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Resumen

Abstract

Resumo

La giardiasis es la enfermedad gastrointestinal
de mayor incidencia mundial, causada por el
protozoario Giardia duodenalis, para la cual
no se cuenta con una vacuna o tratamiento
eficiente. En aras de buscar nuevos blancos
farmacoldgicos contra este parasito, se han
estudiado las enzimas del metabolismo
energético, como las sirtuinas, deacetilasas
dependientes del dinucleétido de adenina y
nicotinamida (NAD). Previamente se identificd
a GdSir2.1 y GdSir2.2 como deacetilasas
dependientes de NAD, con localizaciones
subcelulares diferentes.

En este trabajo se estudié otro candidato a
sirtuina (GdSir2.3) mediante herramientas
bioinformaticas para la identificacion de
caracteristicas tipicas de la familia sirtuina en
la secuencia del candidato, y experimentales
como laobtenciénde la proteina recombinante
6xHis-GdSir2.3 que demostr6 actividad
deacetilasa dependiente de NAD y que sirvid
como antigeno en la produccion de los IgY - o -
6xHis-GdSir2.3 para la localizacion subcelular
de la proteina enddgena en G. duodenalis. Lo
anterior concuerda con otros estudios donde
se sefala a GdSir2.3 como un importante
regulador de la enquistacion, debido a su
aumento de expresion durante esta etapa del
ciclo de vida, constituyéndola como un blanco
farmacolégico promisorio para el control de
esta parasitemia.

Giardiasis is the gastrointestinal disease with
the highest incidence worldwide, caused by the
protozoan Giardia duodenalis, for which there
is no vaccine or efficient treatment. In order
to find new pharmacological targets against
this parasite, energy metabolism enzymes
such as sirtuins, deacetylases dependent on
the nicotinamide adenine dinucleotide (NAD),
have been studied. GdSir2.1 and GdSir2.2
were previously identified as NAD-dependent
deacetylases, with different  subcellular
locations.

In this work, another candidate for sirtuin
(GdSir2.3) was studied using bioinformatic tools
for the identification of typical characteristics
of the sirtuin family in the sequence of the
candidate; and experimental ones such as
obtaining the recombinant protein 6xHis-
GdSir2.3 that demonstrated NAD-dependent
deacetylase activity; and that it served as an
antigen in the production of IgY - a - 6xHis-
GdsSir2.3 for the subcellular localization of
the endogenous protein in G. duodenalis. The
foregoing is consistent with other studies where
GdSir2.3 is indicated as an important regulator
of encyst due to its increased expression during
this stage of the life cycle, constituting it as a
promising drug target for the control of this
parasitaemia.

7

A giardiase é a doenca gastrointestinal de
maior incidéncia no mundo, causada pelo
protozoario Giardia duodenalis, para a qual
nao existe vacina ou tratamento eficaz.
Com o objetivo de encontrar novos alvos
farmacoldgicos contra esse parasita, tém
sido estudadas enzimas do metabolismo
energético, como as sirtuinas, desacetilases
dependentes do dinucleotideo adenina
nicotinamida (NAD). GdSir2.1 e GdSir2.2
foram previamente identificados como
desacetilases dependentes de NAD, com
diferentes localiza¢oes subcelulares.

Neste trabalho, outro candidato a sirtuin
(GdSir2.3) foi estudado usando ferramentas
de bioinformatica para a identificacao de
caracteristicas tipicas da familia sirtuin na
sequéncia do candidato; e experimentais,
como a obten¢do da proteina recombinante
6xHis-GdSir2.3 que demonstrou atividade
desacetilase dependente de NAD; e que
serviu como antigeno na produgao de IgY - a
- 6xHis-GdSir2.3 para a localizagao subcelular
da proteina endégena em G. duodenalis. O
exposto é consistente com outros estudos
em que o GdSir2.3 é apontado como um
importante regulador de encisto devido a sua
expressao aumentada durante esta fase do
ciclo de vida, constituindo-se como um alvo
promissor para o controle dessa parasitemia.

Palabras clave: Giardia; NAD; deacetilasas de
histonas; inmunofluorescencia, protozoarios;
sirtuinas.

Keywords: Giardia; NAD; histone deacetylases;
immunofluorescence; protozoa; sirtuins.

Palavras-chave: Giardia; NAD; histona
desacetilases; imunofluorescéncia;
protozoarios; sirtuinas.
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Introduccion

Giardia duodenalis (syn. lamblia e intestinalis) es un eucariote basal de
interés médico, ya que es el agente causal de la giardiasis, la enfermedad
gastrointestinal de mayor incidencia mundial. Esta enfermedad ataca tanto
a animales de interés agropecuario y veterinario como a personas de todas
las edades en diferentes regiones del mundo; los principales afectados son
nifios de paises en vias de desarrollo. Actualmente no se cuenta con una
vacuna para prevenir esta enfermedad y los tratamientos existentes resultan
poco eficientes por los efectos secundarios que producen y por su costo; por
lo tanto, urge la bisqueda de nuevas dianas terapéuticas que permitan el
desarrollo de estrategias de control efectivas contra esta parasitemia.

Un punto de partida en dicha busqueda corresponde al estudio del
metabolismo energético y sus enzimas, teniendo en cuenta que estan
encargadas de regular procesos vitales en todos los organismos. Dentro
del metabolismo energético pueden destacarse las rutas de biosintesis
y catabolismo del dinucledtido de adenina y nicotinamida (NAD), que
involucra enzimas como las sirtuinas, las cuales estdn asociadas a la
regulacion de funciones vitales como la reparacion de dafios en el DNA, la
progresion del ciclo celular, la longevidad celular, entre otras.

Las sirtuinas (E.C. 2.4.2) son proteinas globulares que tienen un tamafio
muy variable; sin embargo, una de sus caracteristicas mas importantes es
la presencia de un dominio catalitico conservado de aproximadamente
250 aminoacidos, conocido como plegamiento sirtuina y que consta de
dos regiones: una pequefia y otra grande, que en conjunto permiten que la
proteina lleve a cabo su actividad catalitica.

Dada la estructura conservada del dominio catalitico, las sirtuinas
presentan también un mecanismo de reaccion conservado en todos los
organismos en donde han sido caracterizadas. Dicha reaccion consiste en la
remocion de un grupo acetilo de los residuos lisina de diferentes proteinas
usando como cosustrato NAD+ y generando como productos nicotinamida,
2’-0-Acetyl-ADP-Ribosa (2’ AADPR) y el péptido deacetilado.

El estudio de las sirtuinas en organismos parasitos, puntualmente
protozoarios, es un campo poco explorado, pero promisorio, ya que la
evidencia que se tiene a la fecha demuestra que, ademas de las funciones
tipicas, estas proteinas les otorgan ventajas adaptativas como la variacion
antigénica y formas alternativas para la progresion del ciclo celular. Estudios
previos del Laboratorio de Investigaciones Basicas en Bioquimica (Libbiq)
permitieron la identificacion bioinformatica de cinco genes candidatos
a sirtuina en el genoma de G. duodenalis; se ha realizado la evaluacion
experimental de los dos primeros, GdSir2.1 y GdSir2.2, y se encontrd que
son proteinas de la familia sirtuina debido a sus caracteristicas estructurales
y sus funciones enzimaticas.

Teniendo en cuenta la posible importancia de las sirtuinas en este
organismo, se planted este trabajo para identificar un nuevo candidato
a sirtuina en G. duodenalis, mediante herramientas bioinformaticas y
experimentales, con el fin de ampliar el conocimiento sobre la bioquimica
de este parasito, para proponer nuevos blancos terapéuticos que permitan
desarrollar estrategias de control efectivas contra esta parasitemia.

Materiales y métodos

A partir de la secuencia del candidato a sirtuina (GdSir2.3), identificado
previamente en bases de datos, se realizaron dos aproximaciones para su
caracterizacion:

La secuencia candidato GdSir2.3 (GL50803 16569) fue utilizada para
un alineamiento multiple con las siete sirtuinas humanas (cédigos de

acceso UniProt: Q96EB6; Q81XJ6; QINTG7; QIY6E7; QINXAS; Q86T7;
QINRCS) y los cinco candidatos a sirtuina de Giardia, de los cuales se
han identificado experimentalmente dos (cddigos de acceso GiardiaDB:
GL50803_10708, GL50803_10707, GL50803_16569, GL50803 11676,
GL50803_6942.) Dicho alineamiento multiple se realizdé y visualizd con
el software CLC MainWorkbench v. 7. 8. Adicionalmente, la secuencia
candidato se evaluo en los servidores Conserved Domains Database y Pfam
[1] para identificar dominios conservados pertenecientes a la familia sirtuina.

A partir de la secuencia de aminoacidos del candidato (GdSir2.3) se
construyeron diferentes modelos de estructura terciaria basados en los
algoritmos de homologia (Swiss Model) [2], threading (1 - Tasser) [3] y
ab initio (Robetta) [4]. Los modelos obtenidos fueron validados mediante
los puntajes de cada servidor, grafico de Ramachandran con el servidor
Rampage [5] y por superposicion con la estructura cristalizada de la SIRTS
de Homo sapiens, la sirtuina con mayor homologia con el candidato.
Adicionalmente, se realizé la superposicion de estos con la sirtuina 1
humana (SIRT1). Los modelos y las superposiciones fueron visualizados en
el software UCSF Chimera 1. 11. 2 65.

Se realizd la prediccion de fosforilacion del candidato empleando los
servidores NetPhos 3.1 [6] y GPS 5.0 [7]. Dichas predicciones se realizaron
con la secuencia de aminoacidos de la proteina y se evaluaron siguiendo los
parametros establecidos por cada uno de los servidores.

El gen GdSir2.3 se amplificéd mediante PCR bajo las siguientes condiciones
de reaccion: 2 mM de Buffer de PCR 1X (20 mM Tris-HCI pH 8,8, 10 mM
KCl, 0,1% (vv) Triton X-100, 0,1 mg/ml de BSA), 0,2 mM de dNTPs, 0,2
uM de primer directo (5’- CAC CAT GGT ACC CGA TGT AGA TG -3°)
y reverso (5’- GTC GAC CTA ATC TAT ATT GAG AAT AGA CG -3"),
1U de Pfit polimerasa, 50 ng de DNA gendmico de G. duodenalis y H,0
DEPC, para un volumen final de 25 pL. El ciclo térmico de PCR consistio
en una etapa de desnaturacion a 95 °C durante 5 min, seguida por 25 ciclos
de 45 s a una temperatura de 56 °C y con una etapa de extension de 7
min a 72 °C. Los resultados fueron visualizados mediante geles de TBE
- Agarosa 1% p/v y documentados en el analizador de imagenes Imager®
Gel DocTMXR, con el software Quantity One Basic 4.6.3 de Bio-Rad™. El
producto de PCR fue ligado en el vector pET100/D-TOPO y transformado
en células quimicamente competentes £. co/i cepa TOP10 de acuerdo
con las instrucciones del fabricante [8]. Los pldsmidos recombinantes se
extrajeron mediante lisis alcalina [9] y se confirm6 su identidad por PCR y
digestion con enzimas de restriccion [10].

El plasmido recombinante se usé para la transformacion de células
competentes £. coli de la cepa SHuffle [11]. Las células se incubaron a
37 °C con agitacion constante en medio liquido LB suplementado con glucosa
1% m/v, ZnCl, 2,5 uM'y 100 ug/mL de ampicilina hasta alcanzar una OD,, de
0,6. En este punto se adiciond el inductor (isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido,
IPTG) a concentracion final de 0,1 uM, se incubaron las células durante 4 hy se
colectaron mediante centrifugacion a 6000 rpm durante 10 min a 4 °C.
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Los pellets obtenidos se resuspendieron en buffer de lisis (50 mM buffer
fosfatos pH 7.8, NaCl 400 mM, KCl1 100 mM, glicerol 10%, Triton X-100
0,5% e imidazol 10 mM) agregando 5 mL de buffer por cada gramo de
células y lisozima a una concentracion final de 1 mg/mL. Se incub6 la mezcla
durante media hora en bafio de hielo con agitacion constante, se lisaron las
células en ausencia de inhibidor de proteasas mediante sonicacion durante
10 min (15 s de pulso, 15 s de reposo) y se centrifugaron a 14.000 G durante
20 min a 4 °C para separar la fraccion soluble (sobrenadante) y la fraccion
insoluble (pellet). Los resultados de la expresion fueron evaluados mediante
SDS - PAGE y western blot [12].

La fraccion soluble obtenida en la lisis fue incubada con 5 volimenes
de resina Ni - NTA Agarose empacada durante 4 h con agitacion constante
a 4 °C. Luego se empacé la mezcla en una columna de cromatografia y se
realizaron los siguientes lavados: un primer lavado de 1 mL con buffer de
lisis (50 mM buffer fosfatos pH 7,8, NaCl 400 mM, KCl1 100 mM, glicerol
10%, Triton X-100 0,5% ¢ imidazol 10 mM), dos lavados de 1 mL cada uno
con el buffer de lavado 1 (50 mM buffer fosfatos pH 7.8, NaCl 400 mM,
KC1 100 mM, glicerol 10%, Triton X-100 0,5% e imidazol 35 mM) y dos
lavados de 1 mL cada uno con el buffer de lavado 2 (50 mM buffer fosfatos
pH 7.8, NaCl 400 mM, KCI 100 mM, glicerol 10%, Triton X-100 0,5% e
imidazol 75 mM). La proteina recombinante se eluy6 de la columna con
500 pL del buffer de elucion (50 mM buffer fosfatos pH 7,8, NaCl 400mM,
KCl1 100 mM, glicerol 10%, Triton X - 100 0,5% e imidazol 300 mM) [13].
El resultado fue monitoreado mediante SDS - PAGE vy los eluidos fueron
cuantificados por el método colorimétrico de Bradford y densitometria.

Paralelamente, se realizo la purificacion de la proteina 6xHis-GdSir2.3
desde los cuerpos de inclusion mediante SDS - PAGE preparativo [14] y por
cromatografia de afinidad bajo condiciones desnaturantes [13]. La proteina
purificada fue dializada para remover el imidazol siguiendo el protocolo de
Herrera y colaboradores (2019) [15].

