D Negative

2 ATSC7c Centered Broto-Moreau autocorrelation - lag 7 / weighted by 
charges.

2D Positive

3 minHBint3 Minimum E-State descriptors of strength for potential Hydro-
gen Bonds of path length 3

2D Positive

4 naasC Count of atom-type E-State: C: 2D Negative

Figure 2: Pie chart showing the Influence of each descriptor in the Model.

Table 5: Table of correlation matrix for the descriptors.

  pIC50 MATS4p ATSC7c minHBint3 naasC

pIC50 1

MATS4p 0.074446 1

ATSC7c -0.00223 0.414277 1

minHBint3 0.663251 0.595809 0.184444 1

naasC 0.075153 -0.29125 0.07373 0.282719 1

The model is statistically validated with  R-squared (R2), adjusted  R2, Cross validated  R  squared 
(Q2) are 0.8632, 0.7951 and 0.6023, respectively. The model general robustness is also examined 
using the differences in R2 and Q2cv which is < 0.3 and Friedman LOF is 0.001 (Table 6). The inter-
correlated descriptor characteristics of model are evaluated based on their multicollinearity estimated 
using the variation inflation factor (VIF) as shown in equation 8. 

VIF= (1−R2)−1 (8)
In this case, R2 is the correlation coefficient, and VIF value approaching a unity, is an indication of 

no inter-correlation among each descriptor in the model. The VIF scores between 1 and 5 means the 
model is within acceptability and stability arena; nevertheless, if the VIF score > 10, then the model is 
unstable and unacceptable [57]. The VIF scores in Figure 3 shows that the model is stable and accept-
able, thus the model can be used to predict bioactivity (pIC50) of similar triazole-trimethoxyphenyl hy-
brids against adenocarcinomic human alveolar basal epithelial cells (A549). 
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Table 6: QSAR validation parameters

S/N Parameter Threshold value Computed value Statement

1 R-squared (R2) > 0.6 0.8146 Good

2 Adjusted R2 (R2adj) > 0.6 0.7874 Good

4 Cross validated R squared (Q2) > 0.5 0.6015 Good

5 Friedman LOF  < 0.1 0.0246 Good

6 R2 - Q2 LOO < 0.3 0.2582 Good

The  experimental  IC50 (pIC50)  of  TPDs  against  A549  reported  by  Ansari  et  al.,  [35]  and  the 
predicted pIC50 and the residual  values (difference between the experimental  pIC50 and predicted 
pIC50) are displayed in Table 7. The lower residual score implies that the model has good predictive 
potential.  Figures  3  and  4  display  the  observed  versus  predicted  activity  and  residual  plots, 
demonstrating the accuracy of the model with RPred² of 0.8632, which is greater than 0.6 threshold 
value. 

Table 7: The experimental and predicted pIC50  of the ligands. 

Ligand Experimental Predicted

pIC50 (μM) pIC50 (μM) Residual

TPD 1* -0.60 -0.45 -0.15

TPD 2 -0.64 -0.59 -0.05

TPD 3 -0.62 -0.57 -0.05

TPD 4 -0.57 -0.52 -0.05

TPD 5* -0.41 -0.37 -0.04

TPD 6 -0.45 -0.44 -0.01

TPD 7* -0.58 -0.47 -0.11

TPD 8 -0.57 -0.52 -0.05

TPD 9* -0.66 -0.72 0.06

TPD 10 -0.62 -0.55 -0.07

TPD 11* 0.17 0.23 -0.06

TPD 12 -0.51 -0.43 -0.08

TPD 13* -0.60 -0.75 0.15

TPD 14 -0.44 -0.53 0.09

TPD 15* -0.02 -0.09 0.07

TPD 16 -0.56 -0.44 -0.12

TPD 17 -0.40 -0.62 0.22

TPD 18 -0.60 -0.54 -0.06

TPD 19* -0.45 -0.27 -0.18

TPD 20* -0.33 -0.22 -0.11

TPD 21 -0.70 -0.43 -0.27

TPD 22 -0.50 -0.57 0.07

TPD 23 -0.70 -0.67 -0.03
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TPD 24 -0.51 -0.46 -0.05

TPD 25 0.22 0.28 -0.06

Note * test set for the cancer cell line.
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Figure 3: Graph of internal validation for MLR-GFA (Test in red)
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Figure 4: Graph of Residual plot for A549- MLR-GFA model, Test in red 

Design of new triazole-trimethoxyphenyl hybrids and their computed pIC50 values 

New twenty-eight molecules with their computed pIC50/IC50 values were predicted,  from which 
the  best ten were selected in all out of which eight were from TPD-25 (NTPD-1 to NTPD-8) and 
other two from TPD-11 (NTPD-9 and NTPD-10) as shown in Figure 5. The compounds TPD-11 and 
TPD-25 were selected as lead molecules based on experimental bioactivity against adenocarcinomic 
human  alveolar  basal  epithelial  cells  (Table  1).  The  new  molecules  with  outstanding  IC 50 than 
Etoposide (2.99 μM) are NTPD-3 (0.594 μM), NTPD-4 (0.813 μM), NTPD-6 (1,514 μM), NTPD-8 
(2,743 μM) and NTPD-9 (1.090 μM).
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S/N R Name pIC50 IC50

NTPD-1 CH2CH3 3-(4-ethylphenyl)-6-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-7H-
[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazine, 0.997 -0.878 7.56

NTPD-2 CH(CH3)2 3-(3-(propan-2-ylphenyl)-6-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-
7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazine -0.467 2.93

NTPD-3 C(CH3)3 3-(3-tert-butylphenyl)-6-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-7H-
[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazine 0.226 0.59

NTPD-4 OCH2CH3 3-(3-ethoxyphenyl)-6-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-7H-
[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazine 0.090 0.81

NTPD-5 S-CH3 3-(3-methysulfanylphenyl)-6-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-
7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazine -0.719 5.24

NTPD-6 NO2 3-(3-nitrophenyl)-6-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-7H-
[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazine 0.180 1.51

NTPD-7 CN 3-(3-cyanophenyl)-6-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-7H-
[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazine -0.346 2.22

NTPD-8 NH2 3-(3-aminophenyl)-6-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-7H-
[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazine -0.438 2.74

NTPD-9 O-CH3 6-(3-methoxyphenyl)-3-(2,3,4-trimethoxyphenyl)-7H-
[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazine -0.037 1.09

NTPD-10 S-CH3 6-(3-methysulfanylphenyl)-3-(2,3,4-trimethoxyphenyl)-
7H-[1,2,4]triazolo[3,4-b][1,3,4]thiadiazine -0.624 4.21

Figure  5:  2-D  structures,  IUPAC  names  bioactivity  of  new  triazole-trimethoxyphenyl  hybrids  against 
adenocarcinomic human alveolar basal epithelial cells (A549)

The  frontier  energies  and  reactivity  descriptors  of  the  four  compounds,  NTPD-3,  NTPD-4, 
NTPD-6 and NTPD-9 (out of ten new compounds) with outstanding predicted bioactivity against 
adenocarcinomic  human  alveolar  basal  epithelial  cells  (A549)  are  listed  in  Table  8  with  orbital 
overlay in Figure 6. The LUMO and chemical potential (μ) energies of these compounds showed that 
they can readily receive electrons from the surrounding (protein) than Etoposide [51].  Also, ΔEg, 
chemical hardness (η), and softness favour interactions of valence electrons of these compounds with 
adenocarcinomic human alveolar basal epithelial cells (A549). However, the HOMO supports the 
ease of electron donating ability of Etoposide with the protein than these new compounds [53]; thus, 
Etoposide is expected to donate electrons to the protein readily than these NTPD compounds. The 
molecular docking analysis of predicted NTPD compounds showed that binding affinity for NTPD-3, 
NTPD-4,  NTPD-6 and NTPD-9 are -7.9, -7.5, -8.0 and -7.8 kcalmol-1, respectively, as compared to 
-8.8 kcalmol-1 for Etoposide (Figure 7).

Table 8: Chemical descriptors calculated for new predicted triazole -trimethoxyphenyl hybrids
CPD H (eV) L (eV) ΔEg Dipole Moment 

(Debye)
CPD H (eV) L (eV) ΔEg

NTPD-3 -5.59 -2.00 3.59 5.95 -3.795 1.795 0.557 4.012

NTPD-4 -5.56 -1.89 3.67 6.22 -3.725 1.835 0.545 3.781

NTPD-6 -5.86 -3.11 2.75 1.50 -4.485 1.375 0.727 7.315
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NTPD-9 -5.81 -2.02 3.79 6.41 -3.915 1.895 0.528 4.044

Etoposide -5.34 -0.10 5.24 3.53 -2.720 2.620 0.382 1.412

NTPD-3: HOMO
NTPD-3: LUMO

NTPD-4: HOMO NTPD-4: LUMO

NTPD-6: HOMO NTPD-6: LUMO

NTPD-9: HOMO NTPD-9: LUMO
Figure 6: The frontier orbitals overlaid diagram of new triazole -trimethoxyphenyl hybrids
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Binding affinity =  -7.9 kcal mol-1 (NTPD-3)

     
Binding affinity =  -7.5 kcal mol-1 (NTPD-4)

     
Binding affinity =  -8.0 kcal mol-1 (NTPD-6)

     
Binding affinity =  -7.8 kcal mol-1 (NTPD-9)

Figure 7: binding affinity and2-D diagram of the newly designed ligands with A549 (ID: 7MLR).

The  assessment  of  drug  likeness  and  oral  bioavailability  is  crucial,  especially  for  orally 
administered drugs. Lipinski's Rule of Five is a widely accepted guideline in this context. The rule  
states that a molecule should not violate more than one of the following parameters: molecular weight  
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(Mw)  <  500,  number  of  hydrogen  bond  donors  (HBD)  <  5,  octanol/water  partition  coefficient 
(log P) < 5, and number of hydrogen bond acceptors (HBA) < 10. The physicochemical properties of 
the new designed triazole-trimethoxyphenyl hybrids against adenocarcinomic human alveolar basal 
epithelial cells  indicated that these compounds adhere to Lipinski's rule except NTPD-6 with one 
violation. The ADMET properties predicted for these new compounds showed that NTPD-6 displayed 
good  oral absorption, water solubility, skin permeability, non P-glycoprotein substrate which may 
enhance bioavailability. Blood-brain barrier (BBB) permeability predictions indicated that the ligands 
could  cross  the  BBB,  but  they showed low permeability,  indicating moderate  distribution to  the 
central  nervous  system  (CNS).  The  ligand  acted  as  non-inhibitor  of  human  cytochrome  P450 
enzymes, especially CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9 and CYP2D6 (Table 10). This suggests that it 
may  undergo  metabolic  transformations.  The  ligands  exhibit  low  Oral-  Rat  Chronic  toxicity 
(LOAEL), Hepatotoxicity and Skin sensitization total clearance values, suggesting prolonged stability 
in the body and enhanced drug efficacy. 

Table 10: ADMET properties of the predicted ligands.

Property Model Name NTPD-3 NTPD-4 NTPD-6 NTPD-9 Etoposide

A
B

S
O

R
B

T
IO

N

H2O solubility -5.648 -4.195 -4.399 -4.288 -3.69

Caco-2 Permeability 1.458 1.215 0.732 1.361 0.56

Intestinal absorption (human) 97.24 99.147 93.742 99.836 91.44

Skin permeability -2.741 -2.739 -2.746 -2.744 -2.74

P- glycoprotein substrate No No No No Yes

P-glycoprotein I inhibitor Yes Yes Yes Yes No

P-glycoprotein II inhibitor Yes Yes No Yes No

D
IS

T
R

IB
U

-
T

IO
N

VDSS (human) 0.015 -0.126 -0.193 -0.152 0.42

Fraction on bound (human) 0.009 0.072 0.098 0.064 0.11

BBB permeability -1.009 -1.263 -1.393 -1.281 -1.61

CNS permeability -1.962 -3.489 -3.402 -3.254 -3.71

M
E

T
A

B
O

L
IS

M

CYP2D6 Substrate No No No No NO
CYP3A4 Substrate Yes Yes Yes Yes NO

CYP1A2 inhibitor Yes Yes No Yes NO

CYP2C19 inhibitor Yes Yes No Yes NO

CYP2C9 inhibitor Yes Yes No Yes NO

CYP2D6 inhibitor No No No No NO

CYP3A4 inhibitor Yes Yes Yes Yes NO

E
X

-
C

R
E

-
A

T
IO

N Total clearance 0.585 0.596 0.61 0.783 0.00

Renal OCT2 substrate No No No No NO

T
O

X
IC

IT
Y

AMES toxicity No No No No NO

Max. tolerated dose (human) 0.541 0.627 0.668 0.532 0.10

hERG I inhibitor No No No No NO
hERG II inhibitor Yes Yes No Yes NO

Oral- Rat Acute toxicity (LD50) 2.752 2.845 2.427 2.648 3.00

Oral- Rat Chronic toxicity 
(LOAEL) 

1.266 1.365 0.97 1.34 2.94

Hepatotoxicity Yes Yes No Yes NO
Skin sensitization No No No No NO
T. Pyriformis toxicity 0.31 0.294 0.287 0.3 0.29
Minnow toxicity -0.215 -1.432 -1.443 -0.715 5.08
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Conclusion

In silico methods were used to evaluate twenty-six triazole-trimethoxyphenyl hybrids anticancer 
activity against  adenocarcinomic human alveolar basal epithelial cells (A549) through DFT, QSAR 
and ADMET profile. The DFT results showed that TPD 11 and TPD 25 have better molecular proper-
ties to receive electrons from and donate electrons to adenocarcinomic human alveolar basal epithelial 
cells readily than Etoposide. Thus, they are  expected to engage in hydrogen bonding and other hy-
drophobic interactions with a receptor more than Etoposide which led to enhance binding properties. 
The QSAR developed using multiple linear regression-Genetic Approximation (MLR-GA) statisti-
cally has very good predictive ability, which was used to predict  twenty-eight molecules of which 
NTPD-3, NTPD-4 NTPD-6 and NTPD-9 have computed pIC50/IC50 values better than etoposide. 
The physicochemical and ADMET properties  showed that NTPD-6 displayed good oral absorption, 
water solubility, skin permeability, non-P-glycoprotein substrate, exhibited low Oral- Rat Chronic 
toxicity (LOAEL), Hepatotoxicity and Skin sensitization total clearance values, suggesting it could be 
a good candidate inhibitor against adenocarcinomic human alveolar basal epithelial cells.
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А. О. Сандей*, Ш. Абдуллахі*, О. К. Габріель*, О. Мозес*, С. Банджо*†. Дослідження in silico похідних триазол-
триметоксифенілу  як  антипроліферативних  засобів  проти  аденокарциномних  альвеолярних  базальних 
епітеліальних клітин людини (A549): DFT, QSAR та підходи молекулярного докінгу.
*Кафедра хімії, Федеральний університет Локоджа, штат Когі, Нігерія
†Лабораторія обчислювальної хімії, кафедра чистої та прикладної хімії, Ладоке Акінтола, Технологічний 
університет, P.M.B. 4000, Огбомосо, штат Ойо, Нігерія.

Двадцять вісім наборів синтезованих похідних триазолтриметоксифенілу (TPD) були розглянуті як  
антипроліферативні препарати проти ліній ракових клітин альвеолярного базального епітелію людини 
(A549)  за  допомогою  методів  DFT,  QSAR,  профілю  ADMET  та  молекулярного  докінгу.  Розглянуті 
сполуки були використані  для розробки надійної  моделі  QSAR, яка була застосована для розробки  
нових сполук TPD, що могли б служити кандидатами на антипроліферативні  препарати проти раку  
альвеолярного базального епітелію людини (A549). Параметри,  отримані  з  розрахунків  DFT,  такі  як 
HOMO,  LUMO,  дипольний  момент,  хімічна  твердість  та  м'якість,  свідчили  про  перевагу  TPD-11  та 
TPD-25 над етопоксидом як сильних інгібіторів проти ракових клітин альвеолярного базального епі -
телію  людини  (A549),  що  узгоджується  з  експериментальними  даними. Моделювання  та  валідація 
QSAR показали значний вплив автокореляції Морана - лаг 4/зважений за поляризовністю (MATS4p),  
автокореляції  центрованого  Брото-Моро  -  лаг  7/зважений  за  зарядами  (ATSC7c),  дескрипторів 
мінімального  E-стану  міцності  для  потенційних  водневих  зв'язків  довжиною  3  (minHBint3)  та  де-
скрипторів кількості E-станів атомного типу: C (naasC) на зареєстровану протиракову активність пре-
паратів  у  QSAR  A549-MLR-GFA  (R2 =  0,8146,  скоригований  R2 = 0,7874,  Q2

Loo =  0,6015  та 
R2 -  Q2

Loo = 0,2582). Використовуючи  дані  моделі,  було  запропоновано  чотири  нові  TPD  (NTPD-3, 
NTPD-4, NTPD-6 та NTPD-9). DFT та молекулярний докінговий аналіз показали, що ці чотири сполуки 
можуть бути кращими інгібіторами проти A549, ніж етопоксид. Однак, властивості ADMET (абсорбція, 
розподіл, метаболізм, екскреція та токсичність) показали, що NTPD-6 має чудові фармакокінетичні та  
токсикологічні  профілі  та може слугувати дороговказом для нових та ефективніших протипухлинних  
засобів.

Ключові  слова:  триазол-триметоксифеніл,  протипухлинні  засоби,  DFT,  QSAR, 
молекулярний докінг.
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The extraction of radionuclides 137Cs, 90Sr, 90Y, and UO2
2+ was studied using solid-phase extractants SPE-TBP, 

SPE-C45 and SPE-CIP67 depending on the acidity of the aqueous solution. SPE-C45 and SPE-CIP67 are por-
ous  styrene-divinylbenzene  copolymer  pellets  impregnated  with  calix[4]arene  tetraphosphine  oxide  C45 
(5,11,17,23-tetrakis-diethylphosphinoylmethyl-25,26,27,28-tetrapropoxycalix[4]arene)  and  CIP67  (5,11,17,23-
tetrakis-dipropylphosphinoylmethyl-25,26,27,28-tetrapropoxycalix[4]arene).  Commercial  solid-phase extractant 
SPE-TBP based on tributylphosphate was used for comparison. The influence of the radionuclides contact time 
with extractant on the establishment of extraction equilibrium was analyzed. It was shown that the equilibria in  
the systems using SPE are established in 3-4 hours.

A significant influence of the acidity of the aqueous solution on the extraction efficiency of the radionuclides  
was found: an increase in acidity leads to an increase in the distribution coefficients.

The influence of the nature of cations on the extraction efficiency is shown.  The extraction of the radionu -
clides increases in the following series: UO2

2+ > 90Y > 90Sr > 137Cs.
It was revealed that the extraction of the radionuclides depends on the length of the alkyl radical at the phos-

phorus atom of the macrocyclic skeleton of calix[4]arene phosphine oxide. Cations are extracted more effi-
ciently with calix[4]arene of shorter alkyl radical length at phosphorus atom. The ability of SPE-calixarenes to-
wards the studied radionuclides exceeds the extraction ability of SPE-TBP and varies in the following order:  
SPE-TBP< SPE-CIP67< SPE-C45.

The conducted studies have shown the possibility of using the studied solid-phase-liquid extraction systems in 
the organization of radiation control of natural waters. In this case, the method of solid-phase extraction is con -
venient for radionuclide extraction, as it is simple and allows minimizing waste.

Keywords: radionuclides, solid-phase-liquid extraction, calixarene, phosphine oxide, radioactive waste.

Introduction

At this stage of development of civilization, there is a growing demand for energy. At the same 
time, the anthropogenic load (greenhouse gases and other harmful substances) increases. This leads to 
environmental pollution and negatively affects the integrity of ecosystems. Therefore, interest in nu-
clear energy has increased. Nuclear power plants are an environmentally friendly source of energy 
with a minimum amount of harmful substances entering the atmosphere. During the operation of a nu-
clear power plant, a large number of radioactive isotopes are formed in the reactor. In case of possible  
accidents at nuclear power plants and radioactive waste processing plants, radioactive isotopes may 
enter the environment. Particularly dangerous are the long-lived radionuclides uranium-235, pluto-
nium-239 and their fission products strontium-90 and cesium-137. These radionuclides have long-term 
radiotoxicity, harming not only the health of the body, but also the environment as a whole. One of the 
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Extraction of radionuclides 137Cs, 90Sr, 90Y and UO2
2+ from aqueous solutions … 

environmental problems is also its pollution by depleted uranium [1, 2], which is used for the produc-
tion of warheads for armor-piercing projectiles. At the same time, depleted uranium is the most poten -
tially dangerous to human health due to the formation of a large number of aerosols.

To assess the impact of radiation on the environment and, above all, on the human body, there is a 
need to create radiation monitoring [3]. When organizing radiation environmental monitoring, one of 
the methods for assessing the degree of technogenic load on the environment of cities and on the 
health of the population living in them is monitoring the pollution of atmospheric precipitation, sur -
face water and soil [4, 5].

In this case, the main interest is those radionuclides that, accumulating in the external environment, 
pose a serious threat due to their biological activity and toxic properties [6]. An important component 
of radiation monitoring is the assessment of radionuclide content in surface and technogenic waters [7,  
8].

Low contents of radionuclides and large amounts of other elements necessitate their preliminary 
concentration. One of the most appropriate ways to solve this problem is the use of liquid-liquid ex-
traction [9,  10].  However,  the organic  solvents  used are  usually  toxic,  flammable and expensive. 
Therefore, the search for new extraction systems for the isolation and separation of radionuclides is  
one of the most important scientific and practical problems of radiochemistry.

New systems must be as efficient as traditional ones, but at the same time more environmentally  
friendly. They must not contain toxic extractants or solvents (“green extraction”), and waste solutions 
must be easily recycled or destroyed.

As an alternative to liquid-liquid extraction, there has recently been increased interest in the devel -
opment and use of the solid-phase extraction method, which combines sorption and extraction meth-
ods. Solid-phase extractants (SPE) are porous materials impregnated with a complexing agent solution 
capable of forming complexes with metal ions and extracting them from aqueous solutions [11-13]. 
The advantage of SPE is their high capacity, characteristic of extractants, and the simplicity of the 
technological process for extracting metal salts, characteristic of sorbents.

Solid-phase extraction is characterized by wider possibilities for varying the nature and strength of 
interaction of the sample with the sorbent and eluent than liquid extraction. Through specific interac-
tions, it is possible to selectively concentrate and extract each of the specific compounds or separate 
them from interfering components [14].

The use of solid extractants for decontamination of liquid radioactive waste allows to significantly 
reduce the volume of waste and facilitate its disposal. One of the common solid extractants produced 
commercially  and  used  in  extraction  technologies  is  a  porous  copolymer  of  styrene  and 
divinylbenzene impregnated with tributyl phosphate (SPE-TBP) [15]. At the same time, SPE-TBP has 
insufficient complexing ability and low selectivity towards actinides and lanthanides. The use of ex-
traction methods for the extraction of radionuclides involves the introduction into the system of com-
plexing ligands that have high selectivity [11].

For this purpose, multifunctional supramolecular receptors (synthetic cyclic and macrocyclic lig-
ands,  crown ethers  and their  derivatives,  calixarenes,  heterocyclic  nitrogen-  and sulfur-containing 
compounds, bifunctional neutral organophosphorus compounds [11, 12, 13, 16] are widely used.

In recent  years,  research in  the development  of  selective extractants  has  been focused on cal-
ixarenes [11, 12, 17, 18].

Calix[4]arenes, due to their unique spatial structure, have great potential for modifying the macro-
cycle. This makes it possible to build specific receptors capable of recognizing with high selectivity 
various cations, anions or neutral molecules. The ability of calix[4]arenes to form stable supramolecu-
lar complexes determines the widespread use of calix[4]arenes and their derivatives in extraction tech-
nologies [11, 18].

A promising direction in the design of highly selective extractants is the functionalization of the 
macrocyclic ring of calix[4]arenes with phosphine oxide groups. The phosphine oxide groups are spa-
tially oriented in such a way that their oxygen atoms form pseudocavities with the size and topology of 
complementary metal cations (Figure 1)[ 19]. 
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Fig. 1 The energetically minimized structure of calixarene phosphine oxide complex with metal cation: a) side 
view; b) projection from above [19]. 

By changing the conformation of the macrocyclic skeleton of calix[4]arene, it is possible to pur-
posefully design molecules that are selective complexing agents with respect to radioactive elements  
and other metal cations.

Calixarene phosphine oxides have high complexing properties and can be used as extractants for 
the creation of new SPEs. Evaluation of the possibility of their use in the processing of liquid radioac-
tive waste is an important task of applied radiochemistry.

In this work the extraction of 137Cs, 90Sr, 90Y, and UO2
2+ from nitric acid solutions using SPEs based 

on phosphorus-containing calix[4]arenes C45 and CIP67 differing in the length of alkyl radicals at the 
phosphorus atom was investigated. 

Method

Reagents. To study the extraction of radionuclides 137Cs, 90Sr, 90Y, and UO2
2+ were used model solu-

tions of 137Cs with a specific activity of 8.6‧107 Bq/dm3, 90Sr with a specific activity of 1.8‧108 Bq/dm3, 
90Y with a specific activity of 1.8‧108 Bq/dm3 and uranyl nitrate UO2(NO3)2 with a metal ion concentra-
tion of 1.52 mg/dm3. The required acidity of the solution was created with nitric acid.

Samples of SPE-C45 and SPE-CIP67 which are porous pellets of styrene-divinylbenzene copoly-
mer (production of enterprise “Smoly”, Kamianske) impregnated with calix[4]arene tetraphosphine 
oxides  C45  (5,11,17,23-tetrakis-diethylphosphinoylmethyl-25,26,27,28-tetrapropoxycalix[4]arene) 
and  CIP67  (5,11,17,23-tetrakis-dipropylphosphinoylmethyl-25,26,27,28-tetrapropoxycalix[4]arene), 
which differ in the length of the alkyl radical at the phosphorus atom were used.