Se inocularon dos gallinas de la raza Hyline de 50 semanas bajo el siguiente
esquema de inmunizacion: para la primera inoculacion el individuo control
fue inyectado con PBS y adyuvante completo de Freund en una relacion 1:1
para un volumen final de inyeccion de 300 pL; por otra parte, el individuo
tratamiento fue inyectado con 100 pg de 6xHis-GdSir2.3 (antigeno
purificado) y adyuvante completo de Freund para una proporcion y volumen
final iguales que en el individuo control. El primer refuerzo de inmunizacién
se realizo a los 15 dias de la primera inoculacion, empleando en esta ocasion
adyuvante incompleto de Freund para ambos individuos. Los siguientes dos
refuerzos se realizaron cada 8 dias [16]. Una vez finalizado el esquema
de inmunizacion, se evaluo la capacidad de reconocimiento de las sangrias
mediante western blot con 6xHis-GdSir2.3 y se purificaron los anticuerpos
por afinidad a antigeno [17].

Con el objeto de identificar la proteina endogena en el pardsito en sus
diferentes estadios de vida trofozoitos de G. duodenalis cepa WB fueron
cultivados a 37 °C en medio TYI-S-3368 [18] hasta alcanzar la fase
logaritmica. Para la recoleccion de los parasitos se incubaron los tubos
de cultivo a 4 °C durante 1 h y luego se centrifugaron a 3000 rpm en el
rotor Microliter 30x2 sealed de la centrifuga Heracus Megafuge 16R de
ThermoFisher durante 15 min. Se lavo el pellet hasta 3 veces con PBS 1X
para retirar el exceso de medio de cultivo, se resuspendieron los parasitos en
1 mL de PBS 1Xy se almacenaron a -20 °C para posteriores procedimientos.

Para la obtencion de quistes se cultivaron los parasitos como se
describi6 anteriormente y una vez alcanzada la fase estacionaria se realizd
el cambio del medio TYI - S - 33 por medio de enquistacion (medio TYI - S
- 33 suplementado con 10 mg/ml de bilis bovina y pH 7.8) y se incubaron los
parasitos a 37 °C durante 24 h. Posteriormente se realizo de nuevo el cambio
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amedio TYI - S - 33 y se incubaron los parasitos a 37 °C. Una vez pasadas
24 h, se retir6 el medio de cultivo y se incubaron los parasitos en agua
para lisar por choque hipotdnico las células que no se hubieran enquistado
[19]. Los quistes resultantes se lavaron dos veces con PBS 1X filtrado, se
resuspendieron en 1 mL de PBS 1x filtrado y se almacenaron a -20 °C.

Con el objetivo de identificar la proteina nativa GdSir2.3 se recolectaron
trofozoitos asincronicos y durante las 24 horas de la enquistacion. Los
extractos fueron evaluados mediante western blot empleando el anticuerpo
IgY - a - 6xHis - GdSir2.3 (1:50) siguiendo el protocolo de Herrera y
colaboradores (2019) [15], usando el sistema super signal west substrate
(Thermo). Como control de enquistacion se reconocieron las proteinas de
la pared del quiste CWP1 empleando un anticuerpo comercial contra estas
en una dilucién de 1:500.

Para establecer la ubicacion subcelular de GdSir2.3 se realizaron
ensayos de inmunofluorescencia. Se resuspendieron los trofozoitos y quistes
en PBS 1X para una concentracion final de 1000 parasitos/uL. Se sembraron
10 pL de células sobre una lamina de vidrio y se unieron por incubacion a
37 °C durante 1 h. Las células se fijaron con paraformaldehido 4% (m/v)
y se bloquearon e impermeabilizaron durante 2 h a 37 °C con solucion de
bloqueo (Triton X — 100 0,5% (v/v), BSA 3% (m/v) en PBS). Se adicion6
el anticuerpo primario a-6xHis-GdSir2.3 IgY a una dilucién de 1:100 en
PBS y se incubd durante toda la noche a 37 °C. Asi mismo, se adiciond el
anticuerpo primario a-CWP conjugado a TAMRA (1:250 en PBS) sobre
los extractos de quistes bajo el mismo tratamiento del anticuerpo anterior.
Como anticuerpo secundario para a-6xHis-GdSir2.3 IgY se adiciond el
a-IgY acoplado a Alexa Fluor (ThermoFisher) 488 (1:1000 en PBS). Se
uso un anticuerpo comercial contra alfa tubulina acetilada como control
(1:500) y se empled el a-mouse acoplado a Dylight (ThermoFisher) (1:1000
en PBS), los anticuerpos secundarios se incubaron durante 1 h a 37 °C en
oscuridad y posteriormente se lavd la lamina dos veces con PBS. Finalmente,
se marcaron los nucleos con 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, 1 pg/ul)
durante 3 min a temperatura ambiente, se retir6 el exceso de DAPI con agua
MQ y se almaceno la lamina a 4 °C en oscuridad para su posterior registro
en el microscopio de fluorescencia Nikon C1 con fluoromount y un objetivo
de 40X. Las imagenes obtenidas con el microscopio fueron procesadas con
el software Imagel] [20].

Para evaluar la actividad enzimatica de 6xHis-GdSir2.3 se us6 el kit
CycLex SIRT1/Sir2 Deacetylase Fluorometric Assay Kit Ver. 2 siguiendo
las indicaciones del fabricante [21], empleando 300 ng de proteina
recombinante en presencia y ausencia de 8 mM NAD+ y teniendo como
control la SIRT2 de Homo sapiens [21]. Se realizaron tres ensayos
independientes de deacetilacion en el equipo CFX96 Touch Real-Time PCR
Detection System (BioRad) con una longitud de onda de excitacion de 488
nm y la lectura de fluorescencia a 521 nm.

Resultados y discusion

Al analizar la secuencia de aminoacidos correspondiente al candidato
GL50803 16569 (381 aminoacidos, 43,9 kDa) mediante alineamientos
multiples con sirtuinas ya caracterizadas se encuentra el motivo G—A—-Gy
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los residuos de cisteina caracteristicos de las sirtuinas hacia la region amino
terminal que corresponde a un plegamiento tipo Rossman, compuesto por
una serie de hélices o y laminas 8 antiparalelas con caracteristicas tipicas
de unién a nucleotidos. En esta region se une el dinucledtido de adenina y
nicotinamida (NAD+) como cosustrato, adyacente al sitio de unién de la
acetil-lisina [22] (Figura 1).

SCH PNREXNRNES

RXX PXEVV

Figura 1. Alineamiento multiple de las secuencias de las sirtuinas de G. duodenalis
(GdSir2.3, GdSir2.1, GdSir2.2, GdSir2.4 y GdSir2.5, respectivamente) con las
sirtuinas humanas (SIRT1 — 7). Se presenta el alineamiento parcial de secuencias en
donde se observa sefialado en el recuadro rojo el motivo G — A — G y en amarillo las
cisteinas conservadas. Realizado con CLC Main Workbench V. 7.8.

La presencia del dominio G-A-G y las cuatro cisteinas en la secuencia
candidata podria indicar que se trata de una sirtuina, ya que se ha encontrado
que los residuos de cisteina se ubican en la region pequeiia del dominio
catalitico coordinando un atomo de zinc, que, si bien no participa en la
catalisis, resulta indispensable para la actividad enzimatica como lo han
demostrado diferentes estudios donde al mutar estos residuos o adicionar
agentes quelantes se da la pérdida de la actividad deacetilasa de la proteina
[23]. Al observar el alineamiento también se encuentran otras regiones de alta
homologia entre las sirtuinas del parasito y las humanas; no obstante, estas
se encuentran en dominio catalitico y permiten su organizacion estructural.

Para corroborar que el candidato GISir2.3 presenta caracteristicas
estructurales de una sirtuina, se buscaron dominios conservados en la
secuencia con los servidores CDD y Pfam; se encontr6 que esta secuencia
presenta el dominio tipico de la superfamilia sirtuina entre los residuos
60 y 270 aproximadamente, lo cual se valida con el E - value obtenido
para cada busqueda (Tabla 1, Figura 2). Lo anterior corresponde a una
region de unos 200 aminoacidos que es la longitud promedio del dominio
catalitico; ademas, debido a la ubicacion de este a lo largo de la secuencia,
es acorde con la presencia de regiones de baja homologia hacia los extremos
amino y carboxi terminal, las cuales tienen una funcion reguladora de la
actividad enzimatica, principalmente por ser los blancos de modificaciones

postraduccionales [24].

Tabla 1. Dominios conservados encontrados en la secuencia de GdSir2.3 mediante
los servidores CDD y Pfam. Se presentan los codigos de acceso para cada base de
datos, el intervalo que corresponde al dominio y el E - value para cada uno.

Servidor Nombre Acceso Intervalo E-value
CDD-NCBI SIR2 . cl00195 61-274 6,43¢ - 32
Superfamily
Pfam SIR2 ¢cl0085 66-274 7.2e-22

Al someter la secuencia del candidato GdSir2.3 al servidor NetPhos
3.1 de ExPASy se observo que esta presenta 62 residuos potenciales para
fosforilacion como se muestra en la Figura 3. Dichos residuos se ubican en
su mayoria hacia los extremos N - Terminal y C - Terminal de la secuencia,
fuera de la region que se espera conforme el dominio catalitico. Cabe
resaltar que existe también la probabilidad que GdSir2.3 sea fosforilada
en su dominio catalitico; esto se ha visto experimentalmente en SIRT1
en donde esta modificacion postraduccional actia como un interruptor
de la actividad catalitica que al ser removida promueve la actividad
enzimatica, de manera que permite la progresion del ciclo celular [25]. Las

fosforilaciones en sirtuinas de parasitos protozoarios no han sido estudiadas
de forma experimental; no obstante, es un campo promisorio para entender
los mecanismos de regulacion de estas enzimas que representan funciones
vitales en dichos organismos.

A 1 50 100 150 200 250 300 350 391

O

Query scq.
Superfamilies SIR2 superfamily

B

SIRT1 243 aa 248 aa

SIRT2 64 aa 276 aa 49 aa

SIRT3 125 aa 17 aa

SIRT4 44aa

SIRTS 40 o [ECT N | -

SIRT6 342 76 22

SIRT7 89 aa 242 aa 69 aa

Figura 2. Representacion esquematica de la estructura sirtuina. A. Prediccion de dominios
conservados con el servidor CDD — NCBI. B. Prediccion de dominios conservados con
el servidor Pfam C. Representacion esquematica de las estructuras de las siete sirtuinas
humanas. En azul se observa el extremo N — Terminal; en café, el dominio conservado; en
verde, el C — Terminal. Tomado de Sacconay y colaboradores (2016).
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Figura 3. Prediccion de fosforilaciones del candidato GdSir2.3. A. Prediccion de
fosforilaciones sobre el candidato GdSir2.3 mediante el servidor NetPhos 3.1 de Expasy.

phosphorylation potential

300

La probabilidad de que el candidato GdSir2.3 esté regulado por
modificaciones como la fosforilacion es importante para su estudio como
blanco farmacoldgico, ya que se ha encontrado que esta modificacion actua
como un interruptor de la actividad catalitica de diferentes sirtuinas dentro
de las que se encuentran las humanas. La regulacion de la actividad catalitica
mediada por modificaciones postraduccionales ha sido ampliamente
estudiada en las siete sirtuinas humanas y se ha encontrado que para todas
ellas es comun la fosforilacion [24].

En organismos filogenéticamente cercanos a G. duodenalis también se
han estudiado las modificaciones postraduccionales de las sirtuinas; tal es
el caso de Mycobacterium tuberculosis y su nica sirtuina (mDAC) que se
fosforila en el residuo Thr — 314, lo que genera la inhibicion de la enzima,
contrario a lo observado en las sirtuinas de eucariotes superiores [26]. En G.
duodenalis 1a fosforilacion juega un papel muy importante en el dimorfismo
celular a lo largo de su ciclo de vida. Estudios sobre el kinoma de este
parasito han revelado que presenta menos quinasas en comparacién con
otros eucariotes. Entre las quinasas ausentes en G. duodenalis se encuentran
algunas que regulan procesos como la progresion del ciclo celular y
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la reparacion de dafios en el DNA, las cuales se encuentran entre las
funciones descritas para sirtuinas de otros organismos [27].

Por otra parte, al realizar el modelamiento tridimensional del candidato
con diferentes algoritmos, se observd que se mantiene el plegamiento
sirtuina en todos los modelos (Figura 4) y, de acuerdo con los parametros
de evaluacion de los modelos, se observa un mejoramiento de estos. De este
modo, para el modelo obtenido por el algoritmo de homologia del servidor
SwissModel se tiene una baja identidad con la plantilla empleada, la cual
podria corresponder Ginicamente al modelamiento del dominio sirtuina. En
cuanto al siguiente modelo, realizado por el servidor I-Tasser, empleando el
algoritmo de #reading, se observa una disminucion de la calidad de aquel
debido a que el servidor intenta modelar aquellas regiones que no presentan
homologia con la plantilla teniendo en cuenta el contexto molecular de los
aminodacidos involucrados. No obstante, se mantiene el tamafio esperado
para el dominio catalitico. En el modelo obtenido mediante el algoritmo de
ab initio se evidencia una mejoria debido a una reduccion del RMSD entre
un mayor nimero de atomos apareados entre ambas plantillas.

RMSD: 0,9 (109 dtomos)

RMSD: 1,248 (109 dtomos) RMSD: 1,037 (130 dtomos)

Figura 4. Comparacion por superposicion de modelos tridimensionales de GdSir2.3
(GL50803_16569), realizados en diferentes servidores, con plantilla cristalizada de
SIRT5 (QINXASR). En cada superposicion se indica el nimero RMSD que es menor
de dos en todos los casos. A. Modelo por homologia. B. Modelo por #reading. C.
Modelo por ab initio.

La sirtuina GdSir2.3 es una deacetilasa dependiente de NAD
presente en ambos estadios de vida del pardsito

El producto de PCR correspondiente al candidato GL50803 16569
se insertd en el vector de expresion pET100/D-TOPO el cual otorga
una etiqueta de polihistidina en el extremo N - Terminal de la proteina
recombinante. La identidad del plasmido recombinante se verifico
mediante PCR y digestion enzimatica (Figura 5). Al realizar la induccion
de la expresion de la proteina recombinante con IPTG se observa
el aumento de una proteina de aproximadamente 46 kDa, la cual es
reconocida de manera especifica en extractos celulares totales, fraccion
soluble y fraccion insoluble mediante western blot con anticuerpos que
reconocen la etiqueta de polihistidina (Figura 6).

Al evaluar la actividad deacetilasa mediante el kit de deacetilacion
in vitro CycLex SIRT1/Sir2 Deacetylase Fluorometric Assay Kit Ver. 2
de la proteina soluble purificada se observa emision de fluorescencia que
indica que 6xHis-GdSir2.3 presenta actividad deacetilasa dependiente de
NAD (Figura 7). Comparando la actividad deacetilasa de 6xHis-GdSir2.3
con la de SIRT1 humana se observan diferencias tanto en los niveles de
deacetilacion alcanzados, expresados en URF uy (Unidades Relativas de
Fluorescencia) (Figura 6A), como en el comportamiento de ambas enzimas
a través del tiempo (Figura 6B). Esto puede explicarse teniendo en cuenta
la actividad especifica de cada enzima y la afinidad por el sustrato, de tal
manera que para SIRT1 se vea favorecida la reaccién de deacetilacion de
manera mas eficiente que para el candidato. Cabe resaltar también que la
remocion del imidazol no fue completa y a pesar de que su concentracion
se haya reducido hasta aproximadamente 10 mM, existe la posibilidad de
que siga ejerciendo un efecto inhibitorio en GdSir2.3 Finalmente, se debe
tener en cuenta también que el kit de deacetilacion fue desarrollado bajo las
condiciones optimas de reaccion para la SIRT1 humana, y al ser G. duodenalis
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un organismo filogenéticamente lejano de los mamiferos, se espera que las
condiciones Optimas para la actividad de GdSir2.3 sean muy diferentes.
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Figura 5. Creacion del plasmido recombinante pET-100-GdSir2.3. A. Evaluacion de
plasmidorecombinante por PCR. TBE—Agarosa 1%. MW: marcador de peso molecular
1Kb. P: plasmido pET-100-GdSir2.3; B. Perfil de digestion esperado para el plasmido
recombinante. NebCutter V. 2.0; C. Perfil esperado para el plasmido vacio NebCutter V;
D. Digestion del plasmido con EcoRV, en orden: PD: plasmido recombinante digerido,
PSD: plasmido sin digerir, V: plasmido vacio digerido, VSD: plasmido vacio sin digerir
2.0. TBE — Agarosa 0,8%.

A, MW 1 2 3 4 B.mw 1 2 3 4 +
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Figura 6. Purificacion de 6xHis - GdSir2.3 a partir de la fraccion soluble de £. coli
cepa Shuffle por cromatogratia de afinidad a niquel. A. SDS - PAGE, acrilamida 10%.
B. Western blot, membrana de nitrocelulosa. 1°: IgY - a - 6xHis - GdSir2.3 (1:1000),
2% - IgY - Fosfatasa alcalina (1:10000). MW: marcador de peso molecular, 1:
células totales sin inducir, 2: células totales inducidas, 3: fraccion soluble, 4: eluido,
+: Fraccion insoluble de £. co/i cepa Shuffle inducidas, -: BSA.

Por otra parte, se ha encontrado que algunas sirtuinas ya caracterizadas
en parasitos protozoarios presentan actividad deacetilasa y ADP —
ribosiltransferasa. Tal es el caso de la TbSir2rpl de 7 brucei que esta
implicada en la reparacion de dafios en el DNA mediante la ADP —
ribosilacion [28]. Para llevar a cabo su funcion, esta proteina presenta dos
rutas: la primera, que consiste en la interaccion de la 2 — O —acetil —- ADP —
ribosa, producida en la deacetilacion, y las histonas; y la otra, dependiente de
la interaccion entre el péptido acetilado y la ADP — ribosa, pero que atin no
ha sido completamente dilucidada [29]. Ademas, también se ha encontrado
que las sirtuinas presentan la capacidad de remover varios grupos acilo
de las lisinas gracias a variaciones estructurales presentes dentro y fuera
del dominio catalitico; y junto al contexto que acompaiia el aminoacido
modificado, la variabilidad de afinidad por diferentes sustratos permite
que las sirtuinas tengan diferentes funciones en un mismo organismo [30].
Teniendo en cuenta la posible actividad ADP — ribosiltransferasa y una
mayor afinidad por otros sustratos, junto con las condiciones Optimas de
reaccion, se podria explicar la baja actividad enzimatica presentada por
GdSir2.3 en el ensayo iz vitro.

En cuanto a la ubicacion subcelular, se encontrd, mediante western blot
sobre extractos celulares de parasitos (Figura 8) e inmunofluorescencia en
trofozoitos y quistes empleando los anticuerpos policlonales obtenidos
en modelo aviar (Figura 9), que GdSir2.3 esta presente en ambos estadios
del parasito.
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Al evaluar por western blot con el anticuerpo IgY - a - 6xHis-GdSir2.3
los extractos totales de trofozoitos asincronicos y de células tras 24 horas
de enquistacion, se reconoce claramente una proteina de aproximadamente
44kDa durante todo el proceso, y su nivel se mantiene constante; dicho
tamafio corresponde a lo esperado para la proteina endogena (43,9 kDa,
Figura 7A). Como control de enquistacion se detectaron las proteinas de la
pared del quiste (CWP, 26 kDa) y se obtuvo el reconocimiento mostrando
que aumenta a medida que pasan las horas de enquistacion, lo cual indica
que, efectivamente, el proceso de enquistacion fue exitoso (Figura 7B)

Analisis del transcriptoma a lo largo del ciclo de vida del parasito han
demostrado que el gen correspondiente al candidato GdSir2.3 aumenta
significativamente su expresion a las 24 horas de enquistacion, mientras
que las sirtuinas ya caracterizadas, GdSir2.1 y GdSir2.2, junto a los otros
candidatos, GdSir2.4 y GdSir2.5, disminuyen [31]. Lo anterior podria
indicar la relevancia de GdSir2.3 en el proceso de enquistacion. Por otra
parte, Carranza y colaboradores (2016) encontraron que debido a la falta
de mecanismos de regulacion tipicos, como factores de transcripcion
candnicos, para este organismo, la regulacion de la expresion génica a
nivel postranscripcional y traduccional, asi como los factores epigenéticos,
tendrian un papel muy importante durante el ciclo de vida, principalmente
en la enquistacion, como lo demuestra la disminucién de los niveles de
acetilacion de histonas observados durante este proceso. Adicionalmente,
en otros estudios se ha encontrado que al suplementar el medio de cultivo
con inhibidores de HDCAs se produce una hipoacetilacion de las histonas
y se detiene la enquistacion. El reconocimiento tanto en trofozoitos como
durante la enquistacion de GdSir2.3 y en extractos de quistes aporta
evidencia de la importancia de esta proteina para la progresion del ciclo de
vida del parasito [32].

Entre las sirtuinas citoplasmaticas se encuentra la SIRT2 de /. sapiens
para la cual se han descrito diferentes funciones como el mantenimiento de la
estabilidad gendmica durante la mitosis [33], el control de la diferenciacion
celular mediante la deacetilacion de factores de transcripcion y tubulina [34]
y la proteccion celular durante estrés oxidativo a partir de la regeneracion de
los niveles de NADPH mediante la via de las pentosas fosfato [35]. De otra
parte, en organismos evolutivamente mas cercanos a G. duodenalis, como
T’ cruzi, se ha observado que la sobreexpresion de TcSir2RP1, una sirtuina
citoplasmatica, induce la diferenciacion a tripamastigotes y aumenta la
eficiencia del proceso infectivo de este organismo sobre células mamiferas
[36]. Otro parasito protozoario que cuenta con una sirtuina citoplasmatica
caracterizada es Entamoeba histolytica (EhSir2a), y si bien su funcion
especifica no ha sido determinada, los ensayos de interaccion de proteinas
realizados por Dam y Lohia (2010) mostraron que esta sirtuina interactia,
entre otras proteinas, con la tubulina y ademas puede deacetilarla. Lo
anterior indicaria que EhSir2a constituye un mecanismo de regulacion
adicional de procesos como la segregacion de cromatina, la mitosis y la
division celular [37].

Para G. duodenalis ya se ha identificado una sirtuina citoplasmatica
(GdSir2.1) que podria estar interactuando con estructuras ricas en tubulina
como el cuerpo medio del parasito, y por lo tanto tendrian un papel importante
en la organizacion estructural del trofozoito [15]. Si bien GdSir2.3 también
es citoplasmatica, no habria una redundancia de funciones, ya que esta tiene
una distribucion diferente en el trofozoito y ademas los niveles de expresion
sugieren que, en esa etapa del ciclo de vida, GdSir2.1 seria la sirtuina activa.

En cuanto a la ubicacion subcelular de GdSir2.3 en el quiste, también
se encontrd una localizacion citoplasmatica; adicionalmente, se observa un
fuerte reconocimiento sobre granulos en la pared del quiste que podrian
corresponder al cuerpo multivesicular del parasito (MVB). A lo largo del
ciclo de vida de G. duodenalis existen estructuras vesiculares que este
utiliza para procesos que van desde la endocitosis en trofozoitos hasta la
regulacion de la infeccidn y la sincronizacion de la enquistacion en estadios
mas avanzados de la enfermedad [38].

Es probable que GdSir2.3 se encuentre en estas vesiculas, teniendo en
cuenta lo encontrado por Ma’ayeh y colaboradores (2017) en sus analisis
de las proteinas presentes en el secretoma de Giardia durante la interaccion
con las células del hospedero [39]. Las proteinas predominantes en dicho

analisis corresponden a diferentes funciones metabdlicas de carbohidratos,
lipidos y salvamento de nucleotidos; esta ultima es una evidencia de la
competencia por nutrientes entre las células del hospedero y el parasito.

Asi mismo, las vesiculas presentaron también proteinas, tanto ya
caracterizadas como hipotéticas, con alto potencial antioxidante y cuya
funcion estd asociada a combatir las ROS producidas por el hospedero
como respuesta a la infeccion [39]. Es importante resaltar que, ademas de
regular el silenciamiento génico junto a las otras deacetilasas, las sirtuinas
también constituyen un mecanismo de respuesta durante el estrés oxidativo
[40] y, por lo tanto, la localizacion de GdSir2.3 en las vesiculas secretadas
indicaria una funcion adicional a la regulacion del cambio de forma celular,
que en este caso seria la defensa del parasito durante la infeccion.
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Figura 7. A. Evaluacion de la actividad deacetilasa dependiente de NAD de 6xHis —
GdSir2.3. A. Actividad deacetilasa en funcion del tiempo. 1. 6xHis — GdSir2.3 (300
ng) en buffer de deacetilacion. 2. 6xHis — GdSir2.3 (250 ng) en buffer de elucion. 3.
SIRT1 de H. sapiens (250 ng). 4. 6xHis — GdSir2.3 (250 ng) en ausencia de NAD
(8mM). 5. Reaccion de deacetilacion sin 6xHis — GdSir2.3 en presencia de buffer
de deacetilacion. 6. Reaccion de deacetilacion sin 6xHis — GdSir2.3. B. Actividad
deacetilasa medida en URF (unidades relativas de fluorescencia).
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Figura 8. A. Extractos totales de parasitos de Giardia (1x10° parasitos) durante las
24 horas de la enquistacion, tincion con coomassie. B. Deteccion de GdSir2.3 (43,9
kDa,) por western-blot en extractos totales de los parasitos enquistantes mostrados
en la figura A. 1°: IgY-a-6xHis-GdSir2.3 (1:500), 2°: a - IgY peroxidasa (1:10000).
C.Western blot de la proteina control de la enquistacion CWP1 (26 kDa):2. 1°: a. - CWP
(1:500). 2°: a - IgG peroxidasa (1:10000). Revelado sistema quimioluminiscente.
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Anti sir 2.3 anti tubulina DAPI MERGE
Anti sir 2.3 anti CWP1 DAPI MERGE

Figura 9. Identificacion de GdSir2.3 enddgena mediante inmunofluorescencia.
A. Inmunofluorescencia sobre trofozoitos. En verde se presenta la localizacion de
Gdsir2.3, en rojo la seal de tubulina, como control; en azul los niicleos y el merge de
las tres imagenes. B. Inmunofluorescencia sobre quistes. En verde GdSir 2.3, en rojo
anti CWP1, marcadora de la pared del quiste, en azul los nucleos y el merge de las tres
imagenes. El anticuerpo IgY-a-6xHisGdSir2.3 permitio identificar a GdSir2.3 como
una proteina citoplasmatica en ambos estadios del ciclo de vida del parasito. Cabe
mencionar que la proteina presenta una distribucioén vesicular y una concentracion
cerca de la pared del quiste.

Conclusiones

Se identifico, empleando herramientas computacionales y experimentales,
al candidato GdSir2.3 de G. duodenalis como una deacetilasa dependiente
de NAD que cuenta con caracteristicas estructurales tipicas de la familia
sirtuina y presenta una localizacion subcelular citoplasmatica en trofozoitos
y quistes del parasito.
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Abstract

Resumen

Resumo

The preparation of catalysts can involve
various sources of contamination, which can
seriously affect the quality of the prepared
materials. In the present work, a case of
fluorine contamination in a set of catalyst
samples was studied, in which using the
X-Ray Photoelectron Spectroscopy (XPS)
technique, it was evidenced by the F 1s signal
that this element was present in the form of
Teflon, since its binding energy corresponded
mainly to the CF, species. Furthermore,
using the C 1s signal, it was also possible to
corroborate the presence of the CF, group,
which is associated with the main component
of the Teflon carbon chains. The use of this
information made it possible to identify that
the solvent dehydration procedure (previous
step to obtaining the catalysts) could lead to
contamination with Teflon since it involved
various accessories with Teflon, organic
solvents and high temperature; the Teflon
tape and the magnetic stirrer being the
possible sources of contamination.