Calix[4]arenes C45 and CIP67, as well as SPEs based on them SPE-C45 and SPE-CIP67 were syn-
thesized and characterized at the Institute of Organic Chemistry of the National Academy of Sciences 
of Ukraine [19]. The solid extractant was obtained in the form of granules of size (63-100 μm). The 
mass fraction of calixarene in the sorbent is 40 wt. %. Commercial SPE-TBP based on tributyl phos-
phate was used for comparison [20, 21]. Figure 2 show the chemical structures of calixarenes C45 and 
CIP67 [19].

Fig. 2 Structures of calixarene phosphine oxide C45 (R= C2H5) and C67 (R= C3H7).

Study of extraction prop erties. The extraction properties of SPEs were determined with solutions 
of  137Cs, 90Sr,  90Y, and UO2

2+ at a mass ratio of solid and liquid phases 1:100. SPEs suspension was 
mixed with the solution containing the investigated radionuclide with the given acidity of the solution 
(0; 0.1; 0.5 and 1 mol/dm3) at 293 K. The experiment was carried out in static mode. The time of equi-
librium establishment was determined experimentally. The equilibrium phases were separated by cen-
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trifugation, after which a sample of the aqueous phase was taken for analysis. Sampling was carried  
out using micropipette dispensers Eppendorf Pipette 4700 (Germany).

Radiometric measurements of the dry residue of radionuclide samples were carried out using an 
α-β-automatic device NRR-610 “Tesla” (Czech Republic). The relative errors in radioactivity mea-
surements did not exceed 2%.

The activities of 90Sr, 90Y and 137Cs in the solid phase were calculated from the change in the activ-
ity of the radionuclide in the aqueous phase before and after contacting the aqueous solution with the  
solid extractant.

The UO2
2+ content in the solid phase was calculated from the change in uranium concentration in 

the aqueous phase before and after contacting the aqueous solution with the solid extractant. The ini-
tial and equilibrium concentrations of uranium were determined by the luminescent method using a 
Hitachi spectrofluorimeter (Japan).

The extraction capacity of the investigated SPEs for radionuclides 90Sr, 90Y, 137Cs and UO2
2+ was 

characterized by extraction coefficients (R), which were calculated according to the formula

R=
A0−A i
A0

⋅100 , % (1)

where  A0 and  Ai are the initial and equilibrium activities of  90Sr,  90Y and 137Cs in the aqueous 
phase, imp/sec (or UO2

2+ concentration, mol/dm3).
At intervals, aliquots of the solution over the sorbent were taken and the radioactivity of the dry 

residue was determined. The constant radioactivity value of two consecutive samples indicated that 
sorption equilibrium was reached. The time corresponding to the establishment of thermodynamic 
equilibrium in the system was determined graphically from the dependence of the extraction coeffi-
cients (R) on the contact time of the solution with SPE.

Results and discussions

Based on the data on the dependence of the extraction factors (R) on the time of contact with 
SPE for the radionuclides 90Sr, 90Y and 137Cs, kinetic curves were constructed (Figures 3-5).

Fig. 3 Extraction kinetics 137Cs: 1) SPE-TBP, 2) SPE-CIP67, 3) SPE-C45

Fig. 4 Extraction kinetics 90Sr: 1) SPE-TBP, 2) SPE-CIP67, 3) SPE-C45
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Fig. 5 Extraction kinetics 90Y: 1) SPE-TBP, 2) SPE-CIP67, 3) SPE-C45

Analysis of kinetic curves showed that sorption equilibrium in the studied systems occurs after 
3-4 hours. The process of radionuclide extraction occurs in 2 stages - fast and slow. The first stage is  
responsible for the process of saturation of the SPE surface with radionuclides, which occurs in a 
fairly short period of time. The second stage, corresponding to some "straightening" on the kinetic 
curve, indicates complete saturation of the sorbent surface with radionuclides and subsequent slow dif-
fusion into the sorbent. This suggests that the rate of extraction by the solid extractant is controlled by 
a slower intradiffusion mechanism. For systems with uranium, the sorption kinetics at different pH 
values were investigated.

A significant contribution to the kinetics is made by the chemical interaction during the extraction 
process. The extraction kinetics for such systems is most accurately described by a pseudo-second-or-
der model [22]. This indicates a significant influence of chemical interaction between extractants and 
radionuclides on the process rate.

Based on the data obtained, the empirical parameters of the pseudo-second-order kinetic model 
were calculated using equation:

R=
k2Re

2 t

1+k 2 Re t
(2)

where k2 – rate constant, Re – equilibrium extraction coefficient.
The initial extraction rate was calculated using the equation

h=k 2 Re
2 (3)

The results are shown in Tables 1 and 2.

Table 1. Parameters of equations 2 (k2, hours-1) and 3 (h, hours-1) dependence of extraction coefficients R(%) on 
time t(hours) for SPE systems with radionuclides.

Radionuclides
SPE-TBP SPE-C45 SPE-CIP67

Re k2‧102 h Re k2‧102 h Re k2‧102 h
137Cs 7.7 4.8 2.9 18.1 6.9 22.6 11.2 14.1 17.6
90Sr 12.2 10.9 16.3 17.8 23.6 74.7 13.4 11.9 21.1
90Y 17.5 6.7 20.4 22.6 10.9 55.4 20.4 6.9 28.7

Table 2. Parameters of equations 2 (k2, hours-1) and 3 (h, hours-1) dependence of extraction coefficients R(%) on 
time t(hours) for SPE systems with UO2

2+at different pH.

pH
SPE-C45 SPE-CIP67

Re k2‧102 h Re k2‧102 h
2 82.5 1.2 79.6 75.1 1.1 59.4
4 79.0 1.4 87.1 74.6 0.9 48.8
6 71.7 1.7 89.2 67.6 1.1 50.7

In all studied systems extraction coefficients and initial extraction rate increase in the series 
SPE-TBP< SPE-CIP67< SPE-C45. The extraction coefficient for systems with UO2

2+ decreases with 
increasing pH. At the same time, the initial extraction rate does not show such a trend.
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The effect of addition of nitric acid on the equilibrium extraction coefficients is shown in Ta-
ble 3. For all systems, an increase in extraction coefficients with increasing acid concentration is ob-
served. Even small additions of acid significantly increase the extraction coefficient. Further increases 
in acid concentration have only a minor effect on the extraction.

Table 3. Effect of nitric acid concentration on extraction coefficients.

Ion
SPE-TBP SPE-C45 SPE-CIP67

c(HNO3), mol/dm3

0 0.1 0.5 1.0 0 0.1 0.5 1.0 0 0.1 0.5 1.0
137Cs 5.6 22.8 25.6 27.5 16.2 29.2 33.5 34.9 10.6 25.6 29.5 31.4
90Sr 11.2 34.9 37.5 38.8 17.5 44.9 49.9 52.8 12.5 37.1 42.7 44.9
90Y 15.5 38.2 43.7 48.2 21.8 48.5 57.7 62.9 18.7 43.4 48.9 53.4

UO2
2+ 43 51 68 73 62 84 90 96 58 75 88 91

For  the  analyzed  systems,  depending  on  the  nature  of  extracted  particles,  the  extraction 
coefficients change in the following series UO2

2+ > 90Y > 90Sr > 137Cs. This behavior of the systems is 
due to the specificity of complexation of the extracted particles with TBP and calixarenes.

Conclusions

Experimental studies of solid-phase extraction of radionuclides  137Cs, 90Sr,  90Y, and UO2
2+ from 

aqueous  solutions  using  SPEs were  carried  out.  Calix[4]arene  phosphine  oxides  C45 and CIP67, 
which differ  in the length of the alkyl  radical  at  the phosphorus atom, were used as complexing 
reagents of SPEs. A significant influence of the acidity of the aqueous solution on the efficiency of the 
radionuclide extraction has been shown. Analysis of the extraction coefficients of radionuclides in 
two-phase systems SPEs-water allowed us to construct the series: UO2

2+ > 90Y > 90Sr > 137Cs. A com-
parative analysis of the radionuclides extraction coefficients shows that the extraction ability of solid 
extractant SPE-calixarenes significantly exceeds the extraction ability of SPE-TBP one and varies in  
the series: SPE-C45 > SPE-CIP67 > SPE-TBP. The reasons for the identified patterns are of interest 
for further research. The obtained results open the prospect of using of the calixarene based SPEs for 
the extraction of radionuclides from aqueous solutions.
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Вилучення радіонуклідів 137Cs, 90Sr, 90Y та UO2
2+досліджували з використанням твердофазних екстраген-

тів  SPE-ТБФ, SPE-C45 та SPE-CIP67 залежно від кислотності водного розчину.  SPE-C45 та SPE-CIP67 є 
пористими гранулами стирол-дивінілбензольного сополімеру, імпрегнованими калікс[4]арентетрафосфінок-
сидами  C45  (5,11,17,  23-тетракіс-діетилфосфіноїлметил-25,26,27,28-тетрапропоксикалікс[4]арен)  і  CIP67 
(5,11,17,23-тетракіс-дипропілфосфіноїлметил-25,26,27,28-тетрапропоксикалікс[4]арен).  Як  сорбент  для 
порівняння використовували комерційний твердофазний  екстрагент SPE-ТБФ на основі трибутилфосфату. 
Проаналізовано вплив часу контакту радіонуклідів з екстрагентом на встановлення екстракційної рівноваги. 
Показано, що рівноваги в системах з використанням твердофазних екстрагентів встановлюються за 3-4 го-
дини.

Виявлено  значний  вплив  кислотності  водного  розчину  на  ефективність  вилучення  радіонуклідів: 
збільшення кислотності призводить до зростання коефіцієнтів розподілу.

Показано вплив природи катіонів на ефективність вилучення, яка зростає в наступному ряду:
UO2

2+ > 90Y > 90Sr > 137Cs.
Виявлено, що вилучення радіонуклідів залежить від довжини алкільного радикала при атомі фосфору 

макроциклічного кістяка калікс[4]аренфосфіноксиду. Катіони ефективніше вилучаються калікс[4]ареном з 
меншою довжиною алкільного радикалу. Здатність твердофазних екстрагентів імпрегнованих каліксарен 
фосфіноксидами до вилучення досліджуваних радіонуклідів перевищує екстракційну здатність SPE-ТБФ і 
змінюється в наступному порядку: SPE-ТБФ < SPE-CIP67 < SPE-C45.

Проведені дослідження показали перспективність використання каліксареновмісних твердофазних 
екстрагентів в радіаційному контролі  природних вод,  оскільки вони є селективними, зручними у ви-
користанні і не потребують використання органічних розчинників. 

Ключові  слова:  радіонукліди,  твердофазна  екстракція,  каліксарени,  фосфіноксиди, 
радіоактивні відходи.
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The concept of surface oxidation or noncovalent coating of carbon nanotubes for successful application in 
aqueous fluids has a cost in terms of pollution, fate, and toxicity. Co-existing components in vitro or in vivo can 
influence the nanotube colloidal behavior and affect their transport. In this work, the interaction of oxidized 
single-walled carbon nanotubes with CsI and Sr(NO3)2 and the effect of lysozyme on the colloidal behavior of 
these nanotubes in aqueous systems are examined using dynamic and electrophoretic light scattering.

The concentration regimes of CsI and Sr(NO3)2 that determine the colloidal stability and instability of oxidized 
single-walled carbon nanotubes were identified. Oxidizing of the nanotube surface enhances colloidal stability 
to CsI and adsorption of Sr2+ cations by decorating the surface with COOH groups. Selective binding of metal 
cations and large specific surface area favor the removal of heavy and radioactive metals in cationic form from 
the bulk phase.

Biological  and  medical  applications  contribute  to  the  fact  that  the  interactions  of  carbon nanotubes  with 
lysozyme are the object of several works. Covalent and noncovalent decoration by the enzyme creates a com-
bination of electrical, mechanical, thermal, and optical properties of carbon nanotubes with inherent antibacte-
rial activity of lysozyme. For example, Horn et al. reported antimicrobial fibers with four times the toughness of  
spider silk. However, to the best of our knowledge, little is known about colloidal stability and interaction with 
ions of protein-coated carbon nanotubes.

Keywords: nanotube, lysozyme, coagulation, water pollution, hydrodynamic size, zeta potential, dynamic light 
scattering

Introduction

The  annual  global  production  of  carbon  nanotubes  for  the  scientific  and  industrial  industry  is 
estimated to be several thousand tons. The production of carbon nanotubes inevitably leads to their 
release  into  predominantly  aquatic  systems.  The  toxicity  of  nanotubes  has  been  discussed  in 
Refs.  .  Environmental  processes  can  alter  the  nanotube  state,  affecting  their  transport,  fate,  and 
toxicity. In Ref.   a  hypothetical  loading of nanotubes into environment systems was simulated to 
demonstrate the differences between exposure concentrations during the loading and recovery period.

Carbon nanotubes are characterized by a large specific surface area of 100–400 m2/g. Nanocarbons 
in aqueous systems are hydrophobic colloidal dispersions. The creation of a stable colloidal system 
facilitates their high adsorption surface area. Fundamental concepts related to colloidal stability are 
modification by oxidation and surfactants-coating. Carbon nanotubes biography and degree of their 
surface oxidation compared in Ref.  provides a rationale for controlling colloidal stability in water and 
consequently the environmental fate and nanotube toxicity problems. The presence of charged surface 
provides the basis for efficient ion exchange. Carbon nanotubes decorated with COOH groups exhibit  
higher adsorption efficiency for Cd2+, Cu2+, Pb2+, and Hg2+ than bare ones. Selective binding of heavy 
metal ions, drugs, dyes, etc. leads to adsorption and hence their removal from the bulk phase. While  
strong binding of the pollutants is vital, an efficient nanotube coagulation methodology should also be 
included in the concept, otherwise, the nanoparticles remain in the water as nanovechicles. Finding an 
efficient protocol for sorbent separation after treatment is as important as the actual sorption process. 
Coagulation  has  the  potential  to  remove  nanocarbon  derivatives  with  a  captured  species.  The 
coagulation of carbon nanotubes by organic and inorganic electrolytes in water has been reported in  
Refs. . 

Oxidation of carbon nanotube leads to the formation of negative surface charge in aqueous systems, 
which limits the sorption efficiency of anionic pollutants. In this work, the cationic enzyme lysozyme, 
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LSZ, was involved in surface modification. LSZ is present in all organs that are exposed to air, thus  
the question arises about the fate of the nanotube interface in vivo.

Noncovalent interactions between LSZ and carbon nanotubes do not disrupt the intrinsic structure of  
sp2-bond and allow the production of state-of-the-art materials that combine the antibacterial propriety 
with mechanical, electrical, or optical properties of nanotubes. Therefore, these interactions have been 
the  object  of  several  works.  They were  investigated  using  scanning  electron  microscopy,  Raman 
spectroscopy, circular dichroism, and fluorescence anisotropy. The tryptophan residue of lysozyme 
interacts favorably with sp2-hybridized carbon nanomaterials. The surface carboxyl groups of oxidized 
nanotubes and amine groups of amino acid residues can form an amide bond. Adsorption of lysozyme 
on carboxylated, hydroxylated, and graphitized carbon nanotubes were compared in Ref. , adsorption 
capacity was estimated as 81800−90700 mg/g and multilayer adsorption was discussed. Antimicrobial  
activity of LSZ adsorbed noncovalently and attached covalently to single-walled carbon nanotubes 
was studied in Refs. .

The interaction of  bulk ions with enzyme-coated carbon nanotubes is  poorly represented in  the 
literature. L-cysteine-coating resulted in the 89% adsorption efficiency for Cd2+ ions. Recently, the 
interactions  of  heavy  metal  salts,  single-walled  carbon  nanotubes,  and  β-lactoglobulin  were 
investigated by docking technique. 

This work begins by looking at the interaction of nanotubes with Cs+ and Sr2+ cations, followed by 
coating with lysozyme. The colloidal stability and coagulation of single-walled nanotubes coated with 
noncovalently bound lysozyme is studied. The sample of oxidized single-walled carbon nanotubes 
(D15L1–5–COOH, NanoLab, Inc., USA) with a length of 1–5 mm, a diameter of 1.5 nm, content of  
COOH groups of 2–7 wt.%, and a specific surface area of 220 m2/g was used in the experiment. 

Experimental

Materials
Sodium chloride, cesium iodide, strontium nitrate, sodium sulfate, calcium chloride, lysozyme from 

chicken egg (70000 units/mg solid,  Sigma-Aldrich),  and oxidized single-walled carbon nanotubes 
(D15L1–5–COOH,  NanoLab,  Inc.,  USA)  were  used  as  received.  Energy  dispersive  X-ray 
spectroscopy,  X-ray  photoelectron  spectroscopy,  and  thermogravimetric  analysis  were  applied  to 
characterize this sample of single-walled oxidized carbon nanotubes in Ref. . 

To create the nanotube suspensions, 5 mg sample was suspended in 10 mL of distilled water with 
fourfold treating ultrasound for 8 min (an Ultrasonic Cleaner CD – 4800; frequency of 50/60 Hz, 
power of 70 W). Then the suspension was filtered through a paper filter (medium filtration rate, grade 
ST60, France). 

The working nanotube concentration (~1 mg/L) was found spectrophotometrically (a Hitachi U–
2000 spectrophotometer) according to the Bouguer–Lambert–Beer law and the extinction coefficients 
of 30.3 mL×mg–1×cm–1 and 32.3 mL×mg–1×cm–1 at 1033 nm and 688 nm, respectively. According to 
that initial dispersion contains ⁓160 mg/L nanotubes.

The  particle  hydrodynamic  size,  zeta-potential,  and  critical  coagulation  concentration 
determination procedure

The average hydrodynamic size, Zaver, and polydispersity index, PdI, were generated by cumulants 
analysis of dynamic light scattering data obtained on a Zetasizer Nano ZS Malvern Instrument. The 
electrophoretic  mobility  was  estimated  by  electrophoretic  light  scattering.  Considering  that 
electrophoretic  mobility  is  a  reflection  of  the  effects  of  particle  charge  and  diffuse  double  layer 
thickness; the electrokinetic potential in salt systems was calculated using the Henry equation (1) and  
the Ohshima approximation (2). 
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where  ue is the electrophoretic mobility;  η is the viscosity;  ɛo = 8.854×10–12 F×m–1;  ɛr is the relative 
permittivity of the solvent; κ is the reciprocal Debye length; r is the radius of the colloidal particle; F 
is the Faraday constant; I is the ionic strength; R is the gas constant; T = 298.15 K. 

To determine the critical coagulation concentration, CCC, the Fuchs function (4) was used. 
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where kr and ksl are the rate constants for rapid and slow coagulation, respectively.
The coagulation rate was determined as the slope of the time dependence of Zaver for colloidal 

dispersions with different contents of electrolyte.

Results and discussion

The sample of oxidized single-walled carbon nanotubes (D15L1–5–COOH, NanoLab, Inc., USA) 
can be attributed to being the most carbonized among those studied in the literature. The ζ-potential of 
the colloidal particles with a diameter of an equivalent sphere of about 190 nm is –48 mV at aqueous 
bulk pH of 5.7. [9] According to previous study, this sample is characterized by high CCC(NaCl) 
value and high CCC(Na1+)/CCC(Ca2+) ratio. Complex of Ca2+ with surface carboxyl commonly put 
forward as the reason for the excessive coagulating power.

The results obtained here for Cs+ and Sr2+ extend the empirical set to highlight higher colloidal 
stability of oxidized nanotubes than bare ones and the enhanced coagulation power of the two charged  
cations. On the practical side, the results facilitate the search for effective scavengers for 137Cs and 90Sr 
as representatives of hazardous radionuclides. 

It  should be mentioned that  the excess  energy at  the nanotubes surface compared to  the bulk 
controls coagulation and adsorption. The carboxyl groups of oxidized nanotubes contribute to the 
formation of an electric double layer, EDL, which partially compensates for this excess energy. The 
high content of surface carboxyl groups also leads to surface hydration, which affects the colloidal  
behavior within the framework of the structural component in terms of Churaev and Derjaguin.

In  terms  of  DLVO theory,  the  electric  potential  and  EDL thickness  as  well  as  the  Hamaker 
constants of nanotube–nanotube (4–60×10−20 J ) and water–water (3.7–5.5×10–20 J ) interactions mainly 
determine the height of the energy barrier, at the maximum of which repulsion exceeds attraction. At 
40 mmol/L CsI and 1 mmol/L Sr(NO3)2, the zeta potential of nanospecies changes to –24 mV and –19 
mV, respectively. In line with Powis, these EDL changes are followed by salt systems with colloidal 
instability regime i.e.  the aggregation rate of  colloidal  particles is  not  negligible (Fig.  1).  Eq.  (4) 
implies that at indicated salt systems the double layer is thicker (by a factor of 3.7) and the ionic  
atmosphere is more diffuse in the case of Sr(NO3)2, thus the particle zeta potential changes further by 
adsorption  before  coagulation  occurs.  The  electrostatic  energy  can  then  no  longer  stabilize  the 
nanotube dispersion.

The concentration of CsI and Sr(NO3)2, which correspond to the beginning of the rapid coagulation 
regime, are given in Table 1. At these concentrations, the ζ values become –(12–10) mV (Fig. 1). The 
influence of the electrolyte is mainly due to the compression of EDL thickness, which makes possible  
the contact of particles at a distance at which the attraction forces prevail. As empirical data show, 
EDL compression by NaCl  in  Ref.  and CsI  occurs  mainly  due to  a  decrease  in  the  diffusion of 
counterions into the bulk phase caused by an increase in the ionic strength of the system. It has been 
demonstrated in paper  that the acid dissociation constant of surface carboxyl groups is affected by the 
ionic strength. Nevertheless, CCC(NaCl) > CCC(CsI), the stronger coagulation power of Cs+ is in line 
with  their  ionic  radius  and hydration radius.  Sr2+ and Ca2+  have similar  ionic  radii.  However  the 
properties of ions in the aqueous system affect characteristics such as surface tension, their adsorption, 
the ionization degree of acid and salt, and their interaction with carboxylic group, thus the CCCs for  
CaCl2 and Sr(NO3)2  are different. The dications also affect both the thickness of the diffuse double 
layer and the surface electric potential. Here, the surface electric charge is subject to change by the 
adsorption of ions. For example, in the context of tools serving as complexing agents for radioactive 
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strontium, a montmorillonite modified by oxalate has increased (about 136% over pristine clay at pH 
slightly above 8) selectivity for Sr2+. 

Table  1. Critical  rapid  coagulation  concentrations  for  1  mg/L  oxidized  single-walled  carbon  nanotubes, 
SWCNT, aqueous suspension, 25 oC, pH = 5.7

Electrolyte
CCC, mmol/L

Initial SWCNT system SWCNT system with LSZ
NaCl 150 85 ± 5
CsI 120 ± 10 –

CaCl2 1.8 45 ± 5
Sr(NO3)2 5.5 ± 0.5 –
Na2SO4 – 0.70 ± 0.09

Fig. 1. Dependences of the zeta potential (a) and the rates of size increasing (b) vs concentrations of CsI (square) 
and Sr(NO3)2 (triangle) in aqueous dispersion of SWCNT. 

Co-existing components in vitro or in vivo can modify the nanotube surface state, affecting their  
transport, fate, and toxicity. In this paper, the colloidal behavior of the  nanotubes in lysozyme, LSZ, 
system is examined.

Lysozyme (isoelectric point of ⁓11 ) in distilled water with pH of 5.7 carries a formal positive 
charge (Table A1). At 2–5 mg/mL LSZ, the hydrodynamic size of nanospecies (Fig. A1) determined 
by dynamic light scattering, DLS, is smaller than that reported in Ref.  according to both DLS and 
small angle X-ray scattering (radius of gyration of 1.49 nm). Based on Ref. , LSZ at <0.3 M NaCl is  
almost the same as the initial state, but at >0.3 M NaCl colloidal instability was observed and at 0.5 M 
NaCl aggregate size reaches about 0.7 μm. Starting with 2 ml initial suspension, 50 mg LSZ was 
added and the system was treated with ultrasound at a frequency of 50/60 Hz for 8 min. The created 
system was kept at 4  oC. For measurements, a 160-fold dilution was. The diffusion coefficient of 
nanoparticles increases slightly (Fig. 2), corresponding to Zaver of 225 ± 15 nm (PdI = 0.29 ± 0.01). 
Electrophoretic  light  scattering  (Fig.  3)  indicated  a  change  in  direction  of  species  migration  in 
electrophoresis,  corresponding to  ζ  of  +27±3 mV (+ is  inserted for  distinction).  This  indicates  an 
effective modification of the nanotubes by coating the surface with the enzyme. The electrophoretic 
mobility is higher than reported in Ref.  and in line with data from Refs. . The modified colloid was  
stable  during  several  weeks  of  observation.  The  electrolyte  effects  on  colloidal  behavior  was 
investigated.

The CCC(NaCl)/CCC(CaCl2) ratio is ⁓2 and ⁓83 for the system with and without LSZ (Table 1).  
The result corresponds to overcharging of the nanotube surface through enzyme coating and Cl– ions 
cause  coagulation  of  modified  positive  species.  Examination  of  the  dianion  influence  led  to  the 
CCC(NaCl)/CCC(Na2SO4) value of ⁓120, which exceeds the predicted effect of coagulant charge by 
the classical DLVO theory.

The CCC(NaCl) value for the colloid with lysozyme compared to the original system indicates a 
decrease in  colloidal  stability.  According to  the general  idea,  protein coating of  the nanomaterial 
suggests steric hindrance. This concept prevents contact between nanoparticle surfaces at a distance at 
which the attraction forces prevail. However, the initial nanotube surface is oxidized, for this state, the 
CCC(NaCl)  value  is  regarded  as  high.  Considering  the  structure  of  LSZ  with  129  residues  the 
conclusion was that in the native state, 83% of the surface is hydrophobic.  The carboxyl groups of 
nanotubes can interact with the functional group of LSZ, thus exposing the hydrophobic part to the 
interface. This can reduce the colloidal stability of oxidized nanotubes and the CCC(NaCl) value. This 
also clarifies the reduced ability to suspend nanotubes in aqueous LSZ.
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The negative electrophoretic mobility for the nanotube dispersion with LSZ after 0.4 mol/L NaCl 
corresponds to the salt concentration at which the aforementioned enzyme aggregation was observed 
in the native LSZ system.
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Fig. 2. Size distribution by intensity (1), volume (2), and particle number (3) of aqueous dispersions of SWCNT 
without (a) and with (b) lysozyme.

Fig. 3. Dependences of the zeta potential (a) and the rates of size increasing (b)  vs concentrations of NaCl 
(square), CaCl2 (triangle), and Na2SO4 (circle) in aqueous dispersion of SWCNT with lysozyme. 

Conclusions

Hydrophobic  carbon  nanotubes  are  purposely  oxidized  for  successful  application  in  aqueous 
systems.  In the colloidal  state,  they are subjected to further modifications by interacting with the 
system components. In vivo, nanotubes are exposed to a range of proteins, and it is the nanotubes 
complexes with polypeptide, rather than the bare nanotubes, that determine the behavior of the colloid.  
Various surface modifications find their application in one way or another, for example, covalent and 
non-covalent  modification with lysozyme leads to unique structures with antimicrobial  properties; 
compression of  EDL thickness by inorganic electrolytes that  reduce colloidal  stability is  used for 
sedimentation of heavy and radioactive metal ions; etc. The rational application of modified nanotubes 
in aqueous systems requires accounting for and controlling the morphology of the interface and the 
effects they generate. This work deals with the colloidal behavior of COOH-decorated nanotubes in 
the systems of Cs+, Sr2+, and lysozyme. Oxidized single-walled carbon nanotubes with COOH groups 
of content 2–7 wt.% and specific surface area of 220 m2/g according to the information from the 
vendor were used. 

Oxidation of the nanotube surface implies the emergence of stabilizing factors. The short-range 
attraction carbon nanotubes with Hamaker constant of 4–60×10−20 J (published literature values) is 
balanced by long-range electrostatic repulsion (weakly screened COO– groups) in distilled water. The 
colloidal stability regime was observed up to 40 mmol/L CsI and 1 mmol/L Sr(NO3)2 at which the 
nanospecies zeta potential becomes –24 and –19 mV, respectively, i.e. the electrostatic energy can no 
longer stabilize the nanotube dispersion. The rapid coagulation regime starts at 120 mmol/L CsI and 
5.5 mmol/L Sr(NO3)2 and the ζ values of –(12–10) mV.  The results obtained here for Cs+ and Sr2+ 

extend the recent empirical set for Na+, Ca2+, and Ba2+ to highlight higher colloidal stability of oxidized 
nanotubes than bare ones. Along with the compression of the thickness of the diffuse double layer, the 
addition of  the electrolytes affects  the electric  charge.  Alteration in the magnitude of  the electric  
charge by Sr(NO3)2 is controlled by cation adsorption. As a result, the CCC(Cs+)/CCC(Sr2+) ratio is 
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high. Overcharging of the nanotubes by the dications does not lead to stabilization of the colloid. From 
a practical point of view, these results should be taken into account in the strategy of water purification 
from both toxic cations and nanotubes.

Lysozyme  is  also  noncovalently  adsorbed  on  the  nanotube  surface  in  vitro.  The  surface 
modification was empirically observed by overcharging the surface of the dispersion particles, which 
was  colloidally  stable  during  several  weeks  of  observation.  As  such,  changing  the  direction  of 
nanotube migration in a system with lysozyme, for example, is critical in electrophoresis applications; 
the positive formal charge of the modified surface (ζ of +27±3 mV) is useful for loading anionic forms 
of transition metals, drugs, etc. Steric hindrance of the coated surface generally suggests protection 
against  short-range  attraction  carbon  nanospecies.  However,  the  CCCs  were  lower  than  in  the 
lysozyme-free system. This result is expected if accepting the fact that 83% of native lysozyme is 
hydrophobic and interaction with carboxyl groups of nanotubes directs the hydrophobic part to the 
interface.
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Appendix. Dynamic and electrophoretic light scattering data for lysozyme aqueous 
solutions

Table A1. Diameter and electrophoretic mobility of species and polydispersity index of the solution at different  
lysozyme concentration 

c, mg/
mL

Mean diameter, nm
PdI

ue,

μm×cm×V–1×s–1by Intensity by Volume
by Number

I II III I II
0.0005 – – – – – – 1 –
0.005 390±50 – – 390±50 – 380±40 1 0.3±0.1
0.05 50±30 – – 50±30 – 50±30 1 0.4±0.1

2 65±10 1.3±0.2 – 1.3±0.2 – 1.2±0.2 0.9±0.1 1.3±0.1

5
189±90 35±20 1.1±0.1 1.1±0.1 – 1.0±0.1 0.58±0.0

1
1.4±0.1
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Fig. A1. Size distribution by intensity (1), volume (2), and species number (3) in 2 mg/mL (a) and 5 mg/mL 
(b) lysozyme aqueous solutions.
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А. Лагута. Колоїдна поведінка окислених і покритих лізоцимом одностінних вуглецевих нанотрубок. Аналіз 
за допомогою динамічного та електрофоретичного розсіювання світла
Харківський національний університет імені В.Н.Каразіна, хімічний факультет, майдан Свободи, 4, Харків, 
61002, Україна. 

Концепція поверхневого окислення або нековалентного покриття вуглецевих нанотрубок для успішного 
застосування у водних рідинах має свою ціну з точки зору забруднення, долі  і  токсичності. Співіснуючі 
компоненти in vitro або in vivo можуть впливати на колоїдну поведінку нанотрубок і на їхню міграцію. У цій 
роботі  за  допомогою  методу  динамічного  та  електрофоретичного  розсіювання  світла  досліджено 
взаємодію окислених одностінних вуглецевих нанотрубок із CsI та Sr(NO3)2 і вплив лізоциму на колоїдну по-
ведінку цих нанотрубок у водних системах.

Визначено концентраційні режими CsI та Sr(NO3)2, які визначають колоїдну стабільність і нестабільність 
окиснених одностінних вуглецевих нанотрубок. Окиснення поверхні нанотрубок підвищує колоїдну стійкість 
до CsI та адсорбцію Sr2+ за рахунок декорування поверхні COOH-групами. Селективне зв’язування катіонів 
металів і велика питома поверхня сприяють видаленню важких і радіоактивних металів у катіонній формі з  
об’ємної фази.

Біологічні та медичні застосування сприяють тому, що взаємодії вуглецевих нанотрубок із лізоцимом є 
об’єктом низки робіт. Ковалентне  і нековалентне декорування ферментом створює комбінацію електрич-
них, механічних, теплових та оптичних властивостей вуглецевих нанотрубок із притаманною лізоциму ан-
тибактеріальною активністю. Наприклад, Хорн та ін. повідомили про антимікробні волокна, що в чотири ра-
зи перевищують міцність павутинного шовку.  Однак,  наскільки нам відомо,  про колоїдну стабільність і  
взаємодію з іонами вуглецевих нанотрубок, покритих білком, відомо небагато.

Ключові слова: нанотрубка, лізоцим, коагуляція, забруднення води, гідродинамічний розмір,  
дзета-потенціал, динамічне розсіювання світла.
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ОЦІНКА ВІЛЬНОЇ ЕНЕРГІЇ ЗВ'ЯЗУВАННЯ ДВОЗАРЯДНИХ КАТІОНІВ ІЗ 
ФУНКЦІОНАЛЬНИМИ ГРУПАМИ АМІНОКИСЛОТ ЗА ДОПОМОГОЮ СУЧАСНИХ 
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Очистка  води  від  іонів  важких  металів  являє  собою  нагальну  екологічну  проблему.  Активно 
досліджуваним  способом  для  цього  є  зв'язування  іонів  металів  за  допомогою  білків,  які  можливо 
виділити з  легкодоступної  рослинної  сировини.  Карбоксильні,  тіолатні  групи амінокислотних залишків 
здатні до комплексоутворення з катіонами металів, що призводить до видалення забруднювачів із води. 
Для  досліджень  активно  використовуються  методи  обчислювальної  хімії,  зокрема  класичне 
молекулярно-динамічне  моделювання.  У  роботі  проведена  оцінка  правильності  відтворення  вільних 
енергій  зв’язування  ряду  двозарядних  катіонів  металів  із  функціональними  групами  амінокислот. 
Використаний сучасний набір потенціальних моделей катіонів, який коректно відтворює характеристики 
катіонів у водному розчині. Порівняння проведено з експериментально виміряними константами стійкості 
модельованих комплексів або їх структурних аналогів. Обчислення вільних енергій виконано методом 
алхімічного перетворення. Показано, що незважаючи на валідованість вжитих потенціальних моделей, 
вільні  енергії  зв’язування  з  функціональними  групами  амінокислот  загалом  відтворюються  погано: 
помірно недооцінені  для тіолатної  групи та аміногрупи,  надзвичайно переоцінені  для карбоксилатної 
групи, некоректні для імідазолу. Таким чином, показано, що метод класичного молекулярно-динамічного 
моделювання  слід  з  обережністю  використовувати  для  розрахунку  енергетичних  характеристик 
зв'язування металів амінокислотами і білками.

Ключові  слова:  вільна  енергія,  молекулярно-динамічне  моделювання,  макромолекула  білка,  важкі 
метали, константа стійкості комплекса.

Вступ

Іони важких металів складають важливу групу забруднювачів води. Загалом до цієї групи 
відносять іони елементів-металів з високими густиною, молярною масою та порядковим номе-
ром, зокрема Cu, Pb, Cd, Hg, Sn. При надходженні в організм тварин і людей навіть у низьких 
концентраціях вони здатні  викликати широкий спектр патологій.  Водночас через  діяльність 
промислових підприємств ці іони здатні потрапляти до природних вод та потім до питної води 
або продуктів харчування. Це обґрунтовує нагальність проблеми очищення води від іонів важ-
ких металів. [1,2]

Перспективним і активно досліджуваним способом є використання білків, наявних у рослин-
ній сировині, для зв’язування зазначених іонів. З одного боку, завдяки наявності карбоксиль-
них, пептидних, тіольних груп тощо макромолекули білків здатні утворювати комплексні спо-
луки з іонами металів у якості лігандів. З іншого боку, якщо макромолекула має сумарний нега-
тивний заряд, то відбувається адсорбція катіонів металів у подвійному електричному шарі біл-
ка. [3] Загалом здатність білка до зв’язування металів залежить від його амінокислотного скла-
ду та просторової будови. Через низьку концентрацію іонів металів у забруднених водах експе-
риментальне визначення цієї характеристики вимагає застосування методів аналізу з достатньо 
низькою межею визначення. Крім того, розуміння процесу зв’язування на молекулярному рівні 
сприятиме підбору білків для цієї задачі. Це підкреслює доцільність застосування методів об-
числювальної хімії для дослідження проблеми.

Наразі методи молекулярного докінгу та класичного молекулярно-динамічного моделюван-
ня активно вживаються для дослідження зв’язування іонів металів макромолекулами білків. До-
сягається відтворення геометрії комплексів, можливе передбачення впливу зв'язаних металів на 
просторову структуру макромолекули та порівняння здатності різних катіонів до зв'язування. 
[4–7] Утім, іншим важливим питанням є можливість розрахунку енергетичних характеристик 
процесу, оскільки саме зміна вільної енергії в результаті зв'язування є фундаментальною харак-
© Фарафонов В. С., 2025
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теристикою, що визначає константи зв'язування, константи іонного обміну та інші експеримен-
тально спостережувані величини.

У  даній  роботі  це  питання  розглянуто  з  більш  загальних  позицій,  а  саме:  досліджене 
зв’язування  окремих  функціональних  груп  природних  амінокислот  із  катіонами  важких 
металів.  Для  порівняння  також  розглянуті  катіони  кальцію  та  магнію,  оскільки  вони  є 
розповсюдженими  компонентами  природних  і  технічних  вод.  Використаний  метод  МД 
моделювання  з  явним розчинником.  Одержані  результати  показують,  що хоча  цей  метод  є 
придатним для оцінки геометрії комплексів, розраховані значення вільної енергії зв’язування 
необхідно інтерпретувати з обережністю.

Теоретична частина

Моделювання та розрахунок вільної енергії виконувалися за допомогою програмного пакету 
GROMACS 2022.3. [8] Були встановлені стандартні умови (температура 25oC, тиск 1 бар), три-
вимірні періодичні граничні умови, часовий крок 2 фс. Електростатичні взаємодії обчислені ме-
тодом сітки частинок Евальда, ван дер ваальсові взаємодії обрізані на відстані 1 нм. Комірки 
для моделювання мали кубічну форму (розмір 3×3×3 нм3), містили ліганд із функціональною 
групою, катіон металу та молекули води. Досліджені шість функціональних груп, які мають не-
гативний заряд або містять високо електронегативні атоми: COOH, COO–, NH2, CONH2,  S– та 
імідазольне кільце Im, табл. 1. Вільна валентність кожної групи була зайнята метильною гру-
пою CH3. Протонована тіольна група SH є електронейтральною і містить атом S із помірними 
негативним зарядом і електронегативністю, тому не досліджувалася. 

У початковій конфігурації катіон металу був розташований так, щоб перебувати поблизу 
найбільш електронегативних атомів групи. Оскільки в імідазольному кільці атоми N розміщені 
не поруч, то для нього моделювання були виконані з двох початкових конфігурацій: катіон у 
площині циклу біля непротонованого атома  N та катіон над циклом біля обох атомів  N. На 
рис. 1 показане розташування різних лігандів біля катіона після мінімізації енергії на прикладі 
іона Ni2+.

Таблиця 1. Модельовані функціональні групи та ліганди.
Table 1. Simulated functional groups and ligands.

функціональна група модельований ліганд амінокислоти, що містять функ-
ціональну групу у бічному ланцюгу

карбоксилатна COO– ацетат-іон CH3COO– глутамінова та аспарагінова кислоти
карбоксильна COOH оцтова кислота CH3COOH глутамінова та аспарагінова кислоти
аміногрупа NH2 метиламін CH3NH2 лізин, аргінін
амідна CONH2 ацетамід CH3CONH2 глутамін, аспарагін
тіолатна S– метилтіолат-іон CH3S– цистеїн
імідазольне кільце Im 4-метилімідазол гістидин

Рисунок 1. Розташування іона Ni2+ та лігандів у початковій конфігурації для моделювання. Ацетат-іон та 
молекула  оцтової  кислоти  розташовувалися  подібно  до  ацетаміду,  метилтіолат-іон  розташовувався 
подібно до метиламіну.
Figure 1. The placement of the Ni2+ ion and ligands in the initial configuration for the simulation. Acetate ion 
and acetic acid molecule were arranged similar to the acetamide one, and methylthiolate ion was arranged simi -
lar to methylamine molecule.

Розглянуті десять катіонів: Fe2+, Co2+, Ni2+, Cu2+, Zn2+, Cr2+, Sr2+, Ba2+, Ca2+ та Mg2+. Сучасні од-
нотипно параметризовані потенціальні моделі цих іонів були взяті з [9]. Показано, що вони за-
безпечують точне відтворення характеристик більшості катіонів у водному розчині. Утім, хоча 
авторами також наведені потенціальні моделі для іонів V2+, Mn2+, Cd2+, Sn2+, Hg2+, їхня точність 
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відтворення координаційного числа катіона у воді є недостатньо високою (похибка в одну мо-
лекулу і більше для координаційного числа 6), тому вони не були розглянуті у даній роботі. 
Для катіонів Cu2+ та Ni2+ також були змодельовані системи, що містили катіон, зв’язаний із дво-
ма лігандами. У початковій конфігурації другий ліганд розміщувався по протилежний бік від 
першого на рівній відстані від катіону.

Для забезпечення сумісності вода була описана потенціальною моделлю TIP3P, а ліганди 
описані параметрами, взятими з силового поля Amber14SB, яке є загальновживаним для дослі-
дження білків. Саме така комбінація була валідована в оригінальній роботі. Атомні типи і зна-
чення точкових зарядів атомів функціональних груп відповідали їх значенням у амінокислотах. 
Для карбоксилатної групи додатково змодельоване зв’язування з потенціальною моделлю, у 
яку внесена поправка, що передбачає дещо різні точкові заряди на хімічно еквівалентних ато-
мах  O. Показано, що вона забезпечує точніше відтворення геометрії комплексу глутамінової 
кислоти з катіонами, а саме — дозволяє уникнути неприродної координації катіону з обома ато-
мами O одночасно. Також вона частково відтворює поляризуючу дію катіону на групу COO–. 
[10]

Для початкової конфігурації була виконана мінімізація енергії. Після цього для кожної пари 
катіон – ліганд проведені моделювання процесу зв’язування. За допомогою термодинамічного 
циклу  ΔG досліджуваного  процесу  був  представлений  у  вигляді  негативної  суми  ΔG двох 
стадій: 1) видалення іона M, що перебуває в контакті з лігандом L, з розчину та 2) утворення іо-
на M у воді (тобто його гідратація), рівн. 1.

ML (aq) → M (г) + L (aq), ΔG1

M (г) + aq → M (aq), ΔG2

________________________________________________

M (aq) + L (aq) → ML (aq), ΔGbind = –(ΔG1 + ΔG2) (1)

Таким чином, на першій стадії початковий стан системи містить ліганд та іон, що взаємодіє 
з оточенням, а кінцевий — групу та іон, що не взаємодіє з рештою частинок. На другій стадії  
початковий стан — вода та іон, що не взаємодіє з нею, а кінцевий — вода та гідратований іон.

Для розрахунків ΔG кожної стадії використаний прийом алхімічного перетворення, в якому 
окрім кінцевих станів розглядаються також проміжні стани, які не мають фізичного відповідни-
ка, але розгляд яких допомагає знизити похибку визначення ΔG (звідси термін «алхімічне»). Ін-
тенсивність взаємодій між іоном та оточенням визначається параметром прив'язки λ, що може 
приймати значення 0 (наявні у повному обсязі), 1 (відсутні) та проміжні значення (відповідають 
послабленій взаємодії). Для обох стадій розглянуті дванадцять проміжних станів. Загалом мо-
делювалися  стани  із  наступними значеннями параметра λ:  (0,  0);  (0,  0.1);  (0,  0.2);  (0,  0.3); 
(0, 0.4); (0, 0.5); (0, 0.6); (0, 0.7); (0, 0.8); (0, 0.9); (0, 1); (0.4, 1); (0.8, 1); (1, 1) (перше число — 
значення λ для ван дер ваальсових взаємодій іона з оточенням, друге — для електростатичних). 
У кожному стані система моделювалася протягом 2 нс за стандартних умов (температура 25°C, 
тиск 1 бар).

Розрахунки другої стадії (гідратація іона) були проведені тільки для іона Ni2+ для перевірки 
збіжності зі значенням енергії гідратації, отриманим авторами потенціальних моделей. Після її 
відтворення для решти іонів значення ΔG2 = ΔGhydr були взяті з оригінальної роботи. Власне об-
числення ΔG виконане методом співвідношення сприйняття Беннетта, як реалізовано у про-
грамі gmx bar, причому інтервал траєкторій 0–1 нс відкидався як урівноваження системи.

Оскільки у  станах із  достатньо послабленими взаємодіями катіон перестає  утримуватися 
біля функціональної групи, у відповідних моделюваннях обидві частинки були закріплені на 
початкових  положеннях  за  допомогою  гармонічного  потенціалу  із  силовою  сталою 
200 кДж/(моль·нм). Після закінчення моделювань для усіх траєкторій, де не було застосовано 
закріплення, була перевірена відстань катіон – група. Ті траєкторії, в яких катіон не утримався 
біля функціональної групи, були обчислені повторно, причому катіон та група були закріплені 
на початкових положеннях, як описано вище. Це спостерігалося передусім для катіонів Ba2+ і 
Sr2+ та в окремих інших випадках у станах із послабленими електростатичними взаємодіями.
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Результати та обговорення

Одержані із застосованим набором потенціальних моделей дані зібрані у табл.  2 та 
представлені на рис. 2.

Рисунок 2. Вільні енергії зв'язування функціональних груп із двозарядними катіонами ряду металів.
Figure 2. Binding free energies of functional groups to doubly charged cations of a series of metals.

Згідно з результатами моделювань, найсильніше катіони металів взаємодіють з депротонова-
ними карбоксильними групами COO–, що вірогідно забезпечене їхнім негативним зарядом. Ви-
соко інтенсивна взаємодія спостерігається для Cu2+, Zn2+, Ni2+, Co2+, Fe2+, Cr2+, Mg2+ (ΔGbind у цьо-
му ряду монотонно знижується від -104.1 до -59.2 кДж/моль), а для інших лужноземельних ме-
талів  взаємодія  є  менш інтенсивною:  в  ряду  Ca2+,  Sr2+,  Ba2+ ΔGbind знижується  від  -19.7  до 
0.3 кДж/моль. Введення асиметричного розподілу заряду між атомами  O призводить до від-
носно невеликої різниці у ΔGbind (до 6 кДж/моль, окрім Sr2+, де різниця сягає 7.8 кДж/моль).

Депротонована тіольна група  S– також інтенсивно взаємодіє з усіма металами окрім  Ca2+, 
Sr2+,  Ba2+.  У  ряду  Cu2+,  Zn2+,  Co2+,  Ni2+,  Fe2+,  Cr2+,  Mg2+ ΔGbind знижується  від  -43.7  до 
-26.8 кДж/моль, що в ~2.5 рази менше, ніж для групи COO–.

Взаємодія металів з усіма іншими групами є значно слабшою і навіть не завжди енергетично 
вигідна. Аміногрупа NH2 та амідна група CONH2 слабко зв’язують іони Cu2+, Zn2+, Ni2+, Co2+ (ΔG-

bind =  -8.4  –  -14.5  кДж/моль)  та,  ще  слабше,  Fe2+.  Також  слабку  спорідненість  (ΔGbind =
= -4 – -5.3 кДж/моль) виявляють протонована карбоксильна група COOH до катіонів Zn2+, Ni2+, 
Co2+ та амідна група до  Fe2+,  Cr2+,  Mg2+. Натомість решта комбінацій група – катіон (зокрема 
імідазольне кільце з усіма катіонами) мають позитивну ΔG зв’язування, тобто для іону металу є 
енергетично вигіднішим мати повну гідратну оболонку в об'ємі розчину аніж перебувати в кон-
такті з даною групою. Вплив початкової конфігурації на ΔGbind з імідазольним кільцем був ма-
лим (до 3 кДж/моль), що підтверджує отриманий результат. У більшості випадків перебування 
катіона у контакті з усім кільцем забезпечувано сильніше зв’язування (менш позитивну ΔGbind); 
у табл. 2 та на рис. 2 наведені найменш позитивні значення з отриманих.

Таблиця 2. Обчислені ΔGbind ряду двозарядних катіонів з лігандами, що містять функціональні групи 
амінокислот (кДж/моль).
Table 2. Calculated ΔGbind of a series of doubly charged cations with ligands containing amino acid functional 
groups (kJ/mol).

катіон функціональна група
COO– COO–* 1 COOH NH2 CONH2 Im S–

Cr2+ -62.5±1.8 -68.3±1.0 5.3±1.3 1.7±0.5 -4.1±0.8 16.6±0.6 -29.1±0.5
Fe2+ -73.5±0.6 -74.7±0.4 0.7±0.4 -11.2±0.3 -4.8±0.5 14.2±0.5 -32.8±0.6
Co2+ -76.9±0.8 -81.2±0.6 -3.9±0.6 -14.0±0.6 -8.4±0.4 12.0±0.5 -37.3±0.5
Ni2+ -89.3±0.9 -91.7±0.7 -4.5±1.3 -14.5±0.6 -11.2±0.6 11.0±0.5 -35.7±0.9
Cu2+ -104.1±1.0 -108.6±0.5 -10.3±1.2 -14.5±0.5 -10.5±0.8 8.6±1.7 -43.7±0.8
Zn2+ -95.8±0.6 -98.0±1.1 -5.3±1.0 -14.3±0.4 -10.4±0.8 8.3±0.9 -40.2±0.7
Mg2+ -59.2±1.5 -63.3±1.6 3.8±0.8 2.7±0.4 -4.5±0.7 19.4±0.6 -26.8±0.7
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Ca2+ -19.6±0.8 -19.4±0.4 2.5±0.4 3.0±0.6 2.7±0.2 7.0±0.5 -6.5±0.7
Sr2+ -2.9±0.4 -10.6±0.9 4.4±0.5 1.8±0.4 5.1±0.4 8.1±1.4 -2.4±0.6
Ba2+ 0.3±0.3 -0.3±0.4 4.9±0.5 1.8±1.1 5.4±0.8 6.3±0.5 -2.4±0.6

1 з поправкою на асиметричність зарядів на атомах O [10].

Процесу зв’язування іона металу з дослідженими сполуками відповідають константи стій-
кості комплексів β1 (рівн. 2). Для багатьох із них значення β1 наявні в літературі, тому отримані 
величини ΔGbind можуть бути порівняні з експериментальними значеннями для перевірки їх до-
стовірності. У деяких випадках порівняння робилося зі значенням для структурно подібного лі-
ганда, в якому зв’язування відбувається через таку саму функціональну групу. Відповідні дані 
забрані в табл. 3.