La preparacion de catalizadores puede contener
diversas fuentes de contaminacion, las cuales
pueden afectar seriamente las propiedades de
los materiales preparados. En este articulo se
estudié un caso de contaminacion con fllor
en una serie de muestras de catalizadores.
Empleando la técnica de espectroscopia
fotoelectrénica de rayos X (XPS) se evidencio
la presencia de flior en la superficie de los
materiales, el cual estaba asociado al polimero
teflon, ya que su energia de enlace correspondia
principalmente con la de la especie CF,.
Ademas, empleando la sefial C 1s, se logro
corroborar la presencia de la especie CF,, el
cual esta asociado al componente principal
de las cadenas carbonadas de teflén. EL uso
de la informacion obtenida por XPS permitié
determinar que durante la deshidratacion del
solvente (paso previo para la obtencion de los
catalizadores en el cual se emplean solventes
organicos y alta temperatura) se podria estar
llevando a cabo la contaminacion con teflon,
ya que este componente esta presente en
diversos accesorios empleados en el proceso
de deshidratacion, siendo la cinta de teflon y
el agitador magnético las posibles fuentes de
contaminacion.

A preparacao de catalisadores pode conter
diversas fontes de contaminagdo, as quais
podem afeitar seriamente as propriedades dos
materiais preparados. No presente trabalho
estudou-se um caso de contaminacdo com
flior numa série de amostras de catalisadores.
Usando a técnica da espectroscopia
fotoeletrdnica de raios X (XPS), evidenciou-se
a presenca de flGor na superficie dos materiais,
o qual estava associado ao polimero Teflon,
ja que sua energia de ligacdo correspondia
principalmente a da espécie CF,. Além disso,
usando a sinal C 1s, foi possivel corroborar a
presenca do grupo CF,, o qual esta associado
ao componente principal das cadeias
carbénicas do Teflon. O uso da informagao
obtida por XPS permitiu determinar que
durante a desidratacdo do solvente (passo
prévio para a obten¢do dos catalisadores no
qual sdo usados solventes organicos e alta
temperatura) tem-se a contaminacdo com
Teflon, ja que este componente esta presente
em diversos acessorios utilizados no processo
de desidratacdo, sendo a fita do Teflon e o
agitador magnético as possiveis fontes da
contaminagao.

Keywords: X-ray photoelectron spectroscopy;
Teflon; Catalyst synthesis.

Palabras clave: Espectroscopiafotoelectronica
de rayos X; Teflon; Sintesis de catalizadores.

Palavras-chave: espectroscopia fotoeletrdnica
de raios X; Teflon; sintese de catalisadores.
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Introduction

X-Ray Photoelectron Spectroscopy — XPS is a powerful technique that can
provide information about the chemical elements present on the surface of a
sample. In this technique, the sample is irradiated with an X-ray beam with
determinate energy. The photons can transfer their energy to the electrons
present in the sample. If the transmitted energy is higher than the “binding
energy”, the electron is ejected from the sample with energy (E,) equal to
that expressed in Eq. (1):

Ek=hv—-Eb— o Eq (1)

The binding energy (Eb) can be defined as the necessary energy to eject
a given electron from the sample. The term @ represents the lost energy for
an electron in the trek from the sample to the analyser. The information
obtained by means of this technique comes from approximately the first 10
nm from the surface [1-3].

The binding energy of an electron principally depends on the atomic
number of the element (Z), energy level (n), subshell (1), and spin-orbit
coupling. The oxidation state and the chemical environment (specie formed)
can cause a slight shift in the binding energy. In this sense, this technique can
also provide information regarding the chemical species (oxidation states
and compounds) present in the sample. Normally, the higher the oxidation
states, the higher the binding energy shift (positive). Furthermore, the more
electronegative character of the neighbouring bonded elements, the higher
the binding energy shift (positive) [3-5].

XPS is widely used in many science fields related to materials and
catalysis. This technique is a powerful tool to understand how the surface
of a material is composed. In heterogeneous catalysis, the surface of the
catalysis generally plays the principal role in the chemical reaction because
the active sites are situated in this area, thus, it is important to know
the surface chemical composition of a catalyst [6, 7]. For some catalyst
materials, the surface composition can be very different from the bulk
composition. This discrepancy may be due to the material nature, synthesis
methods or contaminants.

In this work, a case of contamination with fluorine was studied
employing XPS (and other analytic techniques). The catalysts studied were
based on TiO, supports which were treated with organic solvents as a part
of the synthesis procedure. The organic solvent used was dehydrated using
high temperature prior to the reaction employing mountings where Teflon
tape and Teflon stirrers were part of the mountings, hence, these Teflon-
based materials could become an important contamination source.

Materials and methods

Benzene and Na,SO, were purchased from Merck Millipore, Germany.
TiO, P25 was purchased from Degussa, Spain. Cetyltrimethylammonium
bromide (CTAB) and HCI (37 wt%) were purchased from Acros. Ethanol
(absolute RG for analysis), MoO,Cl, and NaOH were obtained from
Aldrich, United States.

The samples Cat-1 to Cat-5 were synthetised according to the methodology
set forth by Martinez et al. [8]. The synthesis procedure is not widely
presented in this work due to the fact that this information does not have an

important role in the aim of this work. An important step for the synthesis of
these materials is the dehydration of the organic solvent (benzene) because
the water present in the solvent can cause some not desired effects.

In the dehydration step, benzene is placed together with Na SO, into the
glass system shown in Figure 1. The temperature is maintained at 180 °C. A
magnetic Teflon stirrer is placed into the round flask. The glass connections
are covered with commercial Teflon tape.

——

Teflon
Tape

Benzene
_>

e

Teflon
Stirrer

Figure 1. System employed for benzene dehydration.

The contamination due to Teflon was studied by means of X-Ray
Photoelectron Spectroscopy and Scanning Electron Microscopy / Energy
Dispersive Spectroscopy (SEM-EDS). XPS experiments were carried
out with a SPECS® XPS/ISS/UPS Surface Characterisation Platform.
The samples were analysed using a monochromatic Al K X-ray source
operated at 200 W/12 kV. The pressure in the analysis chamber was set
at 10'° mbar. The pass energy of the hemispherical analyser was set at 60
eV for the high-resolution spectra and 100 eV for the survey spectra. The
samples were mounted on carbon conductive tape over the metallic sample
holders. Surface charge compensation was controlled with a Flood Gun.
The reference scale was calibrated by adjusting the adventitious carbon
C-H to 284.8 eV. The Relative Sensitivity Factors (RSF) values employed
in the quantification procedures were: C 1s (1.0), O 1s (2.77), F 1s (4.02)
and Ti 2p (7.57), supplied by SPECS for the PHOIBOS analyser in magic
angle geometry. Not all signals recorded were taken into account for
quantification. The XPS spectra were analysed using CasaXPS software.
All the signals were treated using static Shirley background and fitted using
Gaussian-Lorentzian functions.

Analysis by SEM- EDS was carried out in a ZEISS EVOS50 scanning
electron microscope, equipped with an energy dispersive (EDX) analyser,
operated under the following analytical conditions: I probe 1 nA, EHT =
20.00 kV, beam current 100 pA, Signal A= SE1 and WD = 8.0 mm.
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Results and discussion

A set of 5 catalysts synthetised using dehydrated benzene was analysed
by XPS with the purpose of studying their chemical composition on the
surface. Figure 2 shows the survey spectrums for each catalyst synthetised
and for the TiO, support before contact with dehydrated benzene. Ti 2p, O
1s, Mo 3d, Mo 3p, Si 2p, Si 2s, and C 1s signals are expected to be present in
the catalysts due to the nature of the chemical composition of the materials
analysed. C 1s was produced mainly by adventitious carbon.

According to Figure 2, these aforementioned signals were found in all
samples analysed, however, Cat-1 to Cat-5 samples also showed a F 1s
signal which was not found on the TiO, support. Table 1 shows that F/
Ti ratios for the analysed samples were about 0.11 — 1.37, showing that F
concentration on the surface of the analysed materials was relatively high.

Cat-5
—‘—‘\\__.'J—‘AJ\JT' ®
A

Cat-4

Ti2p Si ZD

Mo 3p J Mced

. A
Cat-3
Ti2p
c 15
A
Cat-2
Ti2p
Cis
Mo 3p Mo 3d
Cat-1 O s
Fis Tizp
C1s
l A

TiO, support

Intensity (a.u.)

T T T T T
1200 1000 800 600 400 200 0

Figure 2. Survey XPS spectrum of TiO, support and Cat-1 to Cat-5 samples.

According to the reagents used for the synthesis of each catalyst, none
of the reagents contain a compound containing fluorine, therefore, the F 1s
signal must be caused by a non-desired specie present in a contaminant. The
binding energy of the main component present in the F 1s signal for every
sample was about 689.5 e V. According to this binding energy value, the F
Is signal shown in each catalyst can be assigned to a CF, specie [9, 10]. In
addition to CF, signals, CF and CF, species were also observed in most of
the analysed samples (see Figure 3). Table 1 shows the speciation for each
component present in F 1s for all samples.

Table 1. Surface chemical information of Cat-1 to Cat-5 catalysts

Parameter | Cat-1 | Cat-2 | Cat-3 | Cat-4 | Cat-5
. . F/Ti 0.11 1.37 0.35 0.42 0.20
Atomic Ratio
F/C? 2.71 2.81 2.89 2.02 2.98
Speciati fF1 CF 9.3 0.0 5.8 5.9 6.7
peciation of F'1s CF 82.5 | 1000 | 89.7 | 82.7 | 874
signal (%)
CF, 8.3 0.0 4.4 11.3 6.0

a Atomic ratio calculated using corrected areas
b Calculated using total F 1s signal and C 1s signal associated to CFx species. This
value is an approximation.
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On the other hand, the C 1s signal is almost present in all samples
analysed by XPS because this signal is also caused by adventitious carbon.
Adventitious carbon is usually fitted using some representative species,
they are: C-C (288.8 eV), C-O (286.4 eV) and O-C=0 (288.5 ¢V) [11, 12].
Additional species of carbon could be caused by components present in the
sample or by contaminant species. As mentioned previously, the binding
energy for an electron in an atom depends on the chemical environment, so,
if carbon atoms are linked to fluorine atoms in a specie, then there must be a
C 1s signal with a binding energy value related to the CF, specie.

Cat-5

Intensity (a.u.)

CF CF
ki
6é4 65132 GéO BéS GéG 6é4 6;32
Binding Energy (eV)

Figure 3. F 1s speciation for Cat-4 and Cat-5 samples.

Because of the higher value of electronegativity of fluorine atoms, the
binding energy of the C 1s signal associated to the CF, specie must be high,
most likely higher than the binding energy found in C 1s of the O-C=0
specie. According to Figure 4, species with binding energy associated to
CF, (~290.8 eV) species are also observed on the samples in samples Cat-
2 and Cat-4, and therefore, contamination by Teflon on the surface of the
synthetised samples is confirmed [9, 10, 13]. In addition, the F/C ratios
found in the analysed samples were between 2.02 and 2.98. Although the
expected value for the F/C ratio for Teflon is 2 [14], in this work, values for
the F/C ratio were in general higher than the expected value.

The sample Cat-2 was also analysed using SEM-EDS with the purpose
of detecting fluorine. As shown in Figure 5, fluorine is also detected by
SEM-EDS showing that F is not only located on the surface of the materials
but it is also found in the bulk in relatively high concentrations.

These results show the difficulty of producing pollutant-free materials
in various synthetic procedures. Although contamination by Teflon could
go unnoticed for many bulk chemical techniques, XPS and other surface
techniques provide specific information about the chemical composition
of the surface and these analytical tools can provide valuable information
to discover hard-detection contaminants deposited on the surface of
synthetised materials. Teflon could be being released to the catalyst due
to the effect of high temperature as well as the organic solvent used upon
the Teflon tape and the magnetic stirrer. The friction between the magnetic
stirrer and the glass of the flask can produce the releasing of Teflon to the
organic solvent, and subsequently, it is fixed in the catalyst. Additionally,
low quality Teflon tape could be partially fragmented by the action of heat
and organic solvent vapour, and successively, come to the organic solvent
to be finally fixed on the catalyst.
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Figure 4. C 1s signal for TiO, support, Cat-2 and Cat-4 samples.

Figure 5. SEM-EDS results for the quantification of F in Cat-2 catalyst.

In this work, an investigation to determine which of the above probable
sources are causing the contamination by Teflon on the catalysts was not
undertaken. However, it is highly recommended that researchers who
produce catalysts using similar conditions, verify that Teflon is not being
released to the synthetised samples because it can be fixed on the surface
of the materials and affect the catalytic properties of the desired materials.

Conclusions

XPS can be used as a valuable tool to study the chemical composition of
the surface of synthetised materials. This technique can provide useful
information regarding pollutant species present on the surface of the
analysed samples and speciation procedures can be usually carried out with
the purpose of identifying the contamination source. Special care must be
taken when steps involving Teflon and organic solvents are carried out,
because Teflon can be lixiviated from the tape or stirrer, and then become
fixed on the synthetised materials.
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Validacion de un método mul-
tirresiduo para la determina-
cion de medicamentos veteri-
narios en trucha y langostino

Validation of a multiresidue
method for the determina-
tion of veterinary drugs in
rainbow trout and shrimp

Validacao de um método de
multiresiduos para la de-
terminacao o medicamen-
tos veterinarios em truta e
camarao

Resumen

Abstract

Resumo

Este estudio se realizd con el objetivo de
desarrollar y validar un método para la
determinacionde 30 medicamentos veterinarios
en muestras de trucha y langostino. EL método
utiliza extraccion en fase solida dispersiva
(dSPE) con C18 y deteccion por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas. Se
determind linealidad, veracidad (porcentaje de
recuperacion), repetitividad y reproducibilidad
intralaboratorio (porcentaje de desviacion
estandar relativa (% RSD)), limites de deteccion
(LoD), limites de cuantificacion (LoQ),
selectividad e incertidumbre. La recuperacion
vari6 de 70 a 120% y la repetibilidad y la
reproducibilidad fueron menores de 20% de
la desviacion estandar relativa. La selectividad
fue adecuada, sin picos interferentes. Las
relaciones i6nicas cumplieron con los
criterios de confirmacion. Los coeficientes
de determinacién (R?) fueron mayores de
0,99, con excepcién de la sulfaquinoxalina
en langostino (R? = 0,97). Los LoD y los LoQ
variaron entre 0,6 pg/kg y 12,8 pg/kg y los
valores de incertidumbre entre 6 pg/kgy 49 ng/
kg. Se analizaron adicionalmente 6 muestras de
diferentes mercados de Lima y se detectaron
trazas de algunos medicamentos incluidos en el
ensayo. El método es adecuado para el analisis
de residuos de medicamentos veterinarios y
se recomienda su aplicacion en los programas
nacionales de monitoreo de la inocuidad
de truchas y langostinos provenientes de
acuicultura.