M (aq) + L (aq)  ⇄  ML (aq),     β1,  ΔGbind = –RT ln β1 (2)

Таблиця 3. Вибрані експериментальні і розраховані вільні енергії зв'язування катіонів з лігандами, що 
містять функціональні групи амінокислот (кДж/моль).
Table 3. Selected experimental and calculated binding free energies of cations to ligands containing amino acid  
functional groups (kJ/mol).

катіон експериментально дослі-
джений ліганд

lg β1 ΔGbind exp ΔGbind calc

Cu2+ CH3COO– 1.8 [11]
1.75 [12]
1.7 – 2.66 [13]

-10.26
-9.98
-9.7 – -15.17

-104.1

Ni2+ CH3COO– 0.87 [12]
0.36 – 2.12 [13]

-4.96
-2.05 – -12.09

-89.3

Zn2+ CH3COO– 0.8 – 1.0 [13] -4.6 – -5.7 -95.8
Ca2+ CH3COO– 0.45 [11] -2.57 -19.7
Cu2+ CH3NH2 4.11 [14] -23.43 -14.5
Ni2+ C3H7NH2 2.81 [13] -16.02 -14.5
Zn2+ C2H5NH2 2.30 [13] -13.12 -14.3
Ca2+ H2NCONH2 -0.28 [13] 1.60 2.7
Mg2+ H2NCONH2 -0.31 [13] 1.77 -4.5
Cu2+ 4-метилімідазол

1-метилімідазол
імідазол

4.13 [12]
4.22 [12]
4.2 – 4.6 [12,13]

-23.55
-24.06
-24.0 – -26.24

8.6

Co2+ імідазол 2.23 – 2.43 [13] -12.72 – -13.86 12.0
Ni2+ імідазол 2.94 [13] -16.78 11.0
Zn2+ імідазол 2.60 [13] -14.84 8.3
Ni2+ аніон цистеїну 9.0 [15] -51.35 -35.7
Co2+ аніон цистеїну 8.00 [15] -45.65 -37.3
Zn2+ аніон цистеїну 8.2 – 9.86 [15] -46.8 – -56.26 -40.2

Видно, що використані потенціальні моделі прийнятно відтворюють енергію зв’язування з 
тіолатною групою S–, хоча систематично недооцінюють її. Розбіжність складає 8–15 кДж/моль 
(18–30%) і може частково бути викликана різницею у будові між аніоном цистеїну та модельо-
ваним аніоном CH3S–. Але у випадку COO– групи розбіжність сягає десятків кДж/моль у бік за-
вищення. Введення поправки на асиметричність зарядів на атомах O не виправляє ситуацію. Це 
свідчить про систематичну похибку у відтворенні балансу взаємодій у цій системі. Її причину 
неможливо пояснити лише високою інтенсивністю взаємодій та негативним зарядом ліганду, 
оскільки похибка значень, обчислених для іншої аніонної групи (S–) є значно меншою і має 
протилежний характер. Цей ефект у взаємодії катіонів з ацетат-іоном був виявлений раніше для 
інших металів і потенціальних моделей. Для виправлення було запропоновано знижувати заряд 
катіона та/або ліганда. [17] Тут показано, що ефект зберігається і для досліджених моделей та-
кож.

Вірно передбачена ΔGbind між аміногрупою та катіонами Ni2+ і Zn2+, хоча для катіона Cu2+ ве-
личина занижена на 9 кДж/моль (~40%). Амідна група і в експерименті, і в моделюванні дуже 
слабко зв’язується з катіонами металів. Натомість, у випадку з імідазолом та його похідними 
моделювання демонструє енергетичну невигідність  зв’язування,  хоча насправді  експеримен-
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тальні дані свідчать про утворення помірно стійких комплексів. Важливо, що результат не зале-
жить від початкової конфігурації комплекса.

Можливим поясненням загалом поганого відтворення ΔGbind є те, що для більшості з дослі-
джених металів характерне утворення комплексів із двома лігандами і використані потенціаль-
ні моделі можуть бути параметризовані передусім для таких систем. Тому доцільно оцінити 
відтворення енергії зв’язування катіонів у комплекси складу ML2, які є більш релевантними для 
експериментальних умов. Це припущення було перевірене для катіонів Cu2+ і  Ni2+,  для яких 
наявні відповідні значення других загальних констант стійкості β2 (рівн. 3). За описаним вище 
підходом проведена серія моделювань з початкових конфігурацій, в яких катіон металу зв’яза-
ний одночасно з двома лігандами. Ліганди були розташовані по протилежні боки від катіону на 
однаковій відстані від нього, рис. 3.

 
Рисунок 3. Розташування іона Ni2+ та двох лігандів у початковій конфігурації для моделювання. 
Figure 3. The placement of the Ni2+ ion and two ligands in the initial configuration for the simulation.

Отримані величини ΔGbind  2 порівняні з літературними даними у табл. 4. Як правило, обчис-
лені значення ΔGbind 2 є приблизно вдвічі більшими за ΔGbind, що відповідає закономірності в екс-
периментальних даних. З іншого боку, введення другого ліганду не призвело до зближення роз-
рахованих та експериментальних значень для жодної з функціональних груп, що свідчить про 
необхідність уточнення параметризації досліджених частинок.

M (aq) + 2L (aq)  ⇄  ML2
 (aq),     β2,  ΔGbind 2 = –RT ln β2 (3)

Таблиця 4. Експериментальні і розраховані вільні енергії зв'язування катіонів  Cu2+ і  Ni2+ у комплекси 
стехіометрії ML2 (кДж/моль).
Table  4. Experimental  and  calculated  binding  free  energies  of  Cu2+ and Ni2+ cations  into  ML2 complexes 
(kJ/mol).

катіон експериментально дослі-
джений ліганд

lg β2 ΔGbind 2 exp ΔGbind 2 calc

Cu2+ CH3COO– 2.65 – 2.86 [13] -15.11 – -16.31 -200.3 ± 3.7
Ni2+ CH3COO– 0.89 – 1.15 [13] -5.07 – -6.56 -170.8 ± 2.7
Cu2+ CH3NH2 7.51 [14]

16.24 [13]
-42.82
-92.59

-14.1 ± 1.0

Ni2+ C3H7NH2 5.02 [13] -28.62 -11.0 ± 0.7
Cu2+ 4-метилімідазол

1-метилімідазол
імідазол

7.62 [12]
7.76 [12]
7.66 – 8.64 [12,13]

-43.44
-44.24
-43.67 – -49.26

14.7 ± 1.2

Ni2+ імідазол 5.45 [13] -31.07 39.9 ± 4.5
Ni2+ аніон цистеїну 20.16 [15] -114.94 -66.2 ± 1.0

Висновки

За допомогою класичного молекулярно-динамічного моделювання обчислена зміна вільної 
енергії  ΔGbind при зв’язуванні  ряду двозарядних катіонів  металів  з  набором функціональних 
груп, які наявні у природних амінокислотах. Незважаючи на те, що застосовані потенціальні 
моделі добре валідовані та відтворюють основні характеристики катіонів у водному розчині, 
значення  ΔGbind загалом  погано  відповідають  експериментальним  даним  стосовно  констант 
стійкості  комплексів.  Найкраще відтворення виявлено для тіолатної  групи  S– та  аміногрупи 
NH2, але значення  ΔGbind є систематично недооціненими. Навпаки, розраховані енергії зв’язу-
вання з карбоксилатною групою є надзвичайно завищеними. Зв’язування з імідазолом показано 
енергетично невигідним, хоча експериментальні дані свідчать про утворення комплексів. Таким 
чином, отримані дані вказують на необхідність обережного застосування класичного МД моде-
лювання з силовим полем для оцінки енергії зв’язування катіонів металів з амінокислотними 
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залишками і білками. Успішне передбачення  ΔGbind вимагає уважного підбору силового поля 
або удосконалення наявних потенціальних моделей.
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Purification of water from heavy metal ions is an urgent environmental problem. An actively studied  
method for this is the binding of metal ions by means of proteins that can be isolated from easily accessible  
plant  materials.  Carboxyl,  thiolate  groups  of  amino  acid  residues  are  capable  of  complexing  with  metal  
cations, which leads to the removal of pollutants from water. Methods of computational chemistry are ac-
tively used for research, in particular classical molecular dynamics modeling. The work evaluates the cor -
rectness of reproducing binding free energies of a number of doubly charged metal cations with functional  
groups of amino acids. A set of modern potential models of cations is used, which correctly reproduces the  
characteristics of cations in aqueous solution. Comparisons are made with experimentally measured stability 
constants of modeled complexes or their structural analogues. Calculations of free energies are performed  
by the method of alchemical transformation. It is shown that despite the validity of the potential models used,  
the binding free energies to functional groups of amino acids are generally poorly reproduced: moderately  
underestimated for the thiolate and amino groups, extremely overestimated for the carboxylate group, and 
incorrect for imidazole. Thus, it is shown that the classical molecular dynamics modeling method should be  
used with caution for calculation of the energy characteristics of metal binding by amino acids and proteins.
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The work is devoted to the theoretical study of the energy spectrum and magnetic properties of the modified 
antiferromagnetic spin (1/2, s) diamond chain. This is a frustrated mixed spin system with the unit cells formed 
by two spin ½ and one spin s>1/2. On the base of extended Lieb theorem we proved the possibility of the ap-
pearance of quantum phase transitions mediated by ratio of coupling parameters at arbitrary nonzero value of 
the spin s for the above model. The results of our exact diagonalization study for some finite chain clusters with 
s=1 supports this conclusion. We also studied analytically and numerically magnetic properties of Heisenberg –
Ising diamond mixed spin chain. The exact energy spectrum of this model is found in analytical form at arbitrary  
values of model parameters. On the base of this spectrum we studied the field dependence of two-particle cor -
relators for neighbor Ising spins. It was found that at special relation between coupling parameters there is a  
critical value of external magnetic field for which the above correlator takes zero value (the absence of the cor-
relation between Ising spins). For infinite spin chain model we studied field dependence of specific magnetiza-
tion by means of classical transfer- matrix method and found intermediate plateau in the low-temperature mag-
netization profile. According to our calculations, the size of this plateau depends strongly on the relations be-
tween coupling parameters of the model. We hope this feature of our model gives new possibilities for the de-
sign of new magnetic chemo-sensors.

Keywords: mixed spin diamond chain model, intermediate magnetization plateau.

Introduction

Over the last decades, the low-dimensional geometrically frustrated spin systems have attracted 
considerable research interest, especially due to their extraordinary diverse behavior in the ground 
state [1-3]. In solid state physics the term “geometric frustration” describes a phenomenon, where 
interactions between crystal lattice sites compete, preventing the system from reaching the minimum 
energy with simple geometric ordering. In context of antiferromagnetic spin-lattice systems this term 
means  lattices  containing  the  cycles  with  odd number  of  sites. The  geometrically  frustrated  spin 
systems demonstrate some intriguing phenomena such as quantum phase transitions and quantized 
plateaux  in  the  magnetization  curves  for  these  systems.  One  of  them  is  the  spin-1/2  quantum 
Heisenberg  model  with  diamond  chain  topology  [4-6].  This  model  describes  adequately  unusual 
magnetic properties of the natural mineral azurite Cu3(CO3)2(OH), such as the presence of a plateau at 
one-third of the saturation magnetization in the magnetization curve at low temperature. Nevertheless,  
it  should be noted that according to [4],  total explanation of a wide range of experiments for the  
frustrated magnet azurite requires the balanced combination of density functional theory (DFT) and 
effective spin Hamiltonian approach. Theoretical interest focused on the diamond chain structure also 
supported its experimental realizations provided by other polymeric compounds of transition metals.  
There are also a number of exact results related to the ground state and thermodynamics of mixed spin  
Ising-Heisenberg diamond chain giving useful information for understanding the origin of peculiarities 
of the magnetic properties of quasi-one dimensional binuclear complexes of transition metals [1, 5, 6]. 

In  our  work  we  consider  non-symmetric  modification  of  mixed  spin  Heisenberg  and  Ising-
Heisenberg diamond chains with nodal spins ½ and two different interstitial spins s =½ and . 

We will show the existence of quantum phase transitions between different spin ordering states for 
arbitrary values of . In particular for model with  we demonstrate the possibility of the 
transition between nonmagnetic and magnetic states due to the change of coupling constants describ-
ing the exchange interactions between neighboring magnetic ions of the complex. These interactions 
can depend strongly on the chemical surrounding of these ions, which open the promising way for the  
design of new magnetic chemo-sensors.

© Cheranovskii V. O., Maliarchuk V. V., 2025
 This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License 4.0.  
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Modified Heisenberg mixed spin diamond chain model

Let us consider the non-symmetric mixed spin Heisenberg diamond chain having all site spin ½ ex-
cepting the spins located on low interstitial sites (Fig.1).

Figure 1. Modified diamond mixed spin chain. The crimson and blue spheres correspond to the spin carriers with 
 and s=1/2 located at the nodes of the chain.

Within the Heisenberg spin model, the energy states of the above diamond spin chain are described 
by the Hamiltonian

, (1)

where index k enumerates 3-site unite cells of the model,   (i = 1, 2) is a spin operator for spins 

s=1/2 of k-th unit cell and  is a spin  operators of k-th unit cell. For positive coupling parameters 

J1 and J2 we use arbitrary energy units.
Let us consider two limit cases of the above model:  and . For the first case the low-

est part of the model energy spectrum can be described approximately by the Hamiltonian of linear  
spin chain with alternating values of neighboring spins s=1/2 and  (Fig.2).

Figure 2. Linear spin chain with alternating values of neighboring spins
The Hamiltonian of this chain in the first order of perturbation theory in the parameter  has 

the form

(2)

where  is an operator of spin  located on k unit cell of the chain (Fig.2). 

Due to the alternating topology, the ground state of the chain is non-degenerate and, by the general-
ized Lieb theorem [7-9], corresponds to the total spin . Hence, for  and big even L we 

have antiferromagnetic linear spin ½ chain the with gapless energy spectrum, ground state spin  

and the corresponding energy .

In the case of  the modified diamond spin chain is transformed into a decorated necklace spin 
ladder model (Fig.3).

Figure 3. Decorated necklace spin ladder.

The corresponding spin system also has an alternant structure and is described by the following 
Hamiltonian:

(3)

According to the generalized Lieb theorem, this Hamiltonian has a nondegenerate ground state with 
total spin .
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Thus, increasing the ratio of coupling constants  can lead to a macroscopic increase in the 

ground state spin of the modified diamond chain. In a particular case , we have a transition from 
a nonmagnetic state of the diamand chain to a magnetic one.

In order to obtain more detailed information about the energy spectrum of the Hamiltonian (1), we 
have performed numerical calculations of the exact energy spectra of finite chains for some values of  
the model parameters. For this purpose, we used the basis of spin configurations (4), which have the 
form of direct products of the eigenfunctions of z-components of site spin operators. All these spin 
configurations are the eigenfunctions of the operator of z-projection of the diamond chain total spin M:

(4)

where N is the total number of lattice sites; the multi-index {s, m} lists all possible combinations of  

the quantum numbers of the sites (sk, mk). Ω(sk, mk)  is the eigenfunction of the spin operator  with 
given values of s and its z-projection m.

We used the exact diagonalization method to get the energy spectra of finite clasters of modified 
diamond chain formed by one and two unit cells with  . Due to the scalar nature of the spin 
Hamiltonian (1), comparing the energy levels for each subspace with a given value of M allows us to 
obtain the lowest energy levels with a fixed value of the total spin S. The results of these numerical 
calculations are presented below on Fig. 4 and Fig.5

Figure 4. The dependence of the lowest energy levels of the unit cell (in units of J1) in the spaces with  
(blue curve) and  (red curve) on the frustration parameter .

According to these calculations, the unit cell of the modified diamond chain changes the ground 
state spin from 0 to 1 at the point .

Figure 5. The dependence of the lowest energy levels in units of  J1 for 6-spin cluster (two unit cells) in the 

spaces with  (blue curve) and  (green curve) and  (red curve) on the frustration parameter .
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Here the transition between lowest energy levels with  and  occurs gradually through an 
intermediate state with  . The chain fragment acquires the value of the ground state spin   
when the parameter .

We also performed numerical simulation of the field dependence of magnetization of the cluster of 
modified diamond chain formed by 3 unit cells. For this purpose we used exact energy spectrum of the 
cluster and Boltzmann`s distribution (5). 

, (5)

Here, for simplicity, we consider equal g-factors for all lattice spins and presented the results of our  
calculations for specific spin moment m=M/L; T is the temperature and kB is the Boltzmann`s constant. 
Also we used the external magnetic field h in energy units.

The results of the corresponding calculations are shown in Fig.6 for two different values of the 
frustration parameter α, which correspond to the nonmagnetic and magnetic ground states of the chain.  
It is easy to see the radical change in the magnetization profile driven by the frustration parameter α.

Figure 6. Magnetization profile of 9 spin fragment of modified diamond chain at J1=1 and KBt=0.1.

Heisenberg-Ising mixed spin diamond chain model

In order to study the magnetic properties of our modification of mixed spin diamond chain let us 
consider simplified version of the model Hamiltonian (1) -  mixed spin-(s,1/2) Ising–Heisenberg dia-
mond chain. The Hamiltonian of this chain formed by L unit cells in the presence of an external mag-
netic field h, reads

, (6)

where -are the operators of z-projections of the corresponding spins s=1/2 of the l-th unit cell of 

the ladder; , . The last term determines the energy of the nodal spins and inter-

stitial spins in the external magnetic field h.

Due to the commutation relation , we can substitute the operators  by 

their eigenvalues  and rewrite the Hamiltonian (4) in the following block form:

(7)

The exact energy spectrum of the Hamiltonian (7) is a sum of eigenvalues of block Hamiltonians 

, which can be found analytically for arbitrary values of model parameters. In particular, 

for  there is a critical value of magnetic field  for which the ground state 

energy of (7) does not depend on the set of quantities 
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(8)

As the result, at critical field  the ground state of (7) is 4-times degenerate. In this case spin-spin 

correlators  should take zero values. We may also suppose that at critical field the above cor-
relators should be close to zero at low temperatures similar to Heisenberg–Ising spin model from [2].

In order to study thermodynamics of the above Heisenberg–Ising spin model we applied standard 
transfer matrix technique. The partition function of the system (6)  for given values of tem-

perature T and external magnetic field h can be written through the  transfer matrix  
for the block Hamiltonian (7). 

(9)

According to transfer-matrix approach, the statistical sum for the above Hamiltonian has the form:

, (10)

In the thermodynamic limit, statistical sum Z and a number of properties of the model considered 
are determined by the maximal eigenvalue max of the transfer matrix T. We will use it for numerical 
calculation of the magnetization profile of our Heisenberg-Ising spin ladder model by means of known 
formula

(11)

Some results of this study are presented on Fig.7

Figure 7. Field dependence of specific magnetization m of the infinite Heisenberg-Izing modified mixed spin di-
amond chain (6) at J1=1, and kBT=0.1.

Thus, the Heisenberg-Izing analog of modified diamond mixed spin chain has intermediate magne-
tization plateau.

Conclusion

For  a  model  nanomagnet  with  a  modified  diamond  chain  structure,  energy  spectrum  and 
magnetization profile calculations were performed. The existence of a transition between nonmagnetic 
and magnetic states, which is controlled by a change in the frustration parameter due to external stress 
like a change in the chemical surrounding, is shown. For infinite Heisenberg-Izing analog of modified 
mixed spin diamond chain the intermediate plateau in the low-temperature magnetization profile of the 
chain and nontrivial field dependence of two particle correlators for neighbor Ising spins were found.
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В.О. Черановський В.В. Малярчук. Магнітні властивості модифікованого діамантового спінового ланцюжка.

Харківський  національний  університет імені  В.Н.  Каразіна,  хімічний  факультет,  майдан  Свободи,  4, 
Харків, 61022, Україна

Робота присвячена теоретичному дослідженню енергетичного спектру та магнітних властивостей моди-
фікованого антиферомагнітного спінового (1/2, s) алмазного ланцюга. Це фрустрована змішана спінова си-
стема з елементарними комірками, утвореними двома спінами ½ та одним спіном s>1/2. На основі розши-
реної  теореми Ліба ми довели можливість виникнення квантових фазових переходів,  опосередкованих 
співвідношенням  параметрів  зв'язку  при  довільному  ненульовому  значенні  спіну  s  для  вищезгаданої 
моделі. Результати нашого дослідження точної діагоналізації для деяких кластерів скінченних ланцюгів з 
s=1 підтверджують цей висновок. Ми також аналітично та чисельно вивчали магнітні властивості алмазно-
го змішаного спінового ланцюга Гейзенберга-Ізінга. Точний енергетичний спектр цієї моделі знайдено в 
аналітичній  формі  при  довільних  значеннях  параметрів  моделі.  На  основі  цього  спектру  ми  вивчали 
польову залежність двочастинкових кореляторів для сусідніх спінів Ізінга. Було виявлено, що при спеці-
альному співвідношенні між параметрами зв'язку існує критичне значення зовнішнього магнітного поля, 
для якого вищезгаданий корелятор приймає нульове значення (відсутність кореляції між спінами Ізінга). 
Для моделі нескінченного спінового ланцюга ми досліджували залежність питомої намагніченості від поля 
за  допомогою  класичного  методу  матриці  переносу  та  виявили  проміжне  плато  у  профілі  низько-
температурної  намагніченості.  Згідно з нашими розрахунками, розмір цього плато сильно залежить від 
співвідношень між параметрами зв'язку моделі. Ми сподіваємося, що ця особливість нашої моделі надасть 
нові можливості для проектування нових магнітних хемосенсорів.

Ключові  слова:  модель  алмазного  ланцюга  зі  змішаним  спіном,  проміжне  плато 
намагніченості.
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Modeling ligand-protein interactions is essential in various scientific and industrial applications, especially in 
drug discovery and structural biology. In the past year, several AI-driven computational tools, such as AlphaFold 
3 and Chai-1r, have revolutionized the field of biomolecular structure prediction. Most recently, an open-source 
deep learning model called Boltz-1 has also been introduced, marking a significant advancement in biomolecular 
interaction modeling. To assess the performance of Boltz-1 in comparison to other computational tools, we 
benchmarked its capability to accurately reproduce the 3D structures of various biomolecular complexes. These 
complexes included essential enzymes and ligands of varying complexities, such as low-molecular organic lig-
ands, sterols, and peptidomimetics. We found that Boltz-1 demonstrated strong performance in reproducing pro-
tein folding, achieving a root mean square deviation (RMSD) of less than 1 Å. When compared to other compu -
tational tools, such as Glide by Schrödinger and AutoDock Vina, Boltz-1's ability to predict the 3D structures of  
biomolecular complexes was well balanced. It successfully re-docked a diverse set of ligands with varying com-
plexities, achieving binding poses that were comparable to those of the commercial software Glide. In terms of a  
RMSD and ligand-binding ranking, Boltz-1 outperformed the widely used docking tool AutoDock Vina for all eval-
uated ligands, creating opportunities to enhance computational screening of ligand-protein interactions.

Keywords: protein folding, ligand-protein interaction, drug design, artificial intelligence, Boltz-1.

Introduction

Understanding how small molecules (ligands) interact with proteins is fundamental to designing ef-
fective drugs. Modeling these interactions helps identify potential drug candidates that can bind to spe-
cific protein targets, inhibiting or activating their functions to treat diseases  [1-3]. By predicting the 
3D structure of ligand-protein complexes, researchers can optimize the design of compounds to im-
prove binding affinity, selectivity, and other pharmacological properties [4-6]. This approach acceler-
ates the drug development process and reduces costs.

Boltz-1 is an open-source deep learning model designed to predict the 3D structures of biomolecu-
lar complexes, including interactions between proteins and ligands [7]. Boltz-1 achieves AlphaFold3-
level accuracy in predicting biomolecular structures, making it a powerful tool for modeling complex 
interactions involving proteins, RNA, DNA, and other molecules. It demonstrates strong performance 
in predicting protein-ligand interactions, with a notable LDDT-PLI score of 65%, outperforming Chai-
1, which is another open-source AI model developed for predicting molecular structures and interac-
tions.

The Boltz-1 model supports a wide range of molecular interactions, including modified residues,  
covalent ligands, and glycans. It can also condition predictions on specified interaction pockets or con-
tacts, enhancing its flexibility in modeling diverse biomolecular complexes. It demonstrates particu-
larly strong protein-ligand and protein-protein performance. The model's ability to accurately predict 
ligand-protein binding interactions is crucial for drug discovery and therapeutic design, as it helps in  
understanding and designing molecular interactions at a detailed level.

Boltz-1  combines  open-source  accessibility  with  performance  comparable  to  proprietary  tools, 
making it a groundbreaking resource in structural biology. Fig. 1 illustrate a typical pipeline of Botlz-1 
processing. It accepts FASTA files, YAML schemas, or directories for batch processing, simplifying 
integration into diverse workflows. It outputs five predicted 3D structures of the ligand-protein com-
plex in CIF format. 

© Prud M.V., Kyrychenko A., 2025
 This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License 4.0.  
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Figure 1. The typical Boltz-1 pipeline scheme illustrates how Boltz-1 processes input data. It accepts a primary  
protein structure in FASTA sequence format along with a ligand's 2D structure provided in SMILES notation.  
The output files include up to five predicted 3D structures of the ligand-protein complex in CIF format, accom-
panied by corresponding confidence metrics.

By democratizing high-precision biomolecular modeling, Boltz-1 promises to accelerate drug 
discovery, enzyme engineering, and systems biology research. However, Boltz-1's performance in pre-
dicting the correct ligand-protein binding mode has not been well demonstrated yet, which limits its 
broad use among the biomolecular computational community. To address this gap, we assessed Boltz-
1’s ability to predict the 3D structure of various ligand-protein complexes. Our primary focus was to 
select a series of structurally diverse ligands, spanning range from drug-like heterocyclic molecules, 
containing multiple branches and macrocyclic moieties, up to sterols and peptidomimetics

Computational Methods

To reproduce the ligand positions from X-ray structures using orthodox methods, we applied two 
approaches: redocking with the publicly available free AutoDock Vina software and redocking in the 
Schrödinger Maestro software package using the Glide module.