Palabras clave: multirresiduos; residuos de
medicamentos veterinarios; UPLC-MS/MS;
truchas; langostinos.

The study was aimed at developing and validate
an analysis method to determine residues
of 30 veterinary drugs in rainbow trout and
shrimp specimens. The method involves
extraction in dispersive solid phase with C18
and the subsequent detection through liquid
chromatography coupled to mass spectrometry.
Validation was done through determination of
linearity, trueness (% of recovery), repeatability
and intralaboratory reproducibility, limits
of detection (LoD), limits of quantification
(LoQ) selectivity and uncertainty. Recovery
ranged from 70 to 120% and repeatability
and intralaboratory reproducibility ~were
lower than 20%. Selectivity was adequate,
without interference peaks. Likewise, the ionic
relationships met the confirmation criteria.
The linearity was adequate, with determination
coefficients (R?) above 0.99, except for
sulfaquinolaxin in shrimp specimens (R?=0,97).
LoD and LoQ varied from 0,6 pg/kg to 12,8 pg/
kg. Limits of uncertainty ranged from 6 pg/kg
to 49 pg/kg. The method was used to analyze 6
samples from different markets in Lima (Peru),
identifying traces of some drugs included in
the study. Our results show that the method
is adequate for the analysis of veterinary
drug residues and allow us to recommend its
application in national monitoring programs, to
assess the safety of rainbow trout and shrimp
specimens from aquaculture.

Key words: Veterinary drug residues; UPLC/
MS/MS; rainbow trouts; shrimps.

O estudo foi realizado com o objetivo de
desenvolver e validar um método para
a determinacdo de 30 medicamentos
veterinarios, em amostras de truta e camarao.
O método utiliza extragao dispersiva em fase
solida com C18 e detecgdo por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de
massas. Foram determinados a linearidade,
a veracidade (recuperacdo percentual), a
repetibilidade, a reprodutibilidade intra-
laboratorial, os limites de deteccdo (LoD)
e de quantificagdo (LoQ), a linearidade, a
selectividade e a incerteza. A recuperagdo
variou de 70 a 120%, a repetibilidade e
reprodutibilidade estiveram abaixo do 20%
do desvio padrdo relativo. A selectividade
fio adequada, sem picos de interferentes. As
proporgdes de ions atenderam aos critérios de
confirmagdo. Os coeficientes de determinagao
(R?) foram superiores a 0,99, com excep¢ao da
sulfanoxalina em camardo (R? = 0,97). LoD e
LoQ variavam entre 0,6 ug/kg e 12,8 pg/kg e
valores de incerteza entre 6 pg/kg e 49 pg/
kg. Seis amostras de mercados do Lima foram
adicionalmente analisadas e foram detectados
vestigios de alguns medicamentos incluidos no
estudo. O método é adequado para o analise
de residuos de medicamentos veterinarios e
sua aplicagdo é recomendada em programas
nacionais de controlo da seguranca da truta e
do camarao provenientes da aquicultura.

Palavras-chave: multi-residuos; residuos de
medicamentos veterinarios; UPLC-MS/MS;
truta; camarao.
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Validacion de un método multirresiduo para la determinacion de medicamentos veterinarios en trucha y langostino

Introduccion

La acuicultura mundial muestra un incremento anual sostenido, segun los
reportes de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura [1]. La magnitud de extraccion de productos provenientes
de la pesca es oscilante, con épocas de mayor o menor biomasa marina
extraida, en tanto la produccion proveniente de la acuicultura es mas
predecible, puesto que es controlada y el proceso de cria y su rendimiento
se pueden modificar a voluntad [2]. En el Pert, las exportaciones acuicolas
crecieron un 25,3% en el periodo enero-octubre de 2021, hasta alcanzar 338
millones de dolares estadounidenses y 43.691 toneladas [3].

Sin embargo, los productos acuicolas pueden contener residuos o
contaminantes quimicos, tales como residuos de medicamentos veterinarios,
resultantes del uso intencionado (administracion de farmacos para
contrarrestar enfermedades) o no intencionado (contaminacion ambiental),
lo que genera un problema de salud publica y al mismo tiempo pone en
riesgo la comercializacion de los productos acuicolas, sobre todo en el
mercado internacional [3], [4].

Medicamentos veterinarios tales como antibidticos y antiparasitarios
cumplen un rol importante en la acuicultura para el tratamiento y
prevencion de enfermedades transmisibles. Sin embargo, cuando su uso es
indiscriminado, cuando no se cumplen los periodos de retiro y las dosis
establecidas, o cuando se utilizan sustancias no autorizadas, se pueden
originar residuos de estas sustancias en los tejidos comestibles, que pueden
causar efectos adversos en la salud humana, desde leves reacciones alérgicas
hasta resistencia bacteriana y graves efectos cancerigenos o teratdgenos
[5], [6]. Por ello, las agencias gubernamentales de inocuidad alimentaria
y en el ambito internacional agencias como el Codex Alimentarius han
establecido las concentraciones o limites maximos de residuos (LMR) que
debe contener un alimento para ser considerado inocuo para el consumo
humano [7]-[10]. Los exportadores de productos acuicolas deben cumplir
con los requisitos sanitarios de LMR, establecidos por las autoridades de los
paises de destino, para evitar posibles detenciones y rechazos de sus envios
debido a la presencia de residuos o contaminantes en cantidades superiores
a las permitidas. Los LMR de los medicamentos veterinarios incluidos
en el presente estudio varian desde 100 hasta 2000 pg/kg; asimismo, el
cloranfenicol y los beta-agonistas se encuentran prohibidos para uso en la
produccion animal, segun lo establecido por el Coédigo de Regulacion de
los Estados Unidos [7], por la Regulacion Europea [8], [9] y por el Codex
Alimentarius [10].

Los laboratorios que realizan ensayos de residuos de medicamentos
veterinarios juegan un rol importante en el control de la inocuidad alimentaria
de productos de acuicultura en el mercado nacional ¢ internacional. En el
Pert, la entidad encargada de realizar los controles oficiales de residuos
de medicamentos veterinarios en los productos acuicolas es el Organismo
Nacional de Sanidad Pesquera, que realiza muestreos en centros de
produccion y en lotes de exportacion, y envia las muestras a laboratorios
extranjeros para su analisis, debido a la no disponibilidad de laboratorios
nacionales que realicen estos ensayos.

La cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en
tandem (UPLC-MS/MS) es la técnica de referencia recomendada por la
Unidén Europea [11], [12] y por la guia de validacion de la administracion
de alimentos y medicamentos de los Estados Unidos [13] para realizar
los analisis de residuos de medicamentos veterinarios en los alimentos,
debido a su alta sensibilidad y selectividad, que permiten realizar el estudio
simultaneo de diferentes grupos de farmacos y/o sus metabolitos en niveles
de trazas, en el orden de partes por billon y en concentraciones menores de
los LMR. La UPLC-MS/MS genera informacion de la estructura molecular
de los analitos, a partir del monitoreo de los iones productos originados
por la disociacion de la molécula precursora, que se utiliza para confirmar
la identidad de los analitos [11]-[13]. Esta caracteristica de la UPLC-MS/
MS ayuda a evitar o disminuir la ocurrencia de resultados falsos positivos
o falsos negativos, que pueden originar problemas de detenciones o
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rechazos de los envios, asi como pérdidas economicas y disputas legales
en el comercio internacional de alimentos. Ademas, la UPLC-MS/MS
permite realizar analisis multirresiduo para la detecciéon y cuantificacion
simultanea de cientos de moléculas en una misma corrida, sin necesidad
de una rigurosa separacion cromatografica, lo cual simplifica los procesos
analiticos y facilita una rapida respuesta de los laboratorios de ensayo en el
control de la inocuidad alimentaria [11].

La interferencia de matriz es una de las principales desventajas de
la técnica UPLC-MS/MS, que se origina por la presencia de ciertos
compuestos organicos de los alimentos que permanecen como impurezas
en los extractos de las muestras y afectan la ionizacion de los analitos. Para
superar esta interferencia se requiere realizar una exhaustiva limpieza de
los extractos, mediante uno o mas métodos de purificacion, tales como la
extraccion en fase solida, extraccion liquido-liquido, extraccion asistida
por microonda o extraccion acelerada por solventes. Sin embargo, los
laboratorios que realizan analisis rutinarios requieren utilizar métodos
sencillos con la finalidad de generar resultados rapidos para el control de
la inocuidad alimentaria. La dSPE, introducida para el analisis de residuos
de plaguicidas en frutos y vegetales [14], es actualmente la técnica de
extraccion y limpieza de muestras de mayor aceptacion internacional en los
laboratorios que realizan andlisis para el control de la inocuidad alimentaria.

El presente estudio se realizd con el objetivo de desarrollar y validar
un método de andlisis sencillo, robusto y efectivo para la determinacion
multirresiduo de 30 medicamentos veterinarios pertenecientes a diferentes
familias de farmacos (penicilinas, tetraciclinas, macrolidos, entre otros),
en trucha (Oncorhynchus mykiss) y langostino (Litopenaeus vannamei). El
método presentado en este articulo utiliza dSPE con C18 y un posterior
analisis instrumental por UPLC-MS/MS.

Materiales y métodos

Para evaluar los medicamentos veterinarios de interés se utilizaron
estandares de alta pureza (mayor de 99%). Los estandares de tetraciclina,
clortetraciclina, oxitetraciclina, acido oxolinico, flumequina, dcidonalidixico,
enrofloxacino, ciprofloxacino, sulfamerazina, sulfacloropiridazina,
sulfadiazina, sulfametoxazol, sulfaquinolaxina, sulfametazina, sulfatiazol,
sulfadimetoxina, sulfametoxipiridazina, sulfadoxina, espiramicina,
eritromicina, trimetoprim, cimaterol, salbutamol, Terbutalina, ractopamina,
zilpaterol, clembuterol, florfenicon y cloranfenicol fueron adquiridos
de Sigma Aldrich (San Luis, EE. UU.). Los estdndares de amoxicilina y
mapenterol fueron adquiridos de Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Alemania).

Los reactivos utilizados fueron de grado LC-MS o HPLC. Metanol y
acetonitrilo fueron obtenidos de Sigma-Aldrich, acido féormico de Fluka,
sulfato de magnesio anhidro y acetato de sodio anhidro de JT Baker
(Deventer, Holland) y agua ultrapura del equipo Milipore Mili-Q system
(Milford, MA, EE. UU.).

Las soluciones individuales concentradas de 2000 ng/uL (soluciones
stock) de cada estandar de medicamento fueron preparadas disolviendo una
cantidad apropiada de cada estandar primario en acetonitrilo, metanol o
agua ultrapura. Las soluciones fueron almacenadas a -20 °C en la oscuridad.
Las soluciones de mezclas estandares de 40 ng/uL fueron preparadas
tomando una alicuota de cada una de las soluciones szock y disolviéndolas
en acetonitrilo, con excepcion de los betalactamicos, en los cuales se utilizo
agua para la disolucién y almacenamiento en viales plasticos, a fin de
evitar problemas de absorcion en vidrio de los antibidticos. Las soluciones
de calibracion de 10 ng/pL y 2 ng/uL fueron preparadas disolviendo en
acetonitrilo una cantidad apropiada de las soluciones de mezclas de
estandares de 40 ng/uL.
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Las muestras de truchas y langostinos fueron obtenidas de empresas
locales dedicadas a la acuicultura. Fueron mantenidas en almacenamiento a
-20 °C y protegidas de la luz hasta su preparacion para el analisis. Asi
mismo, fueron descongeladas y llevadas a temperatura ambiente antes de
realizar los ensayos. Se procedio a la molienda de langostinos (sin cabeza
y antenas) y trucha (solo musculo) utilizando el homogenizador Robot
coupe Blixer 3.0. Luego se realizd la extraccion de la siguiente manera: se
pesaron aproximadamente 2,00 g de musculo de trucha o langostino dentro
de tubos de centrifuga de polipropileno de 50 mL, luego se agregaron
10 mL de acetonitrilo/EDTA 0.1 M en agua (4/1%v/v) y se homogeneizd
con un equipo vortex por 5 min, luego se procedid a centrifugar por 5 min
a 4000 rpm, el sobrenadante se trasvasé a un tubo de 50 mL que contenia
300 mg de adsorbente C18; luego se adicionaron 10 mL de hexano
presaturado en acetonitrilo, se agité por 30 s y se procedioé a centrifugar
nuevamente por 5 min a 4000 rpm. Se eliminé la capa de hexano con una
pipeta Pasteur, del sobrenadante que quedo se tomo una alicuota de 5 mL y
se llevo a un tubo de centrifuga de polipropileno de 15 mL. Finalmente, se
concentr6 el extracto a sequedad, en un equipo de evaporacion de nitrogeno
a 45 °C. El extracto evaporado fue reconstituido con 1 mL de fase movil
A (4cido formico al 0,1% en agua), se filtro a través de filtros de difluoruro
de polivinilo (PDVF) de 0,2 um y se coloco en viales de color dmbar.
Finalmente, se inyectaron 2 pL en el equipo de UPLC-MS/MS.