For the first  approach,  the molecular  docking setup was carried out  with the AutoDock Tools  
(ADT) software, version 1.5.7 [8]. The geometry of the ligands was prepared from its co-crystallized 
structure with the protein. The ligand structure was conformationally flexible, so that all possible rota -
tions around torsional angles were allowed. The addition of hydrogen, the calculation of the Gasteiger 
charges of the receptor, and ligands were also performed using the ADT software. Molecular docking 
calculations were performed with the AutoDock Vina 1.1.2 software [9]. For each complex, one dock-
ing calculation was performed with exhaustiveness of 8, which generated 9 docking poses.

In the second case, the Schrödinger Maestro software package version 2024-1 was employed. The 
targets were prepared using the Protein Preparation Wizard [10], which involved removing solvent 
molecules and adding missing hydrogen atoms. Protein structure optimization was carried out in "Sim-
plified Rules"  mode at  neutral  pH.  The energy of  the protein structure  was minimized using the  
OPLS4 force field [11]. Ligand preparation was conducted using the LigPrep module, followed by 
minimization with the OPLS4 force field. The Epik Classic submodule was utilized to reproduce the  
correct protonation state under biological conditions. The Receptor Grid Generation module was then 
used to create the binding site, and redocking was performed using Glide SP [12-15].

Boltz-1  was  accessed  via  the  web  version  available  on  the  TamarindBio  website 
(https://app.tamarind.bio/boltz, Version 0.4.0). The number of predicted samples was set to 5, while all 
other settings remained at their default values.

The PyMOL Molecular Graphics System, Version 3.0 Schrödinger, LLC was used for visualization 
and RMSD analysis.
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Results and Discusion

To evaluate the performance of Boltz-1, we selected a series of ligand-protein complexes with 
known X-ray structures available in the Protein Data Bank (PDB) that involve essential enzymes and 
small ligands. Considering that the studied Boltz model was trained on public PDB data available until 
November 2024, our benchmarking set also included some structures published after that. The main 
metrics used for assessment include the root mean square deviation (RMSD), which quantifies the dif-
ference between predicted and experimental structures of the protein and its bound ligand. Addition-
ally, we assessed the accuracy and reliability of binding affinity predictions by evaluating two popular 
molecular docking scoring functions: Schrödinger Glide and AutoDock Vina. 

Main protease Mpro of SARS-CoV-2 virus in complex with Ensitrelvir. The main protease, known 
as Mpro (a 3C-like protease), is responsible for cleaving eleven specific sites on the two SARS-CoV-2 
polyproteins. Mpro is comprised of three domains: a chymotrypsin-like domain (Domain I), a 3C-pro-
tease-like domain (Domain II), and a third domain (Domain III) that contains five α-helices [16]. The 
binding pocket of Mpro is situated between Domains I and II and features a catalytic Cys-His dyad,  
consisting of Cys145 and His41 [17-18]. Therefore, Mpro has attracted essential attention and is consid-
ered an ideal target for developing antiviral agents [19-23]. 

Figure 2. (a) Boltz-1`s prediction of the 3D-structure of the ligand-protein complex between the main protease 
Mpro of  the SARS-CoV-2 virus  and co-crystalized non-covalent  inhibitor  S-217622 (Ensitrelvir).  The X-ray 
structures of Mpro was obtained from PDB ID: 8HEF [24]. (b) The detailed overlap of the X-ray and Boltz-1 esti -
mated binding modes of Ensitrelvir at Mpro pocket. (c) Comparison of the X-ray binding mode of Ensitrelvir at 
Mpro pocket (yellow) with molecular docking calculations using Glide (red) and AutoDock Vina (blue).

Non-peptide oral drug called ensitrelvir has received approval for sale in Japan on November 22, 
2022. Ensitrelvir showed significant inhibitory activity against SARS-CoV-2 Mpro as a non-covalent 
non-peptide inhibitor [24-25]. Figure 2 illustrates the performance of Botlz-1 in predicting the fold of 
the Mpro protease and the binding mode of Ensitrelvir. The predicted Mpro fold matches the known X-
ray structure remarkably well, with RMSD value as low as 0.806 Å (see Fig. 2a and Table 1). Addi-
tionally, the binding conformation of Ensitrelvir was accurately captured, yielding a RMSD of 2.230 
Å (Fig. 2b), which is close to the best-predicted pose determined by Glide, with a RMSD of 0.666 Å 
(Fig. 2c).

Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Delta (PPARδ).  Peroxisome Proliferator-Activated 
Receptors (PPARs) are a class of nuclear receptor proteins that act as transcription factors to regulate  
the expression of genes associated with various cellular processes [26].

Recently, high-throughput screening combined with X-ray analysis has revealed that some sul-
fonylthiadiazole derivatives exhibit an unusual binding mode at both PPARγ and PPARδ receptors. 
The ligand WLM has demonstrated partial dual action as an agonist, showing high potency and in vivo 
efficacy (Fig. 3a). It selectively binds to PPARδ, characterized by an EC50 of 738 nM [27]. Therefore, 
the PPARδ-WLM complex presents a challenging system for the Boltz-1 benchmark.
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Figure 3 illustrates the benchmarking of the Boltz-1 method for the PPARδ-WLM complex. The 
3D structure of the ligand-binding domain (LBD) of PPARδ was accurately reconstructed by Boltz-1, 
achieving a protein RMSD of 0.853 Å (see Fig. 3a and Table 1). Additionally, the binding conforma-
tion of the conformationally flexible ligand WLM was perfectly reproduced, with a RMSD of 0.688 Å 
(Fig. 3b), which is the best result currently in the field (Fig. 3c). In contrast, docking with Autodock 
Vina failed to replicate the correct binding mode for WLM (Fig. 3c).

Figure 3. (a) Boltz-1`s prediction of the 3D-structure of the ligand-protein complex between the PPARδ LBD  
and the ligand WLM. The X-ray structures of PPARδ estimated at a resolution of 2.3 Å was obtained from PDB 
ID: 2XYJ [27]."(b) The detailed overlap of the X-ray and Boltz-1 estimated binding modes of WLM at PPARδ. 
(c) Comparison of the X-ray binding mode of WLM at PPARδ (yellow) with molecular docking calculations 
using Glide (red) and AutoDock Vina (blue).

Table 1. Summary of Boltz-1 predictions for the 3D structure of ligand-protein complexes in relation to their X-
ray structures (PDB ID). The binding mode of the ligand was also compared with molecular docking calculations 
performed using Schrödinger Glide and AutoDock Vina.a, b 

PDB 
ID

Boltz-1 Glide AutoDock Vina
Score Protein 

RMSD, Å
Ligand 

RMSD, Å
docking 

score
Ligand

RMSD, Å
Binding 
affinity, 
kcal/mol

Ligand
RMSD, Å

8HEF 0.939 0.806 2.230 -9.6 0.666 -9.1 4.300
2XYJ 0.934 0.853 0.688 -9.0 2.529 -9.7 10.933
2YXJ 0.867 1.188 1.410 -12.1 1.340 -10.2 12.370
1HPV 0.975 0.483 6.080 -8.1 0.953 -6.1 20.970
8P81 0.909 1.683 2.096 -11.2 1.427 -6.8 8.461

3UUD 0.963 0.724 0.472 -10.9 0.621 -11.2 0.540
6OQB 0.963 0.505 0.528 -9.6 2.672 -8.5 5.985
6Z54 0.951 0.557 1.108 -5.0 9.680 -8.7 6.730
8VVE 0.779 2.216 7.356 -7.3 1.409 -10.9 6.694
5JM4 0.731 0.901 5.607 -7.7 10.653 -6.6 10.466

a – the smallest RMSD corresponding to the best-predicted mode is highlighted in yellow.
b – note, the Boltz score does not in any way describe the pose of the ligand, but only reflects the model's confi -
dence in reproducing the protein structure.

Bcl-xL in complex with ABT-737. B-cell lymphoma-extra large (Bcl-xL) is a protein encoded by 
the BCL2L1 gene and belongs to the Bcl-2 family of proteins. Bcl-xL is primarily recognized for its 
anti-apoptotic properties, which means it prevents programmed cell death [28-29]. Specifically, it in-
hibits the release of mitochondrial contents such as cytochrome C, a crucial step in the apoptosis path-
way [30-31]. By doing so, Bcl-xL helps maintain the integrity of the mitochondrial membrane, thereby 
preventing cell death [32-33]. Ligand ABT-737 mimics the BH3 domains of BH3-only proteins and 
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has potential as anti-cancer therapeutics (Fig. 4a) [34]. Therefore, understanding the precise molecular 
structure of ABT-737 in Bcl-xL may clarify why it binds strongly to the Bcl-2 pro-survival proteins 
but fails to interact with the related target Mcl-1.

Figure 4 and Table 1 summarize the benchmarking results of the Boltz-1 method applied to the 
Bcl-xL:ABT-737 complex. The three-dimensional structure of Bcl-xL was accurately reconstructed by 
Boltz-1, achieving a RMSD of 1.188 Å. However, the prediction score was relatively low at 0.867, 
which indicates challenges in accurately modeling the flexible loops (see Fig. 4a).

Figure 4. (a) Boltz-1`s prediction of the 3D-structure of the ligand-protein complex between the Bcl-xL and the  
ligand ABT-737. The X-ray structures of Bcl-xL, acquired a resolution of 2.2 Å, was obtained from PDB ID:  
2YXJ [34]. (b) The detailed overlap of the X-ray and Boltz-1 estimated binding modes of ligand ABT-737 at  
Bcl-xL pocket. (c) Comparison of the X-ray binding mode of ABT-737 at Bcl-xL pocket (yellow) with molecular 
docking calculations using Glide (red) and AutoDock Vina (blue).

The binding conformation of the conformationally flexible ligand ABT-737 was also well repro-
duced, resulting in a RMSD of 1.410 Å (Fig. 4b). This result is quite similar to the 1.340 Å RMSD 
predicted by Glide (Fig. 4c). Autodock Vina, on the other hand, was able to capture the crystal pose of 
ligand ABT-737 but placed the ligand in the reverse orientation, leading to a significantly higher 
RMSD of 12.370 Å (Fig. 4c).

Hiv-1 protease in complex with ligand VX-478. The HIV-1 protease is an enzyme crucial for the 
life cycle of the human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) (Fig. 5a), which causes AIDS [35].

Boltz-1 performed well in reproducing the native fold of the HIV-1 protease, achieving a RMSD of 
0.483 Å and the best prediction score of 0.975 (see Fig. 5a and Table 1). However, it faced significant  
challenges in  accurately recovering the binding pose of  the ligand VX-478,  as  shown by a  large 
RMSD of 6.080 Å (Fig. 5b). In contrast, the ligand binding test was successfully passed by Glide,  
which recorded an impressive RMSD of 0.953 Å (Fig. 5c), while AutoDock Vina completely failed in 
this aspect.

Figure 5. (a) Boltz-1`s prediction of the 3D-structure of the ligand-protein complex between the Hiv-1 protease  
and the ligand VX-478. The X-ray structure of Hiv-1 protease, measured at resolution of 2.2 Å, was obtained  
from PDB ID: 1HPV [36]. (b) The Panel illustrates the detailed overlap between the X-ray binding mode and the 
binding mode estimated by Boltz-1 for VX-478 at the HIV-1 pocket. (c) Comparison of the X-ray binding mode 
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of VX-478 at the HIV-1 pocket (yellow) with molecular docking calculations using Glide (red) and AutoDock 
Vina (blue).

Human cyclin-dependent kinase 12 in complex with inhibitor SR-4835. Human Cyclin-Depen-
dent Kinase 12 (CDK12) is a serine/threonine kinase that forms an active complex with Cyclin K 
(CycK). This complex is essential for transcriptional regulation, maintaining genome stability, and has 
a significant role in cancer biology. CDK12 consists of a central kinase domain and a unique C-termi-
nal extension, both of which are crucial for ATP binding and its catalytic activity [37]. 

Figure 6. (a) Boltz-1`s prediction of the 3D-structure of the ligand-protein complex between human CDK12 and 
the inhibitor SR-4835. The X-ray structures of human CDK12, measured at a resolution of 2.68 Å, was obtained  
from PDB ID: 8P81 [37]. (b) The detailed overlap of the X-ray and Boltz-1 estimated binding modes of ligand  
SR-4835 at CDK12 pocket. (c) Comparison of the X-ray binding mode of SR-4835 at CDK12 pocket (yellow) 
with molecular docking calculations using Glide (red) and AutoDock Vina (blue).

Understanding the binding interactions between CDK12 and small-molecule inhibitors is crucial 
for elucidating its structure-function relationships. As a result, CDK12 has emerged as a promising tar-
get for various computational chemistry tools, including docking, in silico screening, and deep learn-
ing-based design of novel therapeutic agents [38-39].

SR-4835 is a reversible ATP-competitive inhibitor of CDK12 and CDK13. It reduces phosphoryla-
tion of RNA Polymerase II (specifically at Ser2 in RPB1) and inhibits transcription elongation [37, 40-
41]. Unlike other inhibitors, SR-4835 functions as a molecular glue [42]. Recent crystallographic stud-
ies have shown that SR-4835 binds to CDK12/cyclin K in a noncanonical conformation (Fig. 6a-b) 
[37]. Its benzimidazole component forms hydrogen bonds with the kinase hinge region, while the al-
tered glycine-rich loop and inward αC-helix help stabilize the binding interaction.

Despite the complex 3D structure of CDK12, Botlz-1 successfully recovered its native fold with a 
RMSD of 1.683 Å (see Fig. 6a). In contrast, the relatively rigid conformation of the inhibitor SR-4835 
posed challenges for accurately recovering the X-ray data across all considered scoring methods, with 
Glide demonstrating slightly better performance (refer to Table 1 and Figs. 6b-c).

Human estrogen receptors (ER) alpha in complex with estradiol. Estrogen receptor alpha (hERα) 
is a nuclear receptor protein that is activated by the sex hormone estrogen. ERα functions as a ligand-
activated transcription factor and is made up of several important domains responsible for hormone 
binding, DNA binding, and transcription activation. It primarily acts as a chromatin-binding protein 
and is encoded by the ESR1 gene in humans [43].

Figure 7 presents a summary of the benchmarking results for the complex formed between hERα 
and estradiol. Notably, Boltz-1 successfully reproduced both the protein folding and ligand binding 
poses, achieving a RMSD of 0.724 Å for the protein and 0.472 Å for the ligand (see Fig. 7a-b and Ta-
ble 1). In terms of docking score ranking, Boltz-1 outperformed both Glide and Autodock Vina, which 
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also produced commendable results, with corresponding RMSD values of 0.621 Å and 0.540 Å (Fig. 
7c), respectively.

Figure 7. (a) Boltz-1`s prediction of the 3D-structure of the ligand-protein complex between the hERα-LBD and 
estradiol. The X-ray structures of hERα-LBD (1.6 Å resolution) was obtained from PDB ID: 3UUD [44]. (b) The 
detailed overlap of the X-ray and Boltz-1 estimated binding modes of ligand estradiol within the hERα-LBD  
pocket.  (c) Comparison of the X-ray binding mode of estradiol within the hERα-LBD pocket (yellow) with 
molecular docking calculations using Glide (red) and AutoDock Vina (blue).

Myeloid Cell Leukemia-1 in complex with AMG 176. MCL1 is a protein encoded by the MCL1 
gene in humans. It belongs to the pro-survival BCL2 family and is often dysregulated in cancer. To 
address the significant challenges associated with inhibiting MCL1 protein-protein interactions, small-
molecule conformational restriction methods, such as those involving ligand AMG 176, are rigorously 
applied [45].

The biomolecular complex between MCL1 and the ligand AMG 176 was chosen for benchmarking 
due to the flexible macrocyclic structure and spiro-carbon atom of the ligand, which often present 
challenges for many scoring algorithms. Surprisingly, Boltz-1 performed exceptionally well, reproduc-
ing the ligand binding conformation with a RMSD as small as 0.528 Å (Fig. 8a-b). The protein's 3D  
structure  was  also  accurately  recovered,  with  a  RMSD  of  0.505  Å.  In  comparison,  Glide  and 
AutoDock Vina exhibited a decline in binding prediction performance, as indicated by larger RMSD 
values of 2.672 Å and 5.985 Å, respectively (Fig. 8c). It suggests that Boltz-1 performs better for  
docking ligands with flexible macrocycles.

Figure 8. (a) Boltz-1`s prediction of the 3D-structure of the ligand-protein complex between MCL1 and the lig -
and AMG 176. The X-ray structures of MCL1 (1.6 Å resolution) was obtained from PDB ID: 6OQB [45]. (b) 
The overlap of the X-ray and Boltz-1 estimated binding modes of the ligand AMG 176 within the MCL1 pocket.  
(c) Comparison of the X-ray binding mode of the ligand AMG 176 (yellow) with molecular docking calculations 
by Glide (red) and AutoDock Vina (blue).
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CDC-Like Kinase 3 in complex with ligand ODS2003178. CLK3 is a dual-specificity protein ki-
nase that plays a vital role in regulating RNA splicing. It phosphorylates serine/arginine-rich (SR) pro-
teins, which are essential components of the spliceosomal complex. This phosphorylation regulates the 
activity of SR proteins, influencing the splicing of pre-mRNA and ultimately affecting gene expres-
sion [46].

The crystal structure of the dual-specificity protein kinase CLK3 in complex with the macrocyclic 
ligand ODS2003178 has been determined and is available in the Protein Data Bank under the acces-
sion code 6Z54 (Fig. 9a). The structure was solved using X-ray diffraction, providing valuable insights 
into the binding interactions between CLK3 and ODS2003178. This structure may be valuable for 
drug design aimed at targeting this kinase [47]. Many inhibitors target multiple kinases, including 
CLK1, CLK2, and PI3K [48], making it challenging to find selective inhibitors for CLK3. In this con -
text, the ligand identified as ODS2003178 is a macrocyclic compound that serves as a promising can-
didate for benchmarking (Fig. 9a). This type of scaffold poses a well-known challenge for many on-
line predictors of ligand-protein interactions, as well as for popular molecular docking software like 
AutoDock Vina.

The biomolecular complex formed between CLK3 and a macrocyclic ligand ODS2003178 presents 
another challenging example of cyclic ligands. In this case, Boltz-1 performed also very well, achiev-
ing a RMSD as low as 1.108 Å for the bound ligand conformation (Fig. 9a-b). Similarly to the above  
described cyclic AMG 176, Glide and Autodock Vina systematically declined in their performance, as  
seen by unusually more significant RMSD values of 9.680 Å and 6.730 Å, respectively (Fig. 9c).

Figure 9. (a) Boltz-1`s prediction of the 3D-structure of the ligand-protein complex between CLK3 and the  
macrocyclic ligand ODS2003178. The X-ray structures of the enzyme CLK3, measured at a resolution of 1.73 
Å, was obtained from PDB ID: 6Z54. (b) The overlap of the X-ray and Boltz-1 estimated binding modes of the 
ligand  ODS2003178  within  the  CLK3  pocket.  (c)  Comparison  of  the  X-ray  binding  mode  of  the  ligand 
ODS2003178 (yellow) with molecular docking calculations by Glide (red) and AutoDock Vina (blue).

Kappa-opioid receptor-G protein in complex with inverse agonist norBNI.  κ-Opioid receptors 
(KOR), a subfamily of G protein-coupled receptors (GPCRs), are crucial therapeutic targets. In the 
standard GPCR activation model, the binding of an agonist is necessary for the formation of the recep-
tor–G protein complex, while antagonists inhibit G protein coupling. Therefore, KOR is an important  
target for in silico screening, molecular docking and drug discovery for pain and depression therapeu-
tics [49-50].

Very few potent selective KOR antagonists are known to date, making the discovery of novel, 
promising candidates for the treatment of opioid addiction of tremendous importance [51-52]. NorBNI 
(norbinaltorphimine) is a synthetic organic compound composed of two naltrexone moieties with in-
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version symmetry, which is classified as a highly selective KOR inverse agonist and antagonist (Fig. 
10). NorBNI is a key ligand in opioid research, providing valuable insights into the role of KOR in 
neuropsychiatric disorders [53]. It is primarily used in scientific studies to investigate KOR's involve-
ment in pain, addiction, mood disorders, and stress responses [54]. Although NorBNI was one of the 
first identified KOR-selective antagonists, the X-ray structure of its complex with KOR was only re-
leased last year (PDB ID: 8VVE) (Fig. 10a) [55]. This makes it an ideal model for our benchmarking,  
as it falls outside the PDB training dataset of Boltz-1.

The structure prediction of the complex between KOR and the inverse agonist norBNI presents 
challenges for many computational algorithms due to the unique characteristics of both components:  
the protein structure is dominated by long α-helices, while the ligand norBNI is a rigid polycyclic 
compound. In this context, Botlz-1 successfully predicts KOR folding with an acceptable accuracy 
level, achieving a RMSD of 2.216 Å, although it has one of the lowest prediction scores among the  
proteins studied, with a score of 0.779 (see Table 1 and Fig. 10a). On the other hand, the prediction of 
ligand binding accuracy was also low, with an RMSD of 7.356 Å (see Fig. 10b). Despite the complex  
3D structure of norBNI, the Glide module effectively predicted its binding mode, resulting in a much 
lower RMSD of 1.409 Å (see Fig. 10c).

Figure 10. (a) Boltz-1`s prediction of the 3D-structure of the ligand-protein complex between KOR and an in-
verse agonist norBNI. The Cryo-EM structures of KOR, measured at a resolution of 3.3 Å, was obtained from  
PDB ID: 8VVE [55].  (b)  The overlap of the Cryo-EM and Boltz-1 estimated binding modes of the ligand 
norBNI within the KOR pocket. (c) Comparison of the Cryo-EM binding mode of the ligand norBNI (yellow) 
with molecular docking calculations by Glide (red) and AutoDock Vina (blue).

Protein 14-3-3ξ in a complex a peptide involving an adamantyl and a dicarboxy side chain . The 
14-3-3 proteins are a family of conserved regulatory molecules found in all eukaryotic cells. They play 
a crucial role in various cellular processes, including signal transduction, cell cycle regulation, apopto-
sis, and metabolism. Among the seven known isoforms in mammals, the 14-3-3 ζ/δ isoform stands out 
due to its unique functions and distribution across different tissues.
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Figure 11. (a) Boltz-1`s prediction of the 3D-structure of the ligand-protein complex between protein 14-3-3ξ 
and a oligopeptide involving an adamantyl and a dicarboxy side chain. The X-ray structures of 14-3-3ξ, mea-
sured at a resolution of 2.34 Å, was obtained from PDB ID: 5JM4 [56]. (b) The overlap of the X-ray and Boltz-1  
estimated binding modes of the oligopeptide within the 14-3-3ξ pocket. (c) Comparison of the X-ray binding 
mode of the peptide (yellow) with molecular docking calculations by Glide (red) and AutoDock Vina (blue). 

Macrocyclic scaffolds are commonly found in natural products and are considered promising can-
didates for developing bioactive macrocyclic peptides aimed at inhibiting protein-protein interactions 
[57-58]. Recently, novel peptides have been designed that exhibit high affinity for the protein 14-3-3ζ. 
These peptides incorporate a hydrophobic and a hydrophilic non-natural amino acid into sequences 
consisting of 11 to 12 residues [56]. Figure 11a shows the X-ray structure of the protein 14-3-3ζ co-
crystallized with the oligopeptide with sequence GLN-GLY-MKD-ANG-ASP-MKD-LEU-ASP-LEU-
ALA-CLU.

Figure 11 summarizes the benchmarking results for the biomolecular complex between 14-3-3ξ 
and the adamantane-containing oligopeptide. The Boltz-1 algorithm successfully reproduced protein 
folding, achieving a RMSD of 0.901 Å (see Table 1). As expected, all three algorithms studied faced  
challenges in accurately predicting the binding mode (Figures 11b-c).  However,  while the overall 
RMSD values were above 5 Å for the three docking tools,  Boltz-1 outperformed both Glide and  
AutoDock Vina in capturing the pharmacophore features of the peptide, positioning the adamantane 
moiety closer to the X-ray data (Figure 11c).

Conclusions and Future Perspectives

Understanding ligand-protein interactions is essential for advancing drug discovery, protein design, 
and structural  biology.  Therefore,  modeling ligand-protein interactions is  a cornerstone of modern 
drug discovery and molecular biology, enabling the rational design of therapeutics and a deeper under-
standing of biological processes [59]. Current commercial tools, such as AlphaFold3, have established 
a high standard for predicting the 3D structures of biomolecular complexes [6, 60]. However, their ac-
cessibility and high costs limit broader adoption. The recently introduced fully open-source model, 
such as Boltz-1, addresses this issue and competes with these state-of-the-art tools in both accuracy 
and usability.

We found that Boltz-1 demonstrated strong performance in reproducing protein folding, deriving 
its capabilities from the parent source code of AlphaFold 3. Boltz-1 effectively reproduces the 3D 
structures of biomolecular complexes, demonstrating excellent performance, particularly in docking 
ligands with flexible macrocycles. It successfully re-docked a diverse set of ligands with varying com-
plexities, achieving binding scores comparable to commercial tools such as Glide by Schrodinger. In 
terms of RMSD ligand-binding ranking, Botlz-1 outperformed the popular docking tool AutoDock 
Vina for all ligands studied. Finally, while capturing the binding modes of low-molecular-weight or -
ganics, predicting complex peptidomimetics remains beyond the current capabilities of Boltz-1. To 
summarize, our benchmarking indicates that Botlz-1 presents opportunities to improve computational 
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screening of small molecular libraries and may play a significant role in the future of AI-driven pre-
dicting of ligand-protein interactions. 

Finally, when our manuscript was ready for submission, Boltz’s developing team announced the 
revolutionizing update  for  Boltz-2  (https://github.com/jwohlwend/boltz),  introducing controllability 
features including experimental method conditioning, distance constraints, and multi-chain template 
integration for structure prediction, and the AI model to approach the performance of free-energy per-
turbation (FEP) methods in estimating small molecule–protein binding affinity.
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М. В. Прудь*†,  О. В. Кириченко*.  Вивчення ліганд-білкових взаємодій в епоху штучного інтелекту: оцінка 
Boltz-1 для прогнозування 3D-структури біомолекулярних комплексів.
*Харківський національний університет імені  В.Н.  Каразіна,  хімічний факультет,  майдан Свободи,  4, 
Харків, 61022, Україна
✝ТОВ «Єнамін», вул. Вінстона Черчилля, 78, м. Київ, 02094, Україна

Моделювання взаємодій ліганд-білок є надзвичайно важливим у різних наукових та промислових 
застосуваннях, особливо у розробці лікарських препаратів та структурній біології. Протягом останніх  
років кілька обчислювальних інструментів на основі штучного інтелекту, таких як AlphaFold 3 та Chai-
1r, революціонізували сферу прогнозування біомолекулярних структур. Нещодавно було також пред-
ставлено відкриту модель глибокого навчання під назвою Boltz-1, що ознаменувалось значним прори -
вом у моделюванні біомолекулярних взаємодій. Щоб оцінити ефективність Boltz-1 у порівнянні з інши -
ми обчислювальними інструментами, ми провели тестування його здатності точно відтворювати 3D-
структури  різних  біомолекулярних  комплексів.  Ці  комплекси  включали  ферменти  та  ліганди  різної  
складності, такі як низькомолекулярні органічні ліганди, стероїди та пептидоміметики. Ми виявили, що 
Boltz-1  продемонстрував  високу  ефективність  у  відтворенні  згортання  білків,  досягнувши 
середньоквадратичного  відхилення  (RMSD)  менше  1  Å.  У  порівнянні  з  іншими  обчислювальними 
інструментами, такими як Glide від Schrödinger та AutoDock Vina, здатність Boltz-1 прогнозувати 3D-
структури біомолекулярних комплексів була добре збалансованою. Він успішно повторно задокував рі -
зноманітний набір лігандів різної складності, досягнувши точностей, порівнянних з показниками коме-
рційного програмного забезпечення Glide. З точки зору RMSD та поз зв'язування лігандів, Boltz-1 пере -
вершив широко використовуваний інструмент для докінгу - AutoDock Vina для всіх оцінених лігандів,  
демонструючи можливості для поліпшення комп’ютерного скринінгу взаємодій ліганд-білок.

Ключові слова:  згортання білка, фермент, тривимірна структура, дизайн ліків, штучний 
інтелект, Boltz-1.
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The effectiveness of the semi-empirical TD-DFTB (Time-Dependent Density Functional Tight Binding) method 
in reproducing the spectral properties of organic dyes was investigated using the example of a library of iso -
mers of the thiophene-containing donor-acceptor Effenberger dye, known for its pronounced solvatochromism. 
The aim of the work was to find out how suitable the accelerated TD-DFTB approach is for modern molecular  
design tasks, with a necessity to quickly and reliably identify compounds with intense electronic transitions in 
the long-wavelength region of the UV-Vis spectrum. The library contained 60 structures in which the positions of 
the donor (N,N-dimethylamine) and acceptor (NO ) substituents, as well as the degree of planarity of the π-₂
framework, were systematically varied. For each isomer, the geometry was first optimized at the DFTB level, af -
ter which the excitation energies were calculated using the TD-DFTB method. The obtained values were com-
pared with TD-DFT calculations (B3LYP and CAM-B3LYP functionals) performed with geometries, obtained 
both at DFT and DFTB methods. Such a hybrid scheme significantly reduces the computational costs, allowing 
screening of large libraries without losing the accuracy. The correlation between excitation energies calculated 
by TD-DFTB and TD-DFT is given. As obtained, TD-DFTB tends to systematically underestimate the excitation 
energies, but largely reflects compounds with minimal excitation energies and large oscillator strengths, which 
makes it a reliable tool for initial screening. Several isomers with long-wavelength absorption and sufficient tran-
sition intensity were identified, which are promising for further modification. Thus, TD-DFTB in combination with  
TD-DFT on optimized DFTB geometries demonstrates an optimal balance between accuracy and speed for 
prescreening donor-acceptor dyes with given spectral parameters, which significantly enhances the capabilities 
of rational design of functional organic materials.

Keywords: molecular screening, organic dyes, TD-DFTB, TD-DFT, donor-acceptor systems, long-wavelength 
absorption. 

Introduction

New advances in organic dyes, in particular their spectral characteristics, are of primary importance 
for the development of photonics and organic electronics. One of the key conditions for rational design 
of new functional materials, i.e., solar cells, light-emitting diodes and lasers, is effective evaluation 
and prediction of spectral  characteristics,  which makes sophisticated optimizing dyes with desired 
applications possible.

Screening of organic molecules in order to search for systems with specific properties is one of the 
typical tasks of modern chemistry. Chemoinformatic approaches are widely used to search for molecu-
lar systems with desired properties of biological activity [1, 2]. However, the use of chemoinformatic 
methods to search for systems with specific spectral properties is still an open problem. The difficul-
ties of such work are primarily related to the need to make fast approximate estimates of spectral prop-
erties, which may pose a certain problem for large samples of molecules that include dozens of heavy 
(non-hydrogen) atoms. Among the most common methods for this is time-dependent density func-
tional theory (TD-DFT) [3], which allows for detailed simulation of electronic excitations, based on 
solutions for  electron density  that  depends upon time.  The computational  cost  demanded for  this 
process severely limits the possibility for large-scale screenings required for the identification of struc-
tures with desired behavior. The time-dependent density functional based tight binding (TD-DFTB) 
method [4] is a promising alternative, as it allows for a significant reduction in computational costs by  
approximating some integrals using pre-parameterized values. Despite its computational advantages, 
the ability of the TD-DFTB method to predict the spectral properties of organic dyes remain to further 
evaluation. An important role in the creation of dyes with desired properties is played by structural  
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isomers, since small changes in the structure can significantly change their electronic structure and 
spectral characteristics. Therefore, the aim of this work is to compare the efficiency of TD-DFTB and 
TD-DFT methods using the example of the Effenberger dye [5] isomer library, a thiophene-containing 
donor-acceptor system characterized by pronounced solvatochromism. To achieve this goal, isomeric 
library screening at the stage of preliminary selection of candidates with the desired properties is con-
ducted using TD-DFTB method implemented in the DFTB+ package [6, 7], followed by benchmark-
ing calculations using TD-DFT (B3LYP and CAM-B3LYP functionals).

Calculation details

This study centers on a specialized library of compounds generated with the aid of the QUASAR 
software package, developed in our previous work [8-11]. While preliminary findings were presented 
in [12], the present study offers a detailed evaluation of the TD-DFTB method’s accuracy in predicting 
the electronic  spectra  of  molecules  from the aforementioned library.  The library consisting of  60 
isomers of the Effenberger dye (Fig. 1). The structures of isomers were generated by construction of 
key building blocks, two thiophene rings with dimethylamino- and nitro- groups as donor and acceptor 
substituents. All isomers in the structurally diverse while chemically consistent library are considered 
as potential in revealing pronounced solvatochromism effects as donor-acceptor π-conjugated systems.

Figure 1. The structure of Effenberger Dye.

The TD-DFTB method was applied in the implementation of the DFTB+ software package [6, 7] 
which  has  been  incorporated  in  our  QUASAR software  package.  For  the  parametrization  of  the 
Hamiltonian,  we  used  several  sets  of  the  Slater-Koster  parameters,  available  from  open  source, 
covering the necessary elements (H, C, N, O, S): 3ob-3-1, auorgap-1-1 and mio-1-1 [13, 14].

Standard TD-DFT calculations were performed using the B3LYP and CAM-B3LYP functionals 
with cc-pVDZ basis set. The B3LYP functional was chosen as a widely verified compromise between 
accuracy and speed, while the CAM-B3LYP as supposed allows for a better description of charge-
transfer  states,  which  is  critical  for  donor-acceptor  systems  with  pronounced  solvatochromism. 
Calculations were performed using the Gaussian 09 quantum chemistry package [15].

The evaluation of the obtained spectra was carried out by comparing the positions of the longest-
wavelength absorption band (λmax) alongside with corresponding oscillator strengths (f), with the en-
ergy difference (ΔE) and the correlation between the spectral trends, predicted by TD-DFTB and TD-
DFT as main metrics.

Results and discussion

Distribution of Excitation Energies and Oscillator Strengths.  The range of excitation energy 
values obtained for the Effenberger dye isomers calculated by TD-DFT and TD-DFTB methods is  
presented in the Fig. 2. For the reference structure, the Effenberger dye, following values of TD-DFT 
excitation energy were obtained (the value of oscillator strength are given in parentheses): CAM-
B3LYP – 3.25 eV (0.71), B3LYP – 2.82 eV (0.63). At the same time for the method TD-DFTB based 
at different parametrization (3ob-3-1, auorgap-1-1 and mio-1-1) we obtained the value 2.89 eV (0.67). 
For the particular molecule the TD-DFTB method reproduces the corresponding HOMO→LUMO 
transition quite accurately in terms of excitation energy and transition intensity compared to B3LYP. 
In addition to the reference structure, high spectral similarity with ΔE < 0.1 eV was obtained for a 
number  of  structures  (Fig. 3)  and  is  presented  in  table  1. The  structures  are  listed  in  order  of 
decreasing  oscillator  strength,  allowing  to  clearly  link  the  absorption  intensity  with  the  structure  
modification. The highest values of oscillator strength are obtained for structures 1-3, in which the 
donor  and  acceptor  substituents  are  located  in  different  thiophene  rings,  contributing  to  better 
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conjugation and enhanced intramolecular charge transfer (ICT) upon excitation, which occurs in such 
structures to a greater extent, as shown by corresponding molecular orbitals in fig. 4. A decrease in the 
planarity  of  the  molecule,  which  is  quantitatively  reflected  by  an  increase  in  the  dihedral  angle 
between the fragments is accompanied by a decrease in the oscillator strength. Thus, the maximum 
value  of  the  dihedral  angle  between  the  planar  fragments,  at  which  relatively  intense  electronic 
transitions are still obtained in the long-wavelength region of the spectrum, is 26° (structure 3). This  
indicates a certain permissible limit of curvature of the π-system, at which the effective conjugation  
remains sufficient to maintain intense absorption. 

Figure 2. Histogram of excitation energy distribution obtained for the Effenberger dye isomers.

Table 1. Excitation energies (eV) obtained by TD-DFTB and B3LYP for selected isomers of the Effenberger 
dye (1). Oscillator strengths are given in parentheses.

B3LYP 3ob-3-1
auorgap-

1-1
mio-1-1 B3LYP 3ob-3-1

auorgap-
1-1

mio-1-1

1
2.82 

(0.628)
2.89 

(0.675)
2.89 

(0.661)
2.89 

(0.660)
6

3.15 
(0.070)

-
3.13 

(0.083)
3.13 

(0.084)

2
2.75 

(0.378)
2.73 

(0.408)
2.77 

(0.413)
2.77 

(0.412)
7

2.89 
(0.039)

2.76 
(0.081)

2.82 
(0.087)

2.82 
(0.087)

3
2.87 

(0.281)
2.86 

(0.296)
2.89 

(0.440)
2.88 

(0.439)
8

2.99 
(0.017)

2.94 
(0.038)

2.96 
(0.046)

2.96 
(0.046)

4
3.33 

(0.184)
3.68 

(0.482)
3.38 

(0.165)
3.38 

(0.165)
9

3.05 
(0.016)

2.99 
(0.051)

2.96 
(0.051)

2.96 
(0.051)

5
3.17 

(0.136)
-

3.20 
(0.145)

3.20 
(0.144)

10
2.54 

(0.013)
2.56 

(0.066)
2.58 

(0.077)
2.58 

(0.077)

To describe the planarity of molecular systems, in the present article we propose using the average 
deviation  of  heavy  (non-hydrogen)  atoms  from  the  best-fit  plane  through  their  coordinates  as  a 
quantitative index INP. The best fit plain 

(1)

was obtained by minimizing the orthogonal distances of heavy atoms, following the principles of  
orthogonal distance regression.

(2)
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In this context,  defines the parameters of the plane, matrix A contains the atomic 

coordinates, and matrix E is close to the identity matrix (however E11 = 0). The matrices are given 
below:

,  (3)

To solve equation (2), we use the steepest descent iterative procedure. For the molecular library 
under  consideration  the  value  INP  deviates  from  0Å  for  planar  system  to  0.79Å for  maximum 
unplanar.

Figure 3. Structures of Effenberger dye isomers for which the best agreement between TD-DFTB and TD-DFT 
was obtained (ΔE < 0.1 eV). Dihedral angles ϕ are given, according to B3LYP.

Structure 10 (fig. 5) noticeably deviates from the general trend. The structure is planar, with a 
dihedral angle between the planes of the thiophene rings close to 0°, and spatially separated donor and 
acceptor groups. However, no intense electronic transition is obtained in the long-wavelength region 
of the spectrum for this molecule. 

Two different  parameter  sets,  auorgap-1-1  and mio-1-1,  used  for  TD-DFTB calculations,  give 
almost identical results. The differences between them are insignificant: the excitation energies differ,  
as a rule, in the second decimal place (±0.01–0.02 eV), and the oscillator strength values in the third 
(±0.001–0.005). Nevertheless, for individual structures, presented in fig. 6, the TD-DFTB approach 
with some types of the Slater-Koster parameters does not predict excited states corresponding to the  
HOMO→LUMO transition, which, on the other hand, is clearly visible in TD-DFT calculations with 
energies in the range of 3–4 eV. Among them are molecules characterized by a deviation from overall 
planarity of 10-60° for the dihedral angle between the planes of two thiophene rings. Among the 
rejected  structures  are  both  those  that,  according  to  TD-DFT  data,  demonstrate  low  absorption 
intensity (f < 0.1), and those that have large oscillator strength values (f > 0.2). This indicates that 
simplified  parameterizations  in  TD-DFTB can  lead  to  the  loss  of  potentially  relevant  structures. 
Therefore, in high-throughput screening, it is advisable to use several independent sets of parameters 
to minimize the probability of missing promising structures. 
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Figure 4. Molecular orbitals, corresponding to the HOMO → LUMO transition for selected structures. 

Figure 5. Mulliken distribution of partial atomic charges for structure 10.

Figure 6. Isomers unidentified by TD-DFTB due to the absence of the predicted HOMO–LUMO transition in 
absorption spectrum. Dihedral angles and oscillator strength range are given, according to TD-DFT.

Quantitative Comparison. To quantify the agreement between TD-DFTB and TD-DFT for the 
entire isomer library, several statistical metrics based on the excitation energy values obtained are 
presented in Table 2. In particular, the coefficient of determination (R²), which reflects the degree of  
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linear correlation between the samples; the root mean square deviation (RMSD), which characterizes 
the absolute difference in values; and the asymmetry index (A), which allows assessing the presence 
of a systematic shift between the data sets. 

(4)

A=∑ (ET calc−ET ref )
n

(5)

Table 2. Match metrics between TD-DFTB and TD-DFT results for excitation energies.
CAM-B3LYP B3LYP

3ob-3-1 auorgap-1-1 mio-1-1 3ob-3-1 auorgap-1-1 mio-1-1
R 0.05 0.05 0.04 0.682 0.681 0.691
A -1.17 -1.12 -1.11 -0.28 -0.25 0.05

RMSD 1.34 1.28 1.27 0.51 0.47 0.47

Due to its long-range correction, the CAM-B3LYP functional, supposed for better description of 
charge-transfer excitations, tends to overestimate the energy of HOMO-LUMO gap, compared to other 
hybrid functionals such as B3LYP. Better reproduction of the values is obtained at the B3LYP level 
(RMSD ≈ 0.5 eV). Nevertheless, qualitative agreement in reflecting the variations in excitation energy 
depending on the change in the isomer structure is insufficient, confirmed by correlation coefficient 
R2 < 0.5 for entire library. Linear approximation of the longest wavelength values obtained by TD-
DFT and TD-DFTB is shown in the fig. 7 with corresponding equations:

λB3 LYP=0.338 λ3ob−3−1+1.832 (6)
λB3 LYP=0.409 λauorgap−1−1+1.770 (7)
λB3 LYP=0.424 λmio−1−1+1.739 (8)

Figure 7. The linear approximation of energy values (eV) calculated using TD-DFT and TD-DFTB approaches.

Analysis of Selected Structures. To assess the extent to which the geometric parameters obtained 
in  TD-DFTB  affect  the  predicted  spectral  characteristics,  we  created  a  sample  of  13  structures  
characterized by relatively intense absorption bands of  HOMO-LUMO transition (f = 0.116-0.378, 
0.628). For these compounds, additional calculations were performed at the B3LYP/cc-pVDZ level 
using optimized geometries obtained by the TD-DFTB method and relevant statistical  metrics are 
given  in  Table 3.  It  can  be  observed that  the  use  of  such  a  hybrid  approach does  not  lead  to  a  
significant increase in the accuracy of reproducing the absolute values, however, provides improved 
qualitatively reflection of  relative energy changes during the transition from isomer to isomer,  as  
shown in fig. 8. For some structures, the hybrid approach resulted in a significant improvement in the 
absorption  energy  reproduction  compared  to  calculations  based  on  the  original  geometries.  In 
particular, this applies to structures 2 and 4, and structures 11 and 12, characterized by intriguing long-
wavelength transitions at relatively low energies. Also interesting spectral properties were found for 
compounds 13 and 14 (fig. 9). 
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Table 3. Match metrics between TD-DFTB and TD-DFT results for selected structures.
B3LYP B3LYP with TD-DFTB geometry

3ob-3-1 auorgap-1-1 mio-1-1 3ob-3-1 auorgap-1-1 mio-1-1
R2 0.625 0.530 0.526 0.746 0.701 0.703
A 0.02 0.05 0.03 0.03 0.02 0.04

RMSD 0.25 0.32 0.26 0.33 0.28 0.31

The most intense transitions in the long-wavelength part of the spectrum were eventually found for 
compounds  2  and  12.  These  molecules  are  distinguished  by  spatially  separated  and  located  on 
different  thiophene  rings  donor  and  acceptor  groups,  which  contributes  to  more  efficient  charge 
transfer upon excitation and the same dihedral angle between the key fragments being about 20°, 
which suggests that a certain curvature of the molecule, provided that a favorable electron distribution 
is maintained, does not interfere, and sometimes even promotes, an intense transition in the long-
wavelength region.  For  compound 11,  as  in  the case of  compound 10,  a  more intense electronic 
transition is observed in the short-wavelength part of the spectrum (fig. 4). This indicates that, despite  
the presence of donor-acceptor fragments and the planarity of the structure, the nature of the electron  
density distribution does not contribute to effective charge transfer at lower energies.

Figure 8. Variations of electronic excitation energies in molecules from the Library C

Figure 9.  The structures for which absorption in the long-wavelength region is predicted. Transition energies 
and oscillator strengths are given according to B3LYP.

Applicability of TD-DFTB for High-Throughput Screening. The evaluation of the applicability 
of the TD-DFTB approach for preliminary screening of structural library shows that it is an effective  
tool for identifying compounds with potentially intense transitions in the long-wavelength part of the 
spectrum. At the same time, the results emphasize the need for individual analysis of structures, since 
some features of the geometry or electronic structure may remain “invisible” depending on the chosen 
set  of  Slater-Koster  parameters.  The  use  of  several  parameterization  options  is  advisable,  since 
although most of the obtained values are close to each other, each set has its limitations and selectively 
“does not see” certain molecules, in particular those of interest as dyes.
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As can be seen from fig. 8, TD-DFTB satisfactorily reproduces the relative changes in transition 
energies for a number of structures, allowing to estimate the influence of structure modification on 
spectral properties. However, for individual compounds, such as 2 and 12, exhibiting the lowest ab-
sorption energies, the accuracy of TD-DFTB decreases significantly, which requires adjustment of the 
results.  B3LYP refinement of  transition energies for  geometries optimized at  the TD-DFTB level  
demonstrates improvements in correlation with the reference level of theory, allowing for significant 
computational savings: while geometry optimization at the DFTB level takes only minutes, at the DFT 
level it requires days. 

Conclusion

The effectiveness of the TD-DFTB approach for predicting the spectral properties of dyes based on 
the Effenberger  dye isomers  library was investigated.  It  was shown that  TD-DFTB is  capable  of 
qualitatively  reproducing  the  main  trends  in  the  transition  energy  changes  during  structural 
modification of  molecules,  in  particular  for  systems with spaced donors  and acceptors.  Despite  a 
certain systematic error in the absolute values, TD-DFTB allows for the rapid and low computational 
cost identification of promising structures with intense transitions in the long-wavelength region of the 
spectrum. 

The proposed hybrid approach, combining geometry obtained with DFTB and transition energies at 
the B3LYP level, provides a balance between accuracy and computational speed and is a promising  
tool for the initial screening of a large number of structures. The results demonstrate that TD-DFTB 
can be an effective method in organic dye studies, subjected to careful selection and further refinement 
for the most promising candidates.

Acknowledgement

V. V. I acknowledges grant BF/32-2021 (state registration number 0121U112886) from the 
Ministry of Education and Science of Ukraine.

References

1. Martinez-Mayorga K., Madariaga-Mazon A., Medina-Franco J. L., Maggiora G. The impact of 
chemoinformatics on drug discovery in the pharmaceutical industry. Expert Opin. Drug Discov. 
2020, 15(3), 293-306.

2. Humbeck L.,  Koch O. What can we learn from bioactivity data? Chemoinformatics tools  and 
applications in chemical biology research. ACS Chem. Biol. 2017, 12(1), 23-35.

3. Runge  E.,  Gross  E.  K.  Density-functional  theory  for  time-dependent  systems. Phys. Rev.  Lett. 
1984, 52(12), 997.

4. Rüger R., Van Lenthe E., Heine T., Visscher L. Tight-binding approximations to time-dependent 
density functional theory—A fast approach for the calculation of electronically excited states. J. 
Chem. Phys. 2016, 144(18).

5. Effenberger  F.,  Wuerthner  F.,  Steybe  F.  Synthesis  and  solvatochromic  properties  of  donor-
acceptor-substituted oligothiophenes. J. Org. Chem. 1995, 60(7), 2082-2091.

6. https://dftbplus.org/  
7. https://dftbplus-recipes.readthedocs.io/en/latest/  
8. Zakharov A. B., Tsarenko D. K., Ivanov V. V. Topological characteristics of iterated line graphs in 

the QSAR problem: A multigraph in the description of properties of unsaturated hydrocarbons.  
Struct. Chem. 2021, 32(4), 1629-1639. 

9. Zakharov A.  B.,  Ivanov V.  V.  A new approach in  topological  descriptors  usage.  Iterated line 
graphs  in  the  theoretical  prediction  of  physico-chemical  properties  of  saturated  hydrocarbons. 
Kharkiv Univ. Bull. Chem. Ser. 2019, (32), 38-45.

10.Berdnyk M. I., Zakharov A. B., Ivanov, V. V. Application of L1-regularization approach in QSAR 
problem.  Linear  regres  sion  and  artificial  neural  networks.  Methods  Objects  Chem.  Anal. 
2019, 14(2), 79-90.

11.Zakharov A. B., Dyachenko A. V., Ivanov V. V. Topological characteristics of iterated line graphs 
in QSAR problem: Octane numbers of saturated hydrocarbons. J. Chemom. 2019, 33(9), e3169.

79

https://dftbplus-recipes.readthedocs.io/en/latest/
https://dftbplus.org/


M. Kyrpa, A. B. Zakharov, V. V. Ivanov

12.Zakharov A. B., Kyrpa M., Kyrychenko A. V., Kovalenko S. M., Kalugin O. N., Ivanov V. V., 
Adamowicz  L.  Towards  the  computational  design  of  organic  molecules  with  specified 
properties. Struct. Chem. 2025, 36(2), 723-738.

13.Papaconstantopoulos D. A., Mehl M. J. The Slater–Koster tight-binding method: a computationally 
efficient and accurate approach.  J. Phys. Condens. Matter.  2003, 15(10), R413.

14.https://dftb.org/parameters/download.html   
15.Gaussian 09, Revision A.02, M. J. Frisch, G. W. Trucks, H. B. Schlegel, G. E. Scuseria, M. A.  

Robb,  J.  R.  Cheeseman,  G.  Scalmani,  V.  Barone,  G.  A.  Petersson,  H.  Nakatsuji,  X.  Li,  M. 
Caricato, A. Marenich, J. Bloino, B. G. Janesko, R. Gomperts, B. Mennucci, H. P. Hratchian, J. V. 
Ortiz, A. F. Izmaylov, J. L. Sonnenberg, D. Williams-Young, F. Ding, F. Lipparini, F. Egidi, J. 
Goings, B. Peng, A. Petrone, T. Henderson, D. Ranasinghe, V. G. Zakrzewski, J. Gao, N. Rega, G. 
Zheng,  W.  Liang,  M.  Hada,  M.  Ehara,  K.  Toyota,  R.  Fukuda,  J.  Hasegawa,  M.  Ishida,  T. 
Nakajima, Y. Honda, O. Kitao, H. Nakai, T. Vreven, K. Throssell, J. A. Montgomery, Jr., J. E.  
Peralta, F. Ogliaro, M. Bearpark, J. J. Heyd, E. Brothers, K. N. Kudin, V. N. Staroverov, T. Keith, 
R. Kobayashi, J. Normand, K. Raghavachari, A. Rendell, J. C. Burant, S. S. Iyengar, J. Tomasi, M. 
Cossi,  J.  M.  Millam,  M.  Klene,  C.  Adamo,  R.  Cammi,  J.  W.  Ochterski,  R.  L.  Martin,  K.  
Morokuma, O. Farkas, J. B. Foresman, and D. J. Fox, Gaussian, Inc., Wallingford CT, 2016.