El analisis por cromatografia se realiz6 con el equipo Acquity UPLC system
(Waters, Milford, MA, EE. UU.) y la separacion de los analitos se realizo
con la columna Acquity UPLC BEH C18 (100 mm x 2,1 mm, 1,7 um).
Para la corrida cromatografica se utiliz6 como fase movil acido formico al
0,1% en agua ultrapura (Fase A) y 0,1% acido férmico en acetonitrilo (Fase
B) con un flujo de 0,5 mL/min. El gradiente de elucion inici6 con 0% fase
movil B por 0,1 min, que se incrementd en forma lineal hasta 100% en
7,9 min, y se mantuvo por 1,5 min antes de regresar a la condicion inicial en
0,1 min, con un tiempo de preequilibracion de 3,4 min. El tiempo de la corrida
cromatografica fue de 13 min, el volumen de inyeccion fue de 2 pL y la
temperatura de la columna fue de 40 °C.

El analisis por espectrometria de masas se realizod con el equipo UPLC-
MS/MS Acquity Xevo TQ-XS (Waters, Manchester, Reino Unido). El equipo
fue operado utilizando la fuente de ionizacion por electrospray (ESI) en modo
ESI positivo. Los parametros para la fuente de ionizacion fueron: voltaje de
capilar 3,0 kV, temperatura de la fuente 150 °C, temperatura de desolvatacion
500 °C, flujo del gas de cono 150 L/h y flujo del gas de desolvatacion
1000 L/h. La colision inducida por disociacion se realizo utilizando argén
como gas de colision, a una presion 4 x mbar en la celda de colision. La
adquisicion y procesamiento de datos en el equipo UPLC-MS/MS se realizo
con el programa MassLynx 4.2. En la Tabla 1 se muestran los principales
parametros de espectrometria de masa MS/MS por cada analito determinado.

La validacion del método se realizd con la finalidad de verificar el
funcionamiento analitico del método desarrollado para el uso propuesto,
es decir, el analisis de residuos de medicamentos veterinarios en productos
acuicolas (truchas y langostinos). La validacion se realizo de acuerdo al
procedimiento de la Regulacion Unioén Europea 2002/657 [11] y Eurachem
[15]. Para ello, se utilizO muestra de blancos de matriz de truchas y
langostinos fortificados con cantidades apropiadas de la solucion de
estandares de trabajo para obtener tres niveles de concentraciones de 10,
50y 100 pg/kg, con 10 analisis repetidos por cada nivel. Para determinar la
reproducibilidad intralaboratorio, se realizaron los analisis en tres ocasiones
diferentes, con tres analistas. La linealidad fue evaluada utilizando curva de
calibracion fortificada en blanco de matriz en 5 niveles de concentracion de
10 pg/kg hasta 300 ng/kg. Los limites de detecion (LoD) y de cuantificacion
(LoQ) fueron estimados utilizando blancos de matriz fortificados a la
concentracion de 10 pg/kg, con 10 analisis repetidos.

La evaluacion de la selectividad del método por UPLC-MS/MS se
realizd mediante adquisicién por espectrometria de masa en modo de
monitoreo de reaccion multiple (MRM), con dos iones productos por cada
compuesto. La proporcion de las sefiales de los iones productos (relaciones
idnicas) de cada compuesto se halld dividiendo las sefales del ion menos
abundante entre el ion mas abundante. La identificacion de los compuestos
por UPLC-MS/MS se realiz6 segun los requisitos de relacion idnica
establecidos por Codex [13].

Tabla 1. Ventanas de tiempo de retencion (t,) y condiciones MS/MS de los analitos incluidos en el estudio.

Ion Tones productos (m/z)
Analito Grup? . Ventana t, (min) Cono precursor
farmacolégico R W) (miz) Cuantia | ECb | Cualic | EC
(m/z) eV) (m/z) eV)
1 | Oxitetraciclina Tetraciclinas 1,98 -2,78 40 461v3 426,3 18 4433 12
2 | Clortetraciclina Tetraciclinas 2,59 -3,39 20 479,4 4442 20 462,2 15
3 | Tetraciclina Tetraciclinas 2,11-291 20 4453 410,3 18 153,7 25
4 | Enrofloxacino Quinolonas 2,14-2,94 52 360,2 316,2 18 245 24
5 | Flumequina Quinolonas 3,79 - 4,59 40 262 244 18 201,8 32
6 | Ciprofloxacino Quinolonas 1,98 -2,78 50 3323 288,1 16 2449 22
7 | Acido nalidixico Quinolonas 3,66 — 4,46 6 233 2149 14 186,8 22
8 | Acido oxolinico Quinolonas 3,05-3,85 24 262 244 18 159,7 34
9 | Sulfamerazina Sulfonamidas 2,04 -2.84 34 265 91,6 26 155,7 16
10 | Sulfacloropiridazina Sulfonamidas 2,62 3,42 40 285,3 155,7 12 91,5 28
11 | Sulfadiazina Sulfonamidas 1,75-2,55 42 251 1557 12 91,6 22
12 | Sulfametoxazol Sulfonamidas 2,78 — 3,58 10 254 155,7 14 91,5 24
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Tabla 1. Ventanas de tiempo de retencion (t,) y condiciones MS/MS de los analitos incluidos en el estudio.

Ion Iones productos (1/z)
Analito Grup(,) . Ventana t, (min) Cono precursor
farmacolégico b \0 (nl2) Cuantia | ECb | Cualic | EC
(m/z) (eV) (m/z) (eV)
13 | Sulfaquinolaxina Sulfonamidas 3,23-4,03 54 301,1 155,7 14 91,5 34
14 | Sulfametazina Sulfonamidas 2,29 -3,09 42 279,1 185,8 16 123,7 25
15 | Sulfatiazol Sulfonamidas 1,84 -2,64 38 256 155,7 15 91,5 26
16 | Sulfadimetoxina Sulfonamidas 3,22-4,02 56 311,1 155,7 22 91,5 32
17 | Sulfametoxipiridazina Sulfonamidas 2,30 -3,10 46 281 155,7 15 91,5 26
18 | Sulfadoxina Sulfonamidas 2,77 3,57 44 311,1 155,7 16 91,5 26
19 | Cimaterol B-agonistas 1,33-2,13 22 220 159,8 16 1427 23
20 | Salbutamol B-agonistas 1,27-2,07 34 240,1 147,7 18 165,8 12
21 | Terbutalina B-agonistas 1,26 — 2,06 16 226 151,8 14 106,6 28
22 | Ractopamina B-agonistas 2,04 2,84 35 302,2 163,8 15 284,2 12
23 | Zilpaterol B-agonistas 1,26 — 2,06 20 262,1 2441 12 184,9 23
24 | Clembuterol B-agonistas 2,33-3,13 8 277 202,8 14 131,7 24
25 | Mapenterol B-agonistas 2,95-3,75 22 3252 236,9 14 307,1 10
26 | Espiramicina Macrolidos 2,45-325 20 422.5 173,9 20 100,6 15
27 | Amoxicilina Penicilinas 1,26 - 2,06 6 366,3 349,2 6 113,5 18
28 | Florfenicol Fenicoles 2,82 3,62 25 358,2 240,8 16 205,8 26
29 | Trimetroprim Trimetroprim 1,88 — 2,68 40 291,1 230 22 122,6 28
30 | Cloranfenicol Fenicoles 3,01 -3,81 30 3232 275 12 164,8 22

“Jon producto mas abundante utilizado para el analisis cuantitativo.
"Energia de colision.
“lon producto segundo en abundancia, utilizado para la deteccion cualitativa.

La estimacion de la incertidumbre se realiz6 de acuerdo al procedimiento
establecido en la Guia ISO o método GUM [16] y Eurachem [17]. La
estimacion de la incertidumbre combinada se calcul6 a partir de la Ec. (1):

2 2

+

2
u

Ye Y
C

VC

U

F

B
w

2 2
0= [2—0 e | 4| 4 Ee. (1):

Donde C=contenido en la muestra en pg/kg, Co=concentracion
en el extracto en ng/mL obtenida por interpolacién en la curva de
calibracion, Ve=volumen del extracto, W=peso de la muestra, F=factor de
concentracion y R=repetibilidad. La incertidumbre expandida se calculod
multiplicando la incertidumbre combinada por K=2, considerando un
nivel de confianza de 95%.

La evaluacion de los parametros de validacion se realizd de acuerdo a
los criterios de aceptacion establecidos por el Codex Alimentarius [13], con
RSD menor de 20% para la repetibilidad y reproducibilidad intralaboratorio
y con recuperacion de 70% a 120% para la veracidad. La selectividad del
meétodo se evalué comparando los cromatogramas de los blancos de matriz
versus los blancos de matriz fortificados, verificando que no hubiera sefiales
interferentes en la region en donde eluyen los analitos. Asimismo, se realizo
la confirmacion por espectrometria de masas comparando la relacion i6nica
de dos fragmentos MS/MS de cada molécula, verificando que las relaciones
ionicas de las muestras estuvieran dentro del intervalo de aceptabilidad, en
comparacion con los estandares establecidos por el Codex Alimentarius [13].

Rev. Colomb. Quim., vol. 51, no. 2, pp.16-24, 2022

La optimizacion de los parametros de espectrometria de masa MS/MS fue
realizada mediante infusion directa en el espectrometro de soluciones de
cada uno de los estandares de medicamentos veterinarios, a la concentracion
de 0,5 mg/L. El electrospray fue utilizado en modo ion positivo, puesto
que todos los analitos presentaban mayor sefial en este modo de ionizacion.
En la Tabla 1 se muestran las condiciones del espectrometro de masas
utilizadas en el estudio. En cuanto a la condiciones cromatograficas, fueron
desarrolladas principalmente para optimizar la forma de pico, resolucion
e intensidad de los analitos. La fase movil fue investigada principalmente
para maximizar la sensibilidad y la resolucion del método. Se probaron
diferentes solventes polares, tales como metanol o acetonitrilo y agua
ultrapura, todos con concentraciones de acido foérmico al 0,05 y 0,1%
(v/v). El acetonitrilo presentd6 mayor sensibilidad para los analitos y el
acido formico favoreci6 la ionizacion de los analitos. De igual manera, se
configur6 el tiempo de monitoreo de cada transicion (dwel/ time) utilizando
el programa MassLynx 4.2, con la finalidad de obtener como minimo 15
puntos en cada pico cromatografico.
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En la Figura 1 se muestra el cromatograma de ion total (TIC) para la
matriz trucha. Los tiempos de retencion de los compuestos en las matrices
de trucha y langostino fueron similares; variaron desde 1,66 hasta 4,19
minutos. La gradiente utilizada sirvi6 para la separacion de los analitos en
menos de 5 minutos. A pesar de que algunos compuestos coeluyen, ello no
constituyd problema para su cuantificacion, debido a la alta selectividad de
la técnica de UPLC-MS/MS, puesto que estos compuestos son separados
y detectados mediante adquisicion de monitoreo de reaccion multiple por
espectrometria de masas en tindem.
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Figura 1. Cromatogramas de ion total (TIC) de 30 residuos de medicamentos
veterinarios, fortificados a 100 pg/kg en blanco de matriz de trucha.

Después de determinar las condiciones de extraccion, de separacion
cromatografica y de deteccion por espectrometria de masas, se valido
el método de analisis, determinandose los parametros de recuperacion,
repetitividad, reproducibilidad intralaboratorio, linealidad, LoD, LoQ,
selectividad e incertidumbre.

En las Tablas 2 y 3 se observa que los porcentajes de recuperacion variaron
desde 76,8 hasta 120,5%, valores que se encuentran dentro de la especificacion
establecida por el Codex Alimentarius, es decir, entre 70 y 120%.

En las Tablas 2 y 3 se observa que la repetibilidad y la reproducibilidad
intralaboratorio, expresadas como % RSD, variaron desde 0,6% hasta
12,8%, con lo que se cumple con los criterios del Codex Alimentarius que
establecen un % RSD < 20%. Cabe destacar que dichos porcentajes se
encuentran en linea con otros estudios, en los cuales se valido la técnica
analitica en matrices como pescados y langostinos, en los que se obtuvieron
% RSD superiores a 20 % [18]-[21].

Tabla 2. Recuperacion, repetibilidad (%RSDr) y reproducibilidad intralaboratorio (%RSD,) obtenidos en trucha fortificada a 10, 50 y 100 pg/kg.

10 pg/kg 50 pg/kg 100 pg/kg
Analito
R® RSDr® RSD.¢ R RSDr RSDR R RSDr RSDR

1 Ocxitetraciclina 100 1,9 5,4 91 11,0 11,5 93 2,3 14,1
2 Clortetraciclina 104 7,1 7,0 96 4,9 42 98 4,0 5,5
3 Tetraciclina 98 4,0 6,0 91 12,8 12,6 93 1,8 13,8
4 Enrofloxacino 93 2,8 8,7 97 8,8 10,4 99 2,1 12,1
5 Flumequina 106 3,6 4,1 93 9,5 10,6 98 1,0 10,1
6 Ciprofloxacino 93 5,7 53 96 9,1 9,5 97 22 10,1
7 Acido nalidixico 95 1,5 2,2 95 8,6 10,9 99 1,1 11,6
8 Acido oxolinico 91 35 3.4 98 9,9 11,2 101 1,7 11,2
9 Sulfamerazina 89 3,9 53 101 7,2 9,2 107 3,3 9,3
10 Sulfacloropiridazina 99 3,1 5,9 95 5,7 7.4 100 2,4 9,5
11 Sulfadiazina 100 2.8 4,8 95 12,7 12,8 99 1,8 12,5
12 Sulfametoxazol 100 2,3 3,4 96 4.0 6,4 101 2,0 7,0
13 Sulfaquinoxalina 98 33 5,6 92 9,1 10,9 98 1,6 10,3
14 Sulfametazina 100 2,9 3,2 90 11,2 11,2 96 1,6 11,6
15 Sulfatiazol 96 2,8 52 92 9,3 10,4 98 1,6 11,0
16 Sulfadimetoxina 96 3,6 6,8 89 10,7 14,0 95 1,3 15,0
17 Sulfametoxipiridazina 103 1,6 34 95 10,4 12,0 101 2,8 12,0
18 Sulfadoxina 103 3,0 3,5 95 5,2 72 99 1,9 8,5
19 Cimaterol 77 2,8 3,6 98 5,6 7,1 101 1,6 8,9
20 Salbutamol 84 1,5 33 108 2,7 3,0 106 1,0 4.4
21 Terbutalina 82 42 4,5 106 2,2 3,0 104 1,8 4,1
22 Ractopamina 88 2,8 9,9 109 2,3 3,7 109 1,1 4,1
23 Zilpaterol 93 3,1 35 101 4,6 4.4 100 1,6 6,1
24 Clembuterol 96 1,9 2,8 103 2,3 1,9 106 1,5 2,7
p.4)
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Tabla 2. Recuperacion, repetibilidad (%RSDr) y reproducibilidad intralaboratorio (%RSD,) obtenidos en trucha fortificada a 10, 50 y 100 png/kg.