Conflict of interest: The authors declare no conflict of interest.

Received 12.05.2025 Accepted 25.06.2025

М. Кирпа, А. Захаров, В. Іванов. Оцінки методу TD-DFTB для широкомасштабного скринінгу органічних 
барвників.

Харківський  національний  університет імені  В.Н.  Каразіна,  хімічний  факультет,  майдан  Свободи,  4, 
Харків, 61022, Україна

Досліджено  ефективність  напівемпіричного  методу  TD-DFTB  (Time-Dependent  Density  Functional 
Tight  Binding)  у відтворенні  спектральних властивостей органічних барвників на прикладі  бібліотеки 
ізомерів  тіофенвмісного  донорно-акцепторного  барвника  Еффенбергера,  відомого  вираженою  со-
льватохромією. Метою роботи було з'ясувати, наскільки придатним є прискорений підхід TD-DFTB для 
сучасних  задач  молекулярного  дизайну,  з  необхідністю  швидкої  та  надійної  ідентифікації  сполук  з  
інтенсивними електронними переходами в  довгохвильовій  області  УФ-Видимого спектру.  Бібліотека  
містила 60  структур,  в  яких  систематично варіювалися положення донорного  (N,N-диметиламін)  та 
акцепторного (NO ) замісників, а також ступінь планарності π-каркаса. Для кожного ізомеру геометрія₂  
спочатку оптимізувалася на рівні DFTB, після чого енергії збудження розраховувалися за допомогою 
методу  TD-DFTB.  Отримані  значення  порівнювали  з  розрахунками  TD-DFT  (функціонали  B3LYP та  
CAM-B3LYP), виконаними з геометріями, отриманими як методами DFT, так і DFTB. Така гібридна схе-
ма  значно  знижує  обчислювальні  витрати,  дозволяючи  проводити  скринінг  великих  бібліотек  без 
втрати  точності.  Наведено  кореляцію  між  енергіями  збудження,  розрахованими  за  допомогою  TD-
DFTB та TD-DFT. TD-DFTB має тенденцію систематично занижувати енергії збудження, але значною 
мірою відображає сполуки з мінімальними енергіями збудження та високими силами осцилятора, що 
робить його надійним інструментом для початкового скринінгу. Було ідентифіковано кілька ізомерів з 
довгохвильовим поглинанням та достатньою інтенсивністю переходів,  які  є перспективними для  по-
дальшої модифікації. Таким чином, TD-DFTB у поєднанні з TD-DFT на оптимізованих геометріях DFTB 
демонструє  оптимальний  баланс  між  точністю  та  швидкістю  попереднього  скринінгу  донорно-
акцепторних барвників із заданими спектральними параметрами, що значно розширює можливості ра-
ціонального дизайну функціональних органічних матеріалів.

Ключові  слова:  молекулярний  скринінг,  органічні  барвники,  TD-DFTB,  TD-DFT,  донорно-
акцепторні системи, довгохвильове поглинання.
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The article presents the results of a study on the spectral characteristics (UV-Vis region) of the indicator dye 
Nitrazine Yellow on the surface of organosilica materials. Experimental data are compared with the results of  
theoretical (quantum chemical) calculations. Several model scenarios were considered, in which the organosil-
ica surface is represented by characteristic structural features, including isolated Si(OH) groups, vicinal Si(OH)–
O–Si(OH) pairs, and geminal Si(OH)  groups.₂

Quantum-chemical calculations were carried out using  ab initio Time-Dependent Density Functional Theory 
(TD-DFT), CAM-B3LYP functional and LANL2DZ basis set. 

The results obtained indicate a satisfactory description of the influence of environmental effects on the absorp-
tion spectra of the three forms of nitrazine yellow over the silica surface.

Keywords: nitrazine yellow, silica surfaces, TD-DFT, UV/Vis absorption.

Introduction

The first reference in the literature to the indicator - 2,4-dinitrobenzene-azo-1-naphthol-3,6-disul-
fonic acid (Nitrazine Yellow, NY) dates back to 1934. Henry Wenker [1] described the synthesis and 
properties of the azo dye, which, according to the author, is a promising chemical indicator. Indeed, 
NY is used for the manufacture of indicator paper [1,2], in the analysis of food, fuels and lubricants 
[3-5]. Due to the fact that the color transition zone of the indicator is located at pH 7 (6.2-7.2), it is  
widely used in biochemical and medical research. [6]

Modern developments using  NY are focused on the creation of reliable sensor materials. Using 
NY, a portable 3D analytical device based on microfluidic paper was developed for the determination  
of total ammonia in freshwater. [7] 

 When creating pH sensor materials, the indicator is introduced into the matrix by sorption, applica-
tion as a sol-gel coating, or by adding a dye during fiber formation.

Most such materials show a clear visible color change when the acidity of the medium changes.  
The response of the sensors depends on the density of the tissue, the method of fixation, and the effect  
of the matrix on the molecule of the embedded indicator.

To produce functionalized nonwovens, the electrospinning method is used, when the formation and 
functionalization of nanofibers occurs in one step. The polymer solution (which already contains the 
dye) is exposed to an electric current, which promotes the formation of fibers with a diameter of about 
several hundred nanometers. The resulting nanofibers made of polycaprolactone (PCL) and polycapro-
lactone with chitosan showed a reverse color transition, but a significant difference was found between 
them. For the structure without chitosan, a slow reaction was observed, and for the nanofiber samples 
containing chitosan, a rapid color transition was observed. In addition, the color transition occurred in  
the pH range from 4 to 6 for nanofibers with chitosan, and for the polycaprolactone material - in a 
much wider pH range. [8]

According to the authors, this difference is due to the availability of the dye azo group.  In the case of 
PCL fiber, interaction between the ether group of PCL and the azo group of NY is possible, and for fiber 
containing chitosan, interaction between the sulfate groups of the dye and the amino groups of chitosan 
is possible. The speed of the color transition reaction is affected by the presence of chitosan, which in-
creases the hydrophilic nature of the nanofiber, so water molecules easily penetrate the material matrix 
and reach the dye molecules. In other words, the azo group is not directly involved in the interaction be-
tween polycaprolactone and chitosan fibers and remains available to water molecules, and the dye mole-
cule is capable of deprotonation in an alkaline environment and, accordingly, can exhibit halochromic 

© Khristenko I. V., Ivanov V. V.., 2025
 This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License 4.0.  

81

https://doi.org/10.26565/2220-637X-2025-44-08
УДК: 544.164.032.732

ISSN 2220-637X

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://orcid.org/0000-0003-2297-9048
mailto:%20%20vivanov@karazin.ua
https://www.scopus.com/redirect.uri?url=https://orcid.org/0000-0001-7227-8333&authorId=7004063527&origin=AuthorProfile&orcId=0000-0001-7227-8333&category=orcidLink
mailto:khristenko@karazin.ua
https://doi.org/10.26565/2220-637X-2025-44-08
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


Quantum-Chemical and Experimental Study of Nitrazine Yellow on Silica Surface

behavior. Theoretical calculations confirmed the experimental observations on the different nature of the 
interaction of the dye with the polymer chains of polycaprolactone and chitosan. [9]

The possibility of fixing indicator dyes on an ion-exchange membrane with subsequent use as a 
fiber-optic pH sensor was investigated by the authors in [10].   For the sensor with the embedded NY, 
they observed a change in the dye dissociation constant and shifts in the absorption spectra. It was 
found that the characteristics of the resulting sensor are affected by the concentration of the immobi -
lized dye, temperature, and ionic strength of the solution. The pH range of the color transition was 4.8-
6.6.

Another interesting chemical approach for the stable immobilization of indicator molecules on tex-
tiles is grafting by polymerization [11], which involves the use of reactive monomers that under cer -
tain conditions go into the state of free radicals and activate the surface of textiles. In this work, we in -
vestigated the photo-grafting of the NY molecule onto the surface of cotton fabric. At the first stage,  
the NY dye is modified with glycidyl methacrylate (GMA) to obtain a photoreactive dye (GMA-NY), 
and then potassium persulfate thermally initiates the radical grafting of the functionalized NY onto 
cellulose.  The treated cotton clearly changed color at different pH values. Dye modification and pho-
toinitiation did not change its spectral characteristics. The color transition interval was 6-7. [11]

Guido et al. developed and investigated sol-gel halochromic pH sensors. [12] Using the sol-gel 
method, a hybrid structure based on 3-glycidoxypropyltrimethoxysilane (GPTMS) in the presence of 
acid (BF3OEt2 at different concentrations) and the dye NY was obtained, which was introduced into a  
textile matrix (Fig. 1).

Figure 1. Scheme of preparation of a hybrid structure with the content of NY [12]

The experimental results have shown that the pH-sensitive properties of nitrazine yellow are pre-
served after covalent immobilization on a silanol matrix due to its sulfo group. The concentration of 
the  catalyst  (BF3OEt2)  significantly  affects  the  opening  of  the  epoxy  ring,  the  formation  of  the 
≡Si-O-Si≡ bond, and the degree of density of the silica matrix. The more cross-linked the inorganic  
structure is, the more efficiently the hybrid halochromic matrix is fixed to the cotton.

Depending on the form of the dye, the presence of interactions with other molecules, and the nature 
of fixation in the matrix, the color transition interval and reaction rate can vary significantly. There-
fore, the aim of this work was to model the corresponding complexes in the presence of aqueous 
medium and calculate the absorption spectra.

Experimental part

The initial NY solution was prepared by dissolving an exact weight of the indicator in distilled wa -
ter. The indicator method was used to study the properties of the medium in the surface layer of sor-
bents (Table 1). 

Table 1. The investigated sorbents
№ Sorbent Modifier
1 Silica gel (SiO2) -
2 Silica gel with grafted n-propylamine groups ~ (CH2)3NH2

3
Silica gel with grafted diethyl ester groups of β-(propy-
lamino)-α-dimethylphosphonic acid

~(CH2)3NHC(CH3)2PO(OC2H5)2

4
Silica gel with grafted β-(propylamino)-α-dimethylphos-
phonic acid groups

~(CH2)3NHC(CH3)2PO(OH)2

To  a  sample  of  each  material  (0.1  g),  5  ml  of  indicator  solution  with  a  concentration  of  
0.45 mmol L-1 was added. The solvent was removed by evaporation in a drying oven at a temperature 
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of 80-100 0C to a dry suspended state. The absorbance spectrum of NY adsorbed on the surface of the 
studied  materials  was  measured  on  a  Shimadzu  UV-2600  spectrophotometer  with  an  integrating 
sphere in the range of 300 – 700 nm with a step of 1 nm (slit width 2 nm).

Modelling of complexes

Preliminary NY calculations were carried out by us in [13] in order to highlight quantum-chemical 
approaches  capable  of  giving  adequate  estimates  of  the  spectral  properties  of  the  system  in  a 
reasonable time. According to the obtained data, a convenient method of calculation is DFT with the  
CAM-B3LYP functional. As a basis we used the double split pseudopotential basis LANL2DZ. The 
CAM-B3LYP functional gives a slightly underestimated absorption wavelength, but it proved to be 
significantly  better  than  the  B3LYP  functional  since  the  latter  overestimates  the  wavelength 
enormously. This circumstance is due to the apparent intramolecular charge transfer in the molecule. 
Such situations lead to the necessity of using long-range-corrected exchange functionals and one of 
them is CAM-B3LYP. We also used a polarization-continuum approach to describe the effects of the 
water environment. All the calculations were performed using the Gaussian 09 quantum chemistry 
package [14].

In our calculations we have considered several variants of silicate clusters modeling surface silanol 
groups. The corresponding structures are presented in Fig. 2. In these clusters, the free valences of 
silicon were terminated by hydrogen atoms.

Figure 2. Samples of silanol clusters

We also considered a small cluster that included several silanol groups that realize typical structural 
situations. This cluster includes so-called vicinal and geminal groups Fig. 3

Figure 3. Schematic representation of the silanole fragment (left) and corresponding 3D structure after the geom-
etry optimization (right).

The ability of NY to change color in solution is due to the presence of azo-hydrazone tautomerism 
(Fig. 4, A-B). In a neutral aqueous environment, the hydrazone tautomer (Fig. 4, B) is more stable, and 
in an alkaline environment (pH > 7), the dye molecule appears in a deprotonated form (Fig. 4, C), 
which leads to a long wave shift of the absorption band. The corresponding forms will be referred to 
as NY-A, NY-B, and NY-C.

Figure 4. Light-absorbing forms of NY
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Optimization of NY geometry together with clusters of Fig. 2 and Fig. 3 in four different positions 
relative to -SO3 and -NO2 groups gave an opportunity to form the structure of possible complexes. 
Some typical ones are shown in Fig. 5.

Figure 5. Typical complexes of NY with silanol surface.

Calculations of the NY absorption spectra over the surface of modified organosilica with the de-
scription of the medium effects at the level of polarization-continuum model were carried out for dif-
ferent models of complexes (Fig. 5). The calculations showed a relatively small influence of the struc-
tures of complexes with silanol groups on the spectrum. For example, while NY-A absorbs at 445 nm 
in aqueous medium, it absorbs at 432 nm on the surface according to CAM-B3LYP calculations. The 
first long-wavelength transition of the NY-C form in aqueous medium absorbs at 629 nm, while at the 
surface – 613 nm. The correspondence between the experimental and calculated data can be seen in 
Fig. 6. Here the calculated data for the forms NY-A and NY-B are shown in yellow color, whereas the  
absorption of the deprotonated form is shown in blue.

Figure 6. Absorption of the indicator in solution over the sorbent (a) and on the surface of silica gel modified  
with dimethoxysilane SiO2~O- Si(OCH3)(CH3)2 (b)

84



I. V. Khristenko, V. V. Ivanov

In general, it can be seen that the calculated data are in satisfactory agreement with the experimen-
tal data.

Conclusion

It is known that silanol groups on the surface of unmodified silica differ in terms of pKa. [15, 16] 
Chemical modification of the silica surface results in a greater diversity of surface sites differing in  
their acidity. Analysis of the absorption spectra of NY adsorbed on the surface of various organosilica 
materials, in combination with theoretical calculations, enables a more accurate evaluation of the influ-
ence of different local environments on the spectral characteristics of the indicator.

The presented work describes the application of a quantum-chemical method for calculating the 
spectral properties of the NY indicator on a silicon surface. It is shown that a satisfactory description 
of the spectrum can be achieved using a relatively cost-effective method in a sufficiently simple dou-
ble-split basis.
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І. В. Христенко, В. В. Іванов. Квантово-хімічне та експериментальне дослідження нітразинового жовтого на 
поверхні кремнезему.

Харківський національний університет імені В.Н. Каразіна, майдан Свободи, 4, Харків, 61022, Україна

У статті представлено результати дослідження спектральних характеристик (УФ-область) індикаторного 
барвника нітразинового жовтого (NY), адсорбованого на поверхні кремнійорганічних матеріалів. Експери-
ментальні дані порівнюються з результатами теоретичних (квантово-хімічних) розрахунків.

В спектрах поглинання спостерігається значне розширення смуг поглинання  NY, що обумовлено рі-
зноманіттям  утворених  комплексів  барвника  з  поверхневими  групами.  Враховуючи,  що  поверхня 
кремнезему має складну будову, розглянуто кілька модельних сценаріїв, в яких поверхня кремнійоргані-
чних матеріалів представлена характерними структурними особливостями, зокрема ізольованими групами 
Si(OH), віцинальними парами Si(OH)-O-Si(OH) та гемінальними групами Si(OH) .₂

Квантово-хімічні розрахунки були проведені з використанням ab initio теорії функціоналу густини, залеж-
ного від часу (TD-DFT), функціоналу CAM-B3LYP та базисного набору LANL2DZ. 

Одержані результати свідчать про задовільний опис впливу навколишнього середовища на спектри  
поглинання трьох форм нітразинового жовтого на поверхні кремнезему.

Ключові  слова:  нітразиновий  жовтий,  поверхня  кремнезему,  TD-DFT,  УФ/Видиме 
поглинання.
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Запропоновано  комплексний  метод  оцінки  прогностичної  здатності  функцій  розподілу  ймовірностей 
виявлення аналіту в методиках якісного хімічного аналізу. За результатами розрахунків визначені функції 
розподілу ймовірностей, які характеризуються максимальною прогностичною здатністю.

Ключові слова:  тестовий аналіз, криві ефективності, область ненадійності,  перехресне оцінювання, 
функції розподілу ймовірностей, статистичні критерії адекватності.

Вступ

Підвищений інтерес хіміків-аналітиків до тестових методів аналізу обумовлюється їхньою 
експресністю та відносною простотою виконання. Не викликає сумніву необхідність тестових 
методик  для  аналізу  токсичних  речовин  у  навколишньому  середовищі  [1-4],  харчових 
продуктах [4, 5] та товарах загального вживання [4, 6]. Тестові аналізи можуть бути корисними 
також при медичній діагностиці, нарко- та допінг-контролі [7, 8]. Разом із збільшенням на ри-
нку кількості тест-систем, бурхливо розвиваються і теоретичні методи визначення метрологі-
чних характеристик методик тестового аналізу [9-14]. Підбір функції розподілу ймовірностей 
та оцінка їхніх параметрів у процедурах якісного аналізу з бінарним відгуком та методиках 
напівкількісного визначення – добре досліджена проблема [9, 10, 14-16]. У той же час досить 
мало уваги приділено такому аспекту, як оцінка прогностичної здатності таких моделей.

Найчастіше  потрібно  оцінити  значення  порогової  концентрації  [10,  15]  за  ймовірності 
виявлення компонента, що виходить за межі дослідженої області ненадійності тестової реакції. 
В даній роботі,  для цієї  мети, застосовувалася процедура перехресного оцінювання – метод 
дослідження прогностичної здатності математичних моделей.

Загальні відомості про тестові методики

Поряд із вражаючим розвитком методів кількісного аналізу,  безперервно розширюється і 
сфера застосування якісного аналізу. У якісному аналізі широко використовуються методики 
виявлення з  бінарним відгуком (аналіт виявлений /  аналіт  не виявлений,  ТАК /  НІ),  що не 
передбачає, зазвичай, використання дорогого обладнання, доставки проб до лабораторії, залу-
чення висококваліфікованого персоналу [9,  10]. Виявлення може виконуватися за допомогою 
методик  з  органолептичною  фіксацією  аналітичного  сигналу,  що  безпосередньо  дають  ви-
сновок про присутність або відсутність аналіту в пробі (до таких методик відносяться, напри-
клад, поширені “spot tests”). Широко застосовуються і методики, що використовують для вимі-
рювання  сигналу  інструментальні  методи  і  дозволяють  встановити,  чи  є  аналіт  у  пробі  в 
концентрації, що перевищує заздалегідь встановлену межу. Обидва типи методик відносять до 
процедур скринінгу [9, 10, 12].

Аналітичним сигналом для цих методик може бути виникнення, або зміна, забарвлення при 
хромогенній реакції,  виникнення або гасіння флуоресценції,  утворення осаду,  поява запаху, 
прискорення або інгібування ферментативних реакцій, зміни в життєдіяльності організмів та ін 
[9, 17].

Як середовище для проведення реакцій виявлення використовуються індикаторні реагентні 
папери, пінополіуретан, желатинові плівки, модифіковані кремнеземи, індикаторні трубки тощо 
[9-11, 17].
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Перевірка прогностичної здатності деяких функцій розподілу ймовірностей у тестовому аналізі

Основні вимоги до реакцій та методик, що використовуються:
a) селективність по відношенню до однієї речовини або класу речовин;
b) низька межа виявлення;
c) простота реєстрації та стійкість аналітичного сигналу;
d) експресність;
e) стійкість аналітичних форм під час зберігання. [9-11, 17].
Основний  підхід  до  оцінки  метрологічних  характеристик  методик  з  бінарним  відгуком 

заснований на вивченні залежності ймовірності виявлення аналіту (Р) з його концентрації (с), 
тобто. побудова кривих ефективності (рис. 1).

Рис. 1. Загальний вигляд кривої ефективності
Fig. 1. General view of the efficiency curve

Важливо, щоб криві ефективності отримували за фіксованих умов експерименту – розмірі та 
об’єму  крапель  розчинів,  що  змішуються  (в  краплинних  методах),  порядку  їх  змішування, 
температурі, тривалості, освітленні (у візуальних методах) тощо [10].

В ідеальному випадку крива ефективності є одиничною зміщеною функцією Хевісайда [9]:

P (c )={0 , c<c*1 , c>c*
, (1)

де  с*  –  деяка гранична концентрація. У цьому випадку методика з бінарним відгуком завжди 
призводить до виявлення аналіту при с > с* (область нульової ймовірності помилки I роду) і ви-
сновку про його відсутність при с < с* (область нульової ймовірності помилки II роду).

На практиці порогова концентрація розмивається в інтервал ненадійності (с)  – інтервал 
концентрацій  аналіту,  в  якому для  частини ідентичних проб приходять  до  позитивного ви-
сновку про присутність аналіту, а в частині – до негативного. Таким чином, замість порогової 
концентрації с*  доводиться обговорювати ліву і праву межі інтервалу ненадійності. Ключовою 
метрологічною характеристикою методики виявлення з бінарним відгуком було запропоновано 
вважати інтервал ненадійності [9, 10]. Оскільки при скринінгу важливіше уникнути помилки I 
роду,  як  верхню  межу  доцільно  прийняли  с99% (при  концентраціях,  що  перевищують 
с99%, α < 1%), а нижнім пороговим значенням вважали с5%. Вперше детальне дослідження такого 
інтервалу було проведено М.П. Комарем [18].

Процедури оцінки параметрів кривих ефективності

На практиці криву ефективності підбирають як функцію, що апроксимує емпіричну залеж-
ність  частот  виявлення  Рemp від  с.  Для  отримання  такої  залежності  вибирають  кілька  (М) 
концентрацій сi  всередині інтервалу ненадійності, для кожної з них проводять Ni  випробувань, 
фіксують число позитивних результатів виявлення аналіту (ni) та обчислюють емпіричну часто-
ту виявлення аналіту [9, 10]:
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Pi
emp=

ni
N i

(2)

Для апроксимації залежності  Рemp від  с  можна, в принципі, використовувати будь-яку не-
спадну функцію, обмежену 0 і 1. Такі властивості мають, наприклад, інтегральні функції роз-
поділу випадкових величин [9, 19].

В  даній  роботі  для  оцінки  прогностичної  здатності  використали  3  види  функцій –  екс-
поненційного, логістичного та нормального розподілів відповідно до рекомендацій, що висло-
влено в роботі [10].

Таблиця 1. Функції розподілу, випробувані при апроксимації кривих ефективності
Table 1. Distribution functions tested at approximation efficiency curves

Розподіл
Distribution

Вираз для Р(с), область визначення, підгінні параметри
Expression for P(c), domain of definition, fitting parameters

Експоненційний
Exponential

P (c )=1−exp(−c−ab ), a<c<∞ ,a>0 , b>0
Логістичний
Logistic

P (c )= 1

1+exp(−c−kt )
, k<c<∞,k>0 , t>0

Нормальний
Normal

P (c )= 1
s√2π ∫−∞

c

exp(−12 ( c−xs )
2

)d x ,−∞<c<∞ ,c>0 , s>0

Прогностична здатність функцій розподілу ймовірностей

У роботах [9, 10, 20] досліджувалося адекватність апроксимуючих функцій, проте доволі ча-
сто виникає потреба оцінити значення концентрацій, що виходять за межі дослідженої області 
ненадійності тестової реакції. Задля підвищення надійності отриманих оцінок, необхідно дослі-
дити  прогностичну  здатність  математичної  моделі,  яку  не  надає  проста  апроксимація  за 
допомогою нелінійного методу найменших квадратів.

Як метод дослідження прогностичної  здатності  математичних моделей,  в  роботі  викори-
стовувався метод перехресного оцінювання.

Перехресне оцінювання (Cross-Validation)  є процедурою оцінки точності прогнозування за 
допомогою даних із спеціальної тестової вибірки (використовується також термін крос-переві-
рочна вибірка) шляхом порівняння точності прогнозу з тією, що досягається на навчальній ви-
бірці,  тобто  на  вибірці,  за  якою власне  будувалася  модель. Отже,  модель  будується  за  на-
вчальною вибіркою, а точність прогнозу моделі оцінюється за тестовою вибіркою. В ідеалі, ко-
ли є досить велика вибірка, частину спостережень (наприклад, половину або дві третини) мож-
на використовувати для навчальної вибірки, а спостереження – для тестової [21-22].

В роботі використали один з видів перехресного оцінювання – Leave one out cross validation. 
Суть його полягає в тому, що проводиться одиничне оцінювання однієї  точки, решта – на-
вчальна вибірка.

Спочатку, вилучаючи з розрахунків першу експериментальну точку (с1, Р1), решту емпірич-
них даних апроксимують заданою функцією і знаходять підгінні параметри. Використовуючи 
оцінки цих параметрів та концентрацію с1, обчислюють прогнозовану ймовірність P1

' . Потім до 
навчальної вибірки повертають точку (с1,  Р1) та вилучають (с2,  Р2). Процедуру повторюють N 
ітерацій, отримуючи набір прогнозованих значень ймовірностей для кожної концентрації Pi

', 
i = 1…N.

Критерії адекватності прогностичної спроможності функцій розподілу ймовірностей

Застосовувався  комплекс  статистичних критеріїв  відповідності  підібраних методом пере-
хресного оцінювання ймовірностей розподілів з  емпіричними ймовірностями:  коефіцієнт лі-
нійної кореляції між  Pemp.  та  PCV

 – прогнозованою ймовірністю, аналіз нев’язок та розрахунок 
статистики 2, а також аналіз значень коефіцієнтів кореляції між підгінними параметрами.
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Коефіцієнт  лінійної  кореляції  розраховувався  між  ймовірностями,  отриманими  методом 
перехресного оцінювання та емпіричними за формулою

R= ∑ (PCV−PCV )(Pemp−Pemp)

√∑ (PCV−PCV )2 (Pemp−Pemp)2
(3)

Чим ближче розрахований коефіцієнт кореляції  до 1,  тим апроксимуюча функція вважалася 
адекватнішою.

Проводився, також, аналіз незважених нев'язок
ξi=Pi

emp−Pi
CV (4)

За коливанням значень нев'язок від -1 до +1 відносно вісі  PCV робили висновок щодо 
адекватності моделі (чим рівномірніше розташування, тим адекватніша модель [23]).

Статистику 2 розраховували як
χ2=∑

i

ξ i
2. (5)

Отримані значення статистики 2 порівнювали з критичним значеннями, у випадку виконання 
нерівності

χ2<χ f ,5%
2 , (6)

де f – число ступенів свободи,χ f ,5%
2  – 5%-ва точка розподілу χ 2  з f ступенями свободи, модель 

визнавалася адекватною.
Оцінювали, також, значення коефіцієнтів кореляції між підгінними параметрами

sij=
Dij

√DiiD jj

, (7)

де Dij, Dii, Djj – елементи коваріаційних матриць підгінних параметрів, розрахованих за алгори-
тмом, наведеним у [23]. При значеннях sij близьких до ±1 модель перевизначена [9].

Експериментальні дані, результати та їх обговорення

Відомості про методики виявлення представлені в роботі [10]. Хромогенні реакції проводи-
лися  в  розчинах,  на  фільтрувальному  папері,  реагентних  індикаторних  паперах,  пінополіу-
ретані, поверхні гелю метилкремнієвої кислоти, фторопластових пластинах, желатинових плі-
вках; досліджувалися реакції різного типу за участю широкого набору реагентів та аналітів.

Експериментальні  дані  за  допомогою методу  перехресного  оцінювання  апроксимувалися 
функціями експоненційного, нормального та логістичного розподілів Розрахунки проводилися 
за допомогою програмного пакету Matlab.

Для всіх методик були розраховані значення статистики 2, коефіцієнти кореляції з емпіри-
чними частотами, а також коефіцієнти кореляції між параметрами (таблиці 2-4).

Таблиця 2. Статистика 2 для експериментальних даних
Table 2. 2 statistics for experimental data

Методика*
Method*

2, розраховані за рівнянням (5)
2, calculated by the equation (5)

Експоненційний розподіл
Exponential distribution

Логістичний розподіл
Logistic distribution

Нормальний розподіл
Normal distribution

χ2
f ,5%

2 2.24×10-2 1.30×10-3 1.40×10-3 12.59
4 1.60×10-3 1.10×10-3 1.10×10-3 14.07
5 1.54×10-2 2.00×10-4 2.00×10-4 15.51
6 1.90×10-2 2.90×10-3 1.70×10-3 12.59
7 4.09×10-2 7.60×10-3 6.70×10-3 11.07
8 2.94×10-1 3.70×10-3 2.10×10-3 9.49
9 6.49×10-1 1.50×10-3 3.10×10-3 9.49
10 7.50×10-3 9.00×10-4 1.00×10-3 14.07
11 8.10×10-3 7.00×10-4 5.00×10-4 14.07
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12 8.00×10-3 2.00×10-3 1.50×10-3 11.07
13 1.00×10-2 1.15×10-2 1.14×10-2 11.07
14 2.33×10-2 8.10×10-3 7.00×10-3 11.07
15 2.93×10-2 1.60×10-3 1.80×10-3 15.51
16 4.80×10-3 8.00×10-4 8.00×10-4 14.07
17 1.74×10-2 1.30×10-3 1.00×10-3 9.49
18 2.04×10-2 1.50×10-3 1.40×10-3 12.59
19 2.04×10-2 9.20×10-3 9.70×10-3 11.07
20 1.66×10-2 9.00×10-4 7.00×10-4 11.07
21 2.73×10-2 1.97×10-2 1.93×10-2 12.59
22 7.92×10-2 1.02×10-2 1.07×10-2 7.81
23 2.00×10-3 2.40×10-3 2.70×10-3 14.07
25 1.74×10-2 4.00×10-4 5.00×10-4 12.59
26 3.56×10-1 3.00×10-4 9.00×10-4 7.81
27 2.70×10-3 9.70×10-3 9.30×10-3 9.49

* тут і далі номер методики відповідає номеру в роботі [10]
* here and below, the method number corresponds to the number in the [10]

Таблиця 3. Коефіцієнти лінійної кореляції між емпіричними та прогностичними ймовірностями
Table 3. Linear correlation coefficients between empirical and predictive probabilities

Методика
Method

R2, розрахований за рівнянням (3)
R2, calculated by equation (3)

Експоненційний розподіл
Exponential distribution

Логістичний розподіл
Logistic distribution

Нормальний розподіл
Normal distribution

2 0.945 0.995 0.995

4 0.983 0.988 0.988

5 0.930 0.999 0.999

6 0.941 0.992 0.995

7 0.913 0.974 0.977

8 0.818 0.992 0.996

9 0.592 0.997 0.993

10 0.956 0.994 0.994

11 0.956 0.996 0.997

12 0.943 0.985 0.988

13 0.862 0.844 0.845

14 0.913 0.966 0.970

15 0.919 0.995 0.995

16 0.969 0.995 0.994

17 0.923 0.993 0.994

18 0.927 0.994 0.995

19 0.947 0.966 0.964

20 0.923 0.995 0.996

21 0.838 0.887 0.889

22 0.773 0.958 0.956

23 0.979 0.974 0.970

25 0.945 0.999 0.998

26 0.961 0.999 0.998

27 0.991 0.968 0.970
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Таблиця 4. Коефіцієнти кореляції між підгінними параметрами
Table 4. Correlation coefficients between fitted parameters

Методика
Method

sij, розраховані за рівнянням (7)
sij, calculated by the equation (7)

Експоненційний розподіл
Exponential distribution

Логістичний розподіл
Logistic distribution

Нормальний розподіл
Normal distribution

2 0.618 0.051 0.053

4 0.878 0.202 0.216

5 0.717 0.035 0.041

6 0.504 0.449 0.463

7 0.635 0.039 0.041

8 0.501 0.002 0.009

9 0.549 0.017 0.002

10 0.800 0.128 0.144

11 0.772 0.032 0.036

12 0.875 0.257 0.278

13 0.907 0.206 0.215

14 0.749 0.089 0.101

15 0.527 0.014 0.010

16 0.815 0.178 0.198

17 0.832 0.005 0.005

18 0.661 0.041 0.028

19 0.643 0.036 0.040

20 0.818 0.108 0.122

21 0.802 0.595 0.629

22 0.821 0.511 0.545

23 0.887 0.522 0.556

25 0.683 0.074 0.082

26 0.652 0.298 0.286

27 0.703 0.256 0.253

Аналіз описаних статистичних критеріїв показує наступні результати. За значеннями крите-
рію  2 (табл.  2)  всі  апроксимуючі  функції  призводять  до  адекватних результатів.  Значення 
коефіцієнтів лінійної кореляції між емпіричними та прогностичними ймовірностями (табл. 3), 
окрім поодиноких випадків (наприклад,  спроба апроксимувати систему №9 експоненційним 
розподілом),  також демонструють  адекватність  пропонованих моделей.  Цікавішим виявився 
аналіз нев'язок та значень коефіцієнтів кореляції між підгінними параметрами для апроксимую-
чих функцій (табл. 4). Всі без виключення значення  sij, розраховані для підгінних параметрів 
експоненційного розподілу перевищують 0.5, у деяких випадках сягаючи 0.91 (система №13), 
що вказує на доволі сильний взаємозв’язок між підгінними параметрами, що, у свою чергу, 
спричиняє негативний вплив на стійкість знайдених оцінок та їх прогностичну здатність. Більш 
того, для 80% методик розподіл нев'язок для експоненційної функції не призводить до адекват-
них  результатів,  натомість  логістичний  і  нормальний  розподіли  показують  характерну  для 
адекватних моделей поведінку нев'язок.  Характерний приклад наведений на рис.  2 (система 
№8).
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Рис. 2. Розподіл нев’язок у випадку апроксимації системи №8 функціями експоненційного (■), логісти-
чного (▲) та нормального (●) розподілів
Fig. 2. Distribution of residuals in the case of approximation of system No. 8 by exponential (■), logistic (▲)  
and normal (●) distribution functions

Рис. 3. Емпіричні залежності Pemp та їх апроксимація функціями еспоненційного Pexp, логістичного Plog та 
нормального Pnorm розподілів та їх співставлення з аналогічними, розрахованими з залученням процедури 

крос-валідації (PCV
exp , PCV

log , PCV
norm

 відповідно)
Fig. 3. Empirical dependences  Pemp and their approximation by exponential  Pexp, logistic  Plog and normal  Pnorm 

distribution functions and their comparison with similar ones calculated using the cross-validation procedure

(PCV
exp , PCV

log , PCV
norm

, respectively)

Успішність застосування методу перехресного оцінювання можна помітити й на наступному 
прикладі (тестова методика №5, рис. 3). Для експоненційного розподілу з крос-валідацією на-
віть візуально спостерігається відмінність функції, розрахованої за допомогою МНК від функ-
ції перехресного оцінювання.

Висновки

Запропоновано метод перевірки прогностичної здатності функцій експоненційного, логісти-
чного та нормального розподілів для апроксимації  області  ненадійності  тестових методик з 
бінарним відгуком.  Для окреслення набору функцій,  що можуть бути використані  в  оцінці 
метрологічних характеристик методик тестового аналізу,  було використано процедуру пере-
хресного оцінювання. Аналіз комплексу статистичних критеріїв адекватності показав перевагу 
використання функцій нормального та логістичного розподілів. Функція експоненційного роз-
поділу не характеризується прийнятною прогностичною здатністю.
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A.V. Panteleimonov, N.O. Nikitina. Verification of the predictive ability of some probability distribution functions in 
test analysis.

V.N. Karazin Kharkiv National University, 4 Svobody sqr., 61022 Kharkiv, Ukraine

The increased interest of analytical chemists in test methods of analysis is due to their expressivity and relative 
simplicity of implementation. There is no doubt about the need for test methods for the analysis of toxic sub-
stances in the environment, food products and general consumer goods. Test analyses can also be useful in 
medical diagnostics, drug and doping control. Along with the increase in the number of test systems on the mar -
ket, theoretical methods for determining the metrological characteristics of test analysis methods are also devel-
oping rapidly. The selection of a probability distribution function and the estimation of their parameters in qualita-
tive analysis procedures with a binary response and semi-quantitative determination methods is a well-studied 
problem. At the same time, relatively little attention has been paid to such an aspect as the assessment of the  
predictive ability of such models. Most often, it is necessary to estimate the value of the threshold concentration  
for the probability of detecting a component that goes beyond the studied area of unreliability of the test reaction.  
In this work, for this purpose, the cross-evaluation procedure was used - a method for studying the predictive abil-
ity of mathematical models.

A comprehensive method for assessing the predictive ability of probability distribution functions for analyte de-
tection in qualitative chemical analysis methods is proposed. Based on the results of calculations, probability dis -
tribution functions characterized by maximum predictive ability are determined. The increased interest of analyti-
cal chemists in test methods of analysis is due to their expressivity and relative simplicity of implementation.  
There is no doubt about the need for test methods for the analysis of toxic substances in the environment, food 
products and general consumer goods. Test analyses can also be useful in medical diagnostics, drug and doping 
control. Along with the increase in the number of test systems on the market, theoretical methods for determining  
the metrological characteristics of test analysis methods are also developing rapidly. The selection of a probability 
distribution function and the estimation of their parameters in qualitative analysis procedures with a binary re-
sponse and semi-quantitative determination methods is a well-studied problem. At the same time, relatively little 
attention has been paid to such an aspect as the assessment of the predictive ability of such models. Most often,  
it is necessary to estimate the value of the threshold concentration for the probability of detecting a component 
that goes beyond the studied area of unreliability of the test reaction. In this work, for this purpose, the cross-eval-
uation procedure was used - a method for studying the predictive ability of mathematical models.

A method for testing the predictive ability of exponential, logistic, and normal distribution functions for ap -
proximating the uncertainty region of binary response test methods is proposed. A cross-validation proce-
dure was used to define a set of functions that can be used to assess the metrological characteristics of test  
analysis methods. Analysis of the set of statistical adequacy criteria showed the advantage of using normal  
and logistic distribution functions. The exponential distribution function is not characterized by acceptable  
predictive ability.

Keywords:  test analysis, efficiency curves, uncertainty region, cross-validation, probability distribution  
functions, statistical adequacy criteria.
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АНАТОЛІЙ ПЕТРОВИЧ ШКУМАТ
(09.02.1951 - 31.03.2025)

31 березня 2025 р. закінчив свій земний шлях Анатолій Петрович Шкумат, багаторічний ви-
кладач нашого факультету.  Він народився 9 лютого 1951 року в селі Шкумати Сумської об-
ласті.  Навчався  в звичайній сільській школі, до якої кожного дня ходив пішки в інше село.  
Закінчив Протасівську середню школу  в 1968 році. З 1968 по 1970 роках проходив строкову 
військову службу в ракетних військах збройних сил. Зацікавившись  хімією в шкільні роки, 
проявивши наполегливість та цілеспрямованість, у 1971 році вступив до Харківського держав-
ного університету імені О. М. Горького на хімічний факультет. Після закінчення хімічного фа-
культету залишився працювати на кафедрі органічної хімії. Кандидатську дисертацію захистив 
в 1983 році під керівництвом Віктора Костянтиновича Полякова. З 1975 по 1993 роки працював 
у науково-дослідній частині університету.  З часом перейшов працювати на кафедру технічної 
хімії, зараз - кафедра хімічного матеріалознавства. Коло його наукових інтересів охоплювало 
синтез, властивості й використання органічних люмінофорів із п'яти та шестичленними гетеро-
циклами, що містять Оксиген, Нітроген та Сульфур; реакційну здатність оксосполук ароматич-
ного й гетероциклічного рядів. Анатолій Петрович був талановитим фахівцем у галузі органіч-
ної та фізико-органічної  хімії, справжнім викладачем, який вміло поєднував вимогливість з до-
брозичливим ставленням до студентів. Студенти його любили. Він викладав доволі широкий 
спектр дисциплін на хімічному, біологічному, геолого-географічному та медичному факульте-
тах: сучасний органічний синтез, фізико-хімічні методи дослідження, хімія високомолекуляр-
них сполук, біологічна та біоорганічна хімія, органічна та аналітична хімія для біологів, хімія  
нафти та газу для геологів, токсикологія: трансформація та моніторинг ксенобіотиків (міжфа-
культетська дисципліна), наркотичні засоби, психотропні та токсичні речовини синтетичного та 
рослинного походження. Він є автором більше 110 наукових праць, у тому числі 11 винаходів і 
патентів, а також п'яти  навчальних посібників. Майже 30 років Анатолій Петрович виконував 
обов'язки ученого секретаря Вченої ради хімічного факультету.  У спілкуванні з колегами та 
студентами він незмінно був привітним і нерідко дивував своєю ерудицією. Інтереси Анатолія 
Петровича не обмежувалися тільки органічною хімією.  Він також займався вивченням лікарсь-
ких трав,  продуктів бджолярства,  використанням їх у медицині, багато часу приділяв  садів-
ництву, любив живопис, серйозно займався фотографією.  У пам'яті всіх, хто його знав, він за-
лишиться як світла людина. 
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ОЛЕНА ОЛЕКСАНДРІВНА РЕШЕТНЯК
(26.11.1954 - 24.04.2025)

24 квітня після тяжкої хвороби раптово пішла з життя кандидат хімічних наук, доцент кафе-
дри хімічної метрології Олена Олександрівна Решетняк. Все її життя було присвячено служін-
ню нашому університету. Після закінчення середньої школи вона у 1972 році вступила до хімі-
чного факультету, який закінчила в 1977 році і була залишена на кафедрі хімічної метрології. 
Працювала спочатку в  НДЧ кафедри,  потім стала асистентом,  а  в  подальшому – доцентом. 
Десятки років вона викладала на кафедрі хімічної метрології загальні та спеціальні курси, під-
готувала і виховала не одно покоління випускників-хіміків. 

Наукова діяльність Олени Олександрівни починалася під керівництвом доцента (а згодом 
професора) Лідії Павлівни Логінової і була присвячена іоноселективним електродам та їх ви-
користанню при дослідженні рідинних систем. Кандидатська дисертація "Влияние ионной сре-
ды на результаты ионометрии многокомпонентных систем" була успішно захищена в 1989 році 
в Київському університеті імені Тараса Шевченка. 

Продовжуючи співпрацю з професором Л. Логіновою, а в подальшому – і з професором Ю. 
Холіним, Олена Олександрівна поступово сформулювала свій самостійний напрям досліджень, 
який успішно розвивала останні роки. Він пов'язаний із створенням нових систем для експрес-
аналізу об’єктів довкілля, харчових систем та оцінкою метрологічних характеристик методик 
визначення із використанням отриманих тест-систем. Новим напрямом було і впровадження 
систем для бінарного тестування з використанням одного зразка порівняння. Вона запропону-
вала використовувати желатинові шари фотоплівки для виготовлення індикаторних плівок для 
експрес-аналізу.  Поведінку  органічних  реагентів  та  барвників  в  отриманих  системах  було 
ретельно вивчено, а результати роботи опубліковано в наукових виданнях міжнародного рівня. 
Це був новий напрям в аналітичної хімії для нашого факультету і України. 

Олена  Олександрівна  не  тільки систематично проводила  науково-дослідну роботу,  але  й 
залучала до неї студентів, дипломників та аспірантів. Під керівництвом доцента О. Решетняк 
було захищено кандидатські дисертації Н. Нікітіної, Н. Івченко та В. Шевченка. Вона почала 
працювати над докторською дисертацією і суттєво просунулася в цьому напрямку. 

Навчальні курси, які викладала Решетняк, були пов’язані з її науковими дослідженнями. Це 
«Аналітична  хімія»,  «Йонні  рівноваги  в  організованих  розчинах»,  «Сучасні  експрес-методи 
хімічного аналізу» та «Крапельний та тестовий аналіз в криміналістиці». Олена Олександрівна 
систематично вдосконалювала навчальний процес. Зустрічаючись з труднощами та невдачами, 
які  бувають  на  будь-якому  шляху,  вона  підбадьорювала  себе  та  навколишніх  фразою  яку 
засвоїла ще в час навчання в музичній школі: «Помилився –  грай далі!», і  наполегливо йшла  
далі.
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Олена Олександрівна Решетняк

Багато уваги Олена Олександрівна приділяла профспілковій роботі. З 1989 р. вона очолю-
вала профбюро хімічного факультету, а з 1995 була членом профкому університету, відповідала 
з питання охорони праці. Все, за що вона бралася, вона завжди робили «на відмінно». 

Олена Олександрівна Решетняк була життєрадісною та доброзичливою, але в той же час 
принциповою людиною. Вона завжди буда готова допомогти як студентам, так і колегам. Для 
всіх, хто її знав, її смерть є важкою втратою. Висловлюємо щирі співчуття рідним і близьким 
Олени Олександрівни. Пам'ять про неї буде зберігатися в наших серцях.
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ЕТИЧНІ НОРМИ ПУБЛІКАЦІЇ НАУКОВИХ РЕЗУЛЬТАТІВ ТА ЇХ ПОРУШЕННЯ. 
Редакційна  колегія  робить  все  можливе  для  дотримання  етичних  норм,  прийнятих  між-
народним науковим товариством, і для запобігання будь-яких порушень цих норм. Така політи-
ка є важливою умовою плідної участі журналу в розвитку цілісної системи знань в галузі хімії  
та суміжних галузях. Діяльність редакційної колегії значною мірою спирається на рекомендації 
Комітету  з  етики наукових публікацій  (Committee of Publication Ethics),  а  також на  цінний 
досвід  міжнародних  журналів  та  видавництв.  Подання  статті  на  розгляд  означає,  що  вона 
містить отримані авторами нові нетривіальні наукові результати, які раніше не були опублі-
ковані. Кожну статтю рецензують щонайменше два експерти, які мають усі можливості вільно 
висловити мотивовані критичні зауваження щодо рівня та ясності представлення матеріалу, йо-
го  відповідності  профілю  журналу,  новизни  та  достовірності  результатів.  Рекомендації  ре-
цензентів є основою для прийняття остаточного рішення щодо публікації статті. Якщо статтю 
прийнято, вона розміщується у відкритому доступі; авторські права зберігаються за авторами. 
За наявності будь-яких конфліктів інтересів (фінансових, академічних, персональних та інших), 
учасники процесу рецензування мають сповістити редакційну колегію про це.  Всі  питання, 
пов’язані  з  можливим  плагіатом  або  фальсифікацією  результатів  ретельно  обговорюються 
редакційною колегією, рівно як спори щодо авторства та доцільність роздроблення результатів 
на невеличкі статті. Доведені плагіат чи фальсифікація результатів є підставами для безумовно-
го відхилення статті.

STATEMENT  ON  THE  PUBLICATION  ETHICS  AND  MALPRACTICE.  The  Editorial 
Board has been doing its best to keep the ethical standards adopted by the world scientific community 
and to prevent the publication malpractice of any kind. This policy is considered to be an imperative 
condition for the fruitful contribution of the journal in the development of the modern network of 
knowledge in chemistry and boundary fields. The activity of the Editorial Board in this respect is 
based, in particular, on the recommendations of the Committee of Publication Ethics and valuable  
practice of world-leading journals and publishers. The submission of a manuscript implies that it con-
tains new significant scientific results obtained by authors that where never published before. Each pa-
per is peer reviewed by at least two independent experts who are completely free to express their moti-
vated critical comments on the level of the research, its novelty, reliability, readability and relevance  
to the journal scope. These comments are the background for the final decision about the paper. Once  
the manuscript is accepted, it becomes the open-access paper, and the copyright remains with authors. 
All participants of the review process are strongly asked to disclose conflicts of interest of any kind 
(financial, academic, personal, etc.). Any indication of plagiarism or fraudulent research receives ex-
tremely serious attention from the side of the Editorial  Board,  as well  as authorship disputes and 
groundless subdivision of the results into several small papers. Confirmed plagiarism or fraudulent re-
search entail the categorical rejection of the manuscript.
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ІНФОРМАЦІЯ ДЛЯ АВТОРІВ. Журнал публікує статті російською, англійською та украї-
нською  мовами.  До  публікації  приймаються:  огляди  (за  погодженням  з  редколегією);  ори-
гінальні статті, обсяг 6-10 журнальних сторінок; короткі повідомлення, обсяг до 3 журнальних 
сторінок. Крім звичайного списку літератури, в статті обов'язково повинен бути другий список, 
всі  посилання  якого  дані  латиницею.  Правила  підготовки  цього  списку  наведені  в  розділі 
«Транслітерація» на сайті журналу. Обидва списки повинні бути повністю ідентичні. При ре-
цензуванні статей один з критеріїв - наявність посилань на публікації останніх років.  Стаття 
обов'язково повинна містити резюме російською, українською та англійською мовами. У всіх 
трьох необхідно вказати назву статті, прізвища авторів і ключові слова. Орієнтовний обсяг ре-
зюме - 1800 знаків (без урахування заголовку і ключових слів). Редакція приймає електронний 
(MS  Word)  і  два  роздрукованих  (для  харків'ян)  тексту  рукопису.  Адреси  вказані  в  розділі 
«Контакти»  на  сайті  журналу. Супровідний  лист  до  статті,  виправленої  відповідно  до  за-
уважень рецензента,  повинен містити відповіді  на всі  зауваження.  Подається електронний і 
один роздрукований (для харків'ян) варіант. Рукописи, які пройшли рецензування, прийняті до 
публікації і оформлені відповідно до правил для авторів, приймаються у форматі doc (не docx) 
електронною поштою (chembull@karazin.ua). Роздрукований варіант не потрібен. Докладніша 
інформація розміщена на сайті журналу http://chembull.univer.kharkov.ua.

INFORMATION FOR AUTHORS.  Papers in Ukrainian,  Russian and English are published. 
These may be invited papers; review papers (require preliminary agreement with Editors); regular pa-
pers; brief communications. In preparing the manuscript it is mandatory to keep the statement on the 
publication ethics and malpractice, which can be found on the web-site and in each issue. The article 
should contain summaries in English, Russian, and Ukrainian. In all three it is necessary to indicate  
the title of the article, the names of the authors and the keywords. The approximate volume of sum-
mary is 1800 characters (excluding the title and key words). The help in translation is provided by re-
quest for foreign authors.. Any style of references is acceptable, but all references within the paper 
must be given in the same style. In addition, the second, transliterated, list of references is required if  
at least one original reference is given in Cyrillic. See section "Transliteration" of the web-site for de -
tails. Please use papers of previous issues as samples when prepare the manuscript. The MS Word for-
mat is used. Standard fonts (Times New Roman, Arial, Symbol) are preferable. Figures and diagrams 
are required in vector formats. Figure captions are given separately. All figures, tables and equations  
are numbered. Please use MS Equation Editor or MathType to prepare mathematical equations and 
ISIS Draw to prepare chemical formulas and equations. The decimal point (not coma) is accepted in 
the journal. Please avoid any kind of formatting when prepare the manuscript. Manuscripts may be 
submitted to the Editor-in-Chief via e-mai  chembull@karazin.ua. For more detailed information see 
the journal web-site http://chembull.univer.kharkov.ua.
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