10 pg/kg 50 png/kg 100 pg/kg
Analito
R® RSDr* RSD,¢ R RSDr RSDR R RSDr RSDR
25 Mapenterol 92 32 4,1 99 2,3 2,8 103 1,4 5,0
26 Espiramicina 100 33 33 98 2,8 3,0 103 2,7 4,8
27 Amoxicilina 103 3,5 4.4 95 43 3,7 96 2,1 6,4
28 Florfenicol 99 5,8 7,2 97 6,2 6,3 100 1,9 8,0
29 Trimetoprim 89 2,1 4,9 111 2,5 2,5 110 1,4 3,9
30 Cloranfenicol 90 6,4 7,1 94 8,4 8,1 98 34 11,2

“Recuperacion de 10 analisis en 03 ocasiones (n=30) (%).
"Desviacion estandar relativa de 10 analisis en condiciones de repetibilidad (n = 10) (%).
‘Desviacion estandar relativa de 10 anélisis en 03 ocasiones (n=30) (%).

Tabla 3. Recuperacion, repetibilidad (%RSDr) y reproducibilidad intralaboratorio (%RSDR) obtenidos en langostino fortificado a 10, 50 y 100 pg/kg.

10 pg/kg 50 ng/kg 100 pg/kg
Analito
Ra RSDrb RSDRec R RSDr RSDR R RSDr RSDR
1 Okitetraciclina 113 2,4 4,4 80 2,2 6,3 100 1,6 8,1
2 Clortetraciclina 116 4,6 43 81 9,0 9,8 97 6,1 6,9
3 Tetraciclina 115 2,6 3,2 82 3,8 4,6 99 1,8 5,4
4 Enrofloxacino 113 2,1 3.4 82 2,7 5,1 97 2,0 6,2
5 Flumequina 109 47 6,5 79 47 3,7 97 1,6 3,3
6 Ciprofloxacino 109 5,1 7,1 80 4,1 5,9 96 1,9 6,5
7 Acido nalidixico 112 2,5 3.4 82 2,1 2,6 100 1,0 2,8
8 Acido oxolinico 113 1,9 3,0 84 1,5 2,5 103 1,8 3,6
9 Sulfamerazina 92 2,8 5,2 99 2,1 3,5 111 1,9 4,5
10 Sulfacloropiridazina 114 2,8 4,5 82 2,2 42 98 1,4 52
11 Sulfadiazina 110 3,1 4.8 88 2,2 2,1 101 2,5 24
12 Sulfametoxazol 117 3,4 2,4 83 2,6 2,6 99 1,4 1,9
13 Sulfaquinoxalina 116 32 6,1 79 1,9 3,6 101 1,5 42
14 Sulfametazina 102 34 4,6 91 34 3,4 107 1,2 32
15 Sulfatiazol 107 22 2,7 85 2,0 4,1 100 2,0 23
16 Sulfadimetoxina 113 0,8 2,9 81 1,6 3,9 99 1,6 39
17 Sulfametoxipiridazina 104 3,8 3,5 89 2,4 3.4 105 3,2 3,6
18 Sulfadoxina 115 2,4 2,4 84 L1 2,2 100 2,1 39
19 Cimaterol 102 2,5 39 89 1,1 32 101 1,7 3,6
20 Salbutamol 111 1,8 34 85 0,6 1,9 96 1,0 2,2
21 Terbutalina 109 1,7 22 88 1,5 39 97 2,4 4,1
22 Ractopamina 115 2,1 44 81 2,1 3,6 101 1,4 5,0
23 Zilpaterol 114 1,4 4.4 86 1,9 44 99 1,2 4,1
24 Clembuterol 114 1,5 22 83 23 2,7 101 1,2 34
25 Mapenterol 112 1,4 3,0 82 1,7 3,6 99 23 4.8
26 Espiramicina 112 1,5 2,8 89 2,2 35 90 1,7 4,5
27 Amoxicilina 118 2,1 5,1 86 2,5 6,6 86 4,0 5,8
28 Florfenicol 121 9,0 10,6 88 6,3 6,0 103 3,6 4,8
29 Trimetoprim 107 2,0 4,0 87 2,3 35 104 2,1 4,1
30 Cloranfenicol 114 5,0 11,1 83 49 6,9 99 3,6 49

“Recuperacion de 10 andlisis en 03 ocasiones (n=30) (%).
*Desviacion estandar relativa de 10 analisis en condiciones de repetibilidad (n = 10) (%).
‘Desviacion estandar relativa de 10 analisis en 03 ocasiones (n=30) (%).

Rev. Colomb. Quim., vol. 51, no. 2, pp.16-24, 2022 21




D. Chirinos -Pajuelo, O.L. Aguirre, W. Ledn-Gonzales, N. E. Hurtado-Galindo, E. Morales-Ochante, L. Huicho & M.Rivera-Ch

El LoD y el LoQ hallados en trucha y langostinos variaron desde 0,6 pg/
kg hasta 12,8 pg/kg. En la Figura 2 se observa que la mayoria de los LoQ
de los medicamentos incluidos fueron menores de 10 pg/kg, a excepcion
de cloranfenicol y florfenicol en langostino, que fueron de 12,7 y 12,8 pg/
kg, respectivamente. Dichos valores estan muy por debajo de los LMR de
estos compuestos, que varian desde 50 hasta 2000 pg/kg, a excepcion del
cloranfenicol y los compuestos beta-agonistas, medicamentos prohibidos
para uso en animales para consumo humano y para los que no se han
establecido sus respectivos LMR.

Los LoQ hallados para cloranfenicol fueron de 6,4 y 12,7 ng/kg para
trucha y langostino, respectivamente, superiores al limite de performance
minimo requerido de 0,3 ppg/kg establecido para cloranfenicol por la
Regulacion Europea [6], lo que se explicaria por el hecho de que, al haberse
utilizado un método multirresiduo, no se puede aplicar condiciones de
sintonizaciéon del espectrometro de masas, condiciones cromatograficas
y condiciones de extraccion especificas con la finalidad de incrementar
la sensibilidad del método para esta molécula. Por ello, lo recomendable
seria realizar un método individual para el analisis del cloranfenicol, con la
finalidad de obtener limites analiticos menores o iguales a lo requerido. Una
situacion diferente se observo para el florfenicol, para el cual se obtuvo LoQ
de 7,2 y 12,8 ppg/kg para trucha y langostino, respectivamente, similares al
cloranfenicol, por lo que estos limites analiticos obtenidos serian adecuados
para el andlisis de florfenicol, debido a que estdn muy por debajo del LMR,
que es de 1000 pg/kg. Hay que remarcar que en investigaciones previas se
han reportado valores de LoD y LoQ similares o por debajo de lo hallado en
el presente estudio [18]-[26].
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Figura 2. Limite de cuantificacion (LoQ) (png/kg) del método en trucha y langostino.

Los coeficientes de determinacion (R?) de las curvas de calibracion de
los medicamentos veterinarios fortificados en trucha y langostino fueron
menores de 0,99; con excepcion de sulfaquinoxalina en langostino, que fue
de 0,97. En la Figura 3 se observan las curvas de calibracion para la matriz
trucha de compuestos representativos de los principales grupos de fairmacos
veterinarios incluidos en el estudio de validacion.

La selectividad del método se evidencié mediante identificacion por LC-
MSMS de los medicamentos veterinarios incluidos en el estudio, dado
que las relaciones idnicas de los compuestos cumplieron con los rangos de
aceptacion del Codex [13]. En la Figura 4 se muestran los cromatogramas

MRM de los compuestos representativos fortificados en blando de matriz
trucha, en los que se observa que el monitoreo de dos iones fragmentos
caracteristicos de la estructura molecular de cada compuesto le confiere una
alta selectividad a la técnica de UPLC-MS/MS. Asimismo, se identificaron
las moléculas por el tiempo de retencién (TR). Por otro lado, se observo
efecto de arrastre en los compuestos del grupo de las quinolonas, vale
decir, acido nalidixico, acido oxolinico, enrofloxacina y ciprofloxacina.
Para superar este efecto, se requeriria investigar los métodos de lavado del
inyector utilizando diferentes solventes y tiempos de lavado. Sin embargo,
debe puntualizarse que el efecto de arrastre fue insignificante y no afect6 a la
cuantificacion de dichos compuestos en las matrices de langostino y trucha.
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Figura 3. Curva de calibracion de compuestos representativos fortificados en blanco
de matriz de trucha.
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Figura 4. Cromatogramas MRM de compuestos representativos fortificado a 100
pg/kg en blanco de matriz de trucha. TR: tiempo de retencion; MRM: monitoreo de
reaccion multiple.
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Validacion de un método multirresiduo para la determinacion de medicamentos veterinarios en trucha y langostino

La incertidumbre expandida de los medicamentos veterinarios incluidos en
el estudio de validacion varié desde 8% a 59% para trucha y langostino,
con excepcion del compuesto sulfaquinoxalina en langostino, para el que se
obtuvo un valor de 98%, debido principalmente a la alta contribucion de la
incertidumbre de la curva de calibracion, tal como se observa en la Figura 5,
lo que se origind probablemente debido a errores aleatorios o sistematicos
en la preparacion de la curva de calibracion.

Repetibilidad
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muestra (W)

Factor de
concentracién .

(F)

Volumen del I
extracto (Ve)

Curva de

(Co)
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Figura 5. Fuentes de incertidumbre estandar relativa de sulfaquinoxalina en
langostino a 50 pg/kg.

Unavez desarrollado el método, fue aplicado para la determinacion de residuos
de medicamentos veterinarios en 6 muestras de trucha, las cuales fueron
recolectadas en 6 supermercados diferentes del Cercado de Lima, Pert. Con
el fin de asegurar la calidad de los resultados, se fortifico una muestra blanco
a la concentracion de 50 pg/kg antes de comenzar con la extraccion. Ademas,
el tiempo de retencion, los fragmentos de cuantificacion y confirmacion y
el ratio idnico encontrados en las muestras de mercado fueron comparados
con los de los estandares de calibracion, para su correcta identificacion y
cuantificacion, tal como lo establece la Decision de la Comision 657/2002/
CE [11]. Se reportaron trazas del medicamento oxitretraciclina en una de las
6 muestras, la cual se encontraba muy por debajo del LMR de 100 pg/kg.
Dichos resultados concuerdan con otros trabajos de investigacion reportados
previamente utilizando la misma técnica analitica, en los que se detectaron
pocos analitos en muestras de trucha [18]-[21].

Conclusiones

El estudio cumplio con el objetivo de desarrollar y validar un método de
analisis sencillo, robusto y efectivo para la determinacion multirresiduo de
multiples medicamentos veterinarios pertenecientes a diferentes familias
de farmacos, en trucha y langostino. El método, que utiliza dSPE con
C18 y deteccion por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas, cumpli6 con los criterios de validacion establecidos por el Codex
Alimentarius. Los resultados obtenidos nos permiten recomendar la
aplicacion del método en los programas nacionales de monitoreo de la
inocuidad de truchas y langostinos provenientes de acuicultura.
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Comportamiento de la
amoxicilina en agua mediante
métodos de solvatacion
implicita y explicita

Resumen

El comportamiento molecular de laamoxicilina
enaguafueexplorado con solvatacionimplicita
y explicita mediante dos estrategias que
combinan diferentes técnicas de simulacion
molecular para evaluar el alcance de estos
procedimientos. Con estas dos estrategias
de calculo computacional, la conformacion
molecular de laamoxicilina fue determinadaen
fase acuosa. En la primera estrategia se utilizd
el generador de conformaciones Ballon-v1.8.2
y la estabilidad de las conformaciones en
agua fue evaluada utilizando la energia libre
de solvatacion determinada con el método
de solvatacion implicita SMD. En la segunda
estrategia, con la dinamica molecular tipo
NVT fue evaluado el arreglo espacial de esta
molécula en agua y, ademas, la interaccion
molecular entre la amoxicilina y el agua fue
evaluada en esta simulacion. Los resultados
obtenidos muestran que la conformacién de
la amoxicilina mas estable en fase acuosa es
la plegada. Ademas, los valores de energias
de solvatacion de -121,42 y -14,58 kJ/mol
obtenidos con solvatacion implicitay dinamica
molecular sugieren que esta molécula tiene
una alta afinidad por el agua. Las funciones
distribucion radial y espacial sugieren que se
forman 3 capas de solvatacion alrededor de
la amoxicilina y que esta molécula tiene una
region altamente hidrofilica. Finalmente, la
estrategia usando dinamica molecular permite
obtener mejores conformaciones en equilibrio
que la estrategia de simulacion usando el
generador de conformaciones Ballon-v1.8.2.

Palabras clave: conformaciones; interaccion
molecular; simulaciéon molecular; solvatacion.

Rev. Colomb. Quim., vol. 51, no. 2, pp. 25-34, 2022. DOI:https://doi.org/10.15446/rev.colomb.quim.v51n2.103567

Este trabajo estd bajo una Licencia Creative Commons. El contenido es responsabilidad de los autores y no representa a la Revista Colombiana de Quimica ni a la Universidad Nacional de Colombia

Ultima revision: 22/08/2022. Aceptado: 01/09/2022.

Behavior of amoxicillin in
water by means ofimplicitand
explicit solvation methods

Abstract

The molecular behavior of amoxicillin in
water was explored with implicit and explicit
solvation using two strategies that combine
different molecular simulation techniques
to assess the scope of these procedures.
With these two computational calculation
strategies, the molecular conformation
of amoxicillin was determined in aqueous
phase. In the first strategy, the conformation
generator Ballon-v1.8.2 was used and the
stability of the conformations in water was
evaluated using the solvation free energy
determined with the SMD implicit solvation
method. In the second strategy, with NVT-type
molecular dynamics, the spatial arrangement
of this molecule in water was evaluated and,
in addition, the molecular interaction between
amoxicillin and water was evaluated in this
simulation. The results obtained show that
the most stable conformation of amoxicillin
in the aqueous phase is the folded one. In
addition, the solvation energy values of
-121.42 and -14.58 kJ/mol obtained with
implicit solvation and molecular dynamics
suggest that this molecule has a high affinity
for water. The radial and spatial distribution
functions suggest that 3 solvation shells form
around amoxicillin and that this molecule has a
highly hydrophilic region. Finally, the strategy
using molecular dynamics allows to obtain
better equilibrium conformations than the
simulation strategy using the Ballon-v1.8.2
conformation generator.

Keywords: Conformations; molecular interac-
tions; molecular simulations; solvation.

Comportamento da
amoxicilinaem agua por meio
de métodos de solvatacao
implicito e explicito

Resumo

O comportamento da amoxicilina em 4gua foi
analisado com solvatacdo implicita e explicita
mediante duas estratégias que combinam
diferentes técnicas de simulagdo molecular
para avaliar o escopo destes procedimentos.
Com estas duas estratégias de calculo
computacional, a conformacdo molecular da
amoxicilina foi determinada em fase aquosa.
Na primeira estratégia, utilizou-se o gerador
de conformacao do software Ballon-v1.8.2 e
avaliou-se a estabilidade das conformagoes
em agua a partir da energia livre de solvatacao
determinada pelo método de solvataciao
implicita SMD. Na segunda estratégia, avaliou-
se o arranjo espacial da amoxicilina e sua
interacdo com a agua através de simulagdes
de dindmica molecular NVT. Os resultados
obtidos mostram que a conformacdo dobrada
é a mais estavel em fase aquosa. Ademais, os
valores de energia de solvatacdo de -121,42
e -14,58 kJ/mol obtidos com solvatacdo
implicita e dindmica molecular sugerem que
esta molécula possui alta afinidade pela
agua. As fungdes de distribuicdo radial e
espacial sugerem que se formam 3 camadas
de solvatacdo ao redor da amoxicilina e que
esta molécula possui uma regido altamente
hidrofilica. Finalmente, a estratégia usando
dindmica molecular permite obter melhores
conformagdes de equilibrio do que a
estratégia de simulacdo usando o gerador de
conformacao do software Ballon-v1.8.2.

Palabras-chave: conformagdes; interagao mo-
lecular; simulagdo molecular; solvatagao.
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Introduccion

Los antibidticos son compuestos quimicos que tienen la capacidad de tratar
enfermedades producidas por bacterias. Historicamente, estos compuestos
han sido sintetizados en gran magnitud desde el descubrimiento de la
penicilina y su uso ha sido muy amplio en las tltimas décadas [1]. El
uso indiscriminado de estos farmacos en medicina humana y animal ha
ocasionado un impacto negativo en el medio ambiente debido a la falta
de métodos eficientes para el tratamiento de efluentes liquidos. Esto
ha producido una gran preocupacion por la resistencia antimicrobiana
que puede producir la gran cantidad de desechos presentes en el medio
ambiente [2]. De igual manera, segun el informe O’Nell del 2014, el
gobierno britdnico ha considerado que las infecciones resistentes a los
antimicrobianos podrian convertirse en la principal causa de muerte
en el mundo para el afio 2050 [3]. Actualmente, uno de los antibidticos
beta-lactamicos mas utilizados a escala mundial para el tratamiento de
enfermedades infecciosas producidas por bacterias es la amoxicilina, la
cual representa uno de los antibidticos mas prescritos en Europa y Estados
Unidos [4]. En las ultimas décadas, el uso de este compuesto ha generado
altos niveles de concentracion en el medio ambiente, especialmente en
fuentes de aguas superficiales, aguas subterraneas potables y residuales [5],
[6]. En este caso, los métodos experimentales para la degradacion de este
compuesto no han sido efectivos debido a la estructura molecular compleja
que presenta con diferentes grupos funcionales similares a los aminoacidos
presentes en las proteinas [7], [8]. Particularmente, debido a su estructura
molecular, la amoxicilina presenta diferentes formas ionicas como funcion
del pH cuando se encuentra disuelta en agua (ver Figura 1). También, estas
caracteristicas estructurales favorecen la solubilidad de la amoxicilina en agua
(entre 25 y 300 mg/mL a 25°C); esta especie es muy soluble en agua pura a
pH~7 [9]. Esta propiedad fisicoquimica le permite una alta permanencia en
fase acuosa por un largo tiempo, lo que favorece que este compuesto pueda
ser absorbido y bioacumulado por plantas y animales [10], [11].

Diferentes técnicas experimentales han sido empleadas con la finalidad
de reducir la concentracion de amoxicilina en agua [12], [13]. Por ejemplo,
las técnicas de encapsulamiento y precipitacion con surfactantes y polimeros
permiten la reduccion de la concentracion de este tipo de compuestos
farmacéuticos betalactamicos en agua [14]. Asi mismo, el proceso foto-
Fenton ha sido empleado para la degradacion de la amoxicilina en solucion
acuosa en moléculas mas simples [15], [16]. En este proceso, a nivel
molecular, la conformacion espacial de la amoxicilina y su interaccion con
el agua tienen un papel fundamental en el camino de la reaccion involucrada
en la degradacion de esta especie en el campo experimental. Asi, desde el
punto de vista molecular, las técnicas de simulacion molecular, como los
calculos mecanico-cuanticos y la dinamica molecular, permiten dilucidar
el arreglo espacial, la conformacion y las interacciones moleculares de
los compuestos quimicos en diferentes medios solventes [17]-[20]. Estas
técnicas de simulacion molecular han permitido evaluar el comportamiento
de las moléculas a nivel microscopico, lo cual permite obtener una vision
mas amplia de los sistemas quimicos [21]-[23].

En este sentido, en este trabajo se llevo a cabo un analisis conformacional
de la amoxicilina en agua mediante dos procedimientos combinando
diferentes técnicas de simulacion molecular: a) con solvatacion implicita
mediante calculos mecanico-cuanticos y b) con solvatacion explicita
usando dinamica molecular. Ademas, se evalud el alcance de ambos
procedimientos para la obtencion de la conformacion espacial mas estable
tomando en cuenta el efecto que tiene el solvente sobre la estimacion
de las conformaciones espaciales [24], [25]. Finalmente, se explord el
comportamiento molecular de la amoxicilina en fase acuosa mediante
dinamica molecular, con la finalidad de comprender la importancia de
las interacciones moleculares en la estabilidad de esta especie en este
medio solvente. Los resultados obtenidos pueden contribuir a una mejor
comprension de la cinética quimica de degradacion de la amoxicilina, en
medio acuoso, por procesos quimicos y fotoquimicos.

Figura 1. Estructuras ionicas de amoxicilina involucradas en los diferentes
equilibrios de disociacion.

Metodologia empleada

La estructura molecular de la amoxicilina presenta diferentes grupos
funcionales similares a los contenidos en los aminoacidos (ver Figura 2), lo
cual le permite tener valores de pKa iguales a 3,2 y 11,7 [26], [27] asociados
al grupo acido y la amina primaria presentes en su estructura (ver Figura 1).
Para llevar a cabo el analisis conformacional de la amoxicilina en agua se
utilizaron dos estrategias de simulacién molecular. En este caso, las estrategias
involucran el uso de los métodos de solvatacion implicita y explicita. El
método mecénico-cuantico conductor polarizable continuo (C-PCM por
sus siglas en inglés) [28]-[30] fue utilizado para la solvatacién implicita y
el método de solvatacion explicita fue desarrollado con simulaciones de
dinamica molecular con moléculas de agua rodeando a la amoxicilina.

Figura 2. Estructura molecular de la amoxicilina.

Inicialmente, la molécula de amoxicilina fue construida en la
herramienta Draw Structure de la pagina web PubChem [31]. Esta
estructura fue optimizada con el software Avogadro (version 1.2.0) y
almacenada en el formato *.mol [32]. Cabe destacar que la estructura
molecular puede ser diseflada directamente en el software Avogadro u
otros softwares que sirvan de interfaz grafica. Ademas, la construccién
de la estructura de la amoxicilina fue realizada de tal manera que no se
refleja el puente de hidrégeno intramolecular en el grupo carboxilico, con la
intencion de evaluar la influencia de la conformacion inicial de la estructura
molecular en el andlisis conformacional. En este primer procedimiento, la
estructura molecular optimizada fue usada en el programa Ballon-v1.8.2
[33] para producir las diferentes configuraciones estructurales denominadas
conformaciones. Este programa utiliza el modelo de energia potencial
MMFF94 [34] para obtener configuraciones optimizadas con diferentes
arreglos espaciales a partir de una conformacion inicial. Sin embargo, este
programa no fue capaz de determinar el puente de hidrégeno intramolecular
a partir de la conformacion inicial utilizada. Un total de 57 conformaciones
espaciales para la amoxicilina fueron obtenidas utilizando los parametros
por defecto asignados al programa (--nconfs 100, --nGenerations 300). Estas
conformaciones fueron visualizadas mediante el software wxMacMolPlt
[35] donde se procedidé a preparar las entradas (inputs) con extension
“* inp” para realizar la optimizacion geométrica de estas estructuras usando
el software Gamess-US (version 2021-R2) [36]-[38]. Estas conformaciones
espaciales fueron optimizadas en el vacio para evaluar la estabilidad de
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estos arreglos moleculares en este medio. En este procedimiento, todas las
configuraciones espaciales fueron optimizadas en el vacio con el funcional
hibrido DFT/M06-2X [39] en el nivel 6-31G+(d,p) [40]. Luego, a todas
las conformaciones optimizadas se les realizaron célculos tipo single point
de solvatacion implicita utilizando el método de solvataciéon C-PCM con
el mismo funcional DFT/M06-2X [39] a un nivel 6-31G+(d,p) [40] para
determinar su energia de solvatacion en agua. El método de solvatacion
determina la energia necesaria para transferir la molécula desde el vacio
hacia el medio solvente, en donde se incluye la energia necesaria para
construir la cavidad dentro del solvente en la cual va a ser insertada la
molécula del soluto. Las contribuciones dispersivas a la energia de solvatacion
fueron obtenidas con el método de solvatacion universal (SMD por sus siglas en
inglés) [41]. Como resultado del proceso de simulacion se obtienen los archivos
de salida output con extension “.log” de donde se obtiene la informacion de la
energia libre de solvatacion para el analisis conformacional. La energia de
solvatacion, AGsolv, es definida por la Ec. (1):

AG,,, =AG,,. +AG, @

solv elec

En donde el término AGelec corresponde a la contribucion electrostatica
a la energia de solvatacion y el término AGcds corresponde a la contribucion
energética asociada a la construccion de la cavidad dentro del solvente y las
interacciones dispersivas entre el soluto y el solvente. Una vez realizado
el analisis de las energias en todas las conformaciones, se tomaron las
cinco estructuras moleculares con las energias libres de solvatacion
mas favorables y estas estructuras fueron optimizadas con el método de
solvatacion C-PCM [28]-[30] con el mismo funcional DFT/M06-2X [39]
a un nivel 6-31G+(d,p) [40]. Ademas, se tomaron cinco conformaciones
estructurales con el puente de hidrogeno intramolecular en el grupo -COOH
mas estables en agua para realizar una comparacién entre las energias
de solvatacion obtenidas. En la segunda estrategia, usando solvatacion
explicita, la molécula de amoxicilina fue colocada en el centro de una caja
cubica de dimensiones 5x5x5 nm®. En esta misma caja, la amoxicilina fue
solvatada con un total de 4150 moléculas de agua. La configuracion inicial
de la amoxicilina en agua es mostrada en la Figura 3.

Figura 3. Estructura molecular de la amoxicilina con moléculas de agua en una caja
ctibica bajo condiciones de contornos periodicos.

Inicialmente, una simulaciéon de minimizacion de energia fue realizada
para relajar las configuraciones de las moléculas dentro de la caja con el
procedimiento steep descent [42]. Seguidamente, al sistema relajado se le
realiz6 una simulacion de dindmica molecular tipo NVT a una temperatura
de 298,15 K. En este ensamble tipo NVT, el numero de particulas, el
volumen de la caja de simulacion y la temperatura son mantenidos constantes
y se observa la variacion de la energia total del sistema. La temperatura
fue controlada con el método v-rescale [43]. El radio de interaccion
utilizado para determinar las interacciones de vdw fue de 1,25 nm y el
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método de Ewald [44] fue empleado para determinar las contribuciones
electrostaticas. Las condiciones de contornos periddicas fueron mantenidas
en las dimensiones xyz. La longitud de las simulaciones fue de 20 ns y las
configuraciones fueron almacenadas cada 1 ps, generando un total de 20.000
conformaciones. En esta parte, los force fields OPLS-AA [45] obtenido en el
servidor LigParGen [46] y TIP4P [47], [48] fueron utilizados para describir
las moléculas de amoxicilina y agua, respectivamente. La construccion y la
simulacion del sistema fueron realizadas con el programa Gromacs (version
2019.2) [49], [50]. El analisis conformacional fue realizado evaluando la
raiz cuadrada de la desviacion cuadratica media de las posiciones de los
atomos, RMSD, en el espacio ocupado definido por la Ec. (2):

1 N re
RMSD == 37 (1) =1, ) @

En esta ecuacion (2), r ' es la posicion del dtomo 7 en la conformacion i
y el término 1" corresponde a la posicion del atomo 7 en la conformacion
inicial de referencia.

Resultados y discusion

En esta parte se obtuvieron diferentes conformaciones espaciales para
la amoxicilina sin presencia del puente de hidrégeno intramolecular en
el grupo -COOH en el vacio utilizando el programa de generacion de
conformaciones balloon-v-1.8.2 [33]. La estabilidad fue evaluada en funcién
de la energia total de estas conformaciones estructurales y la energia libre
de solvatacion estimada usando un célculo tipo single point (ver Figura
4(a)). En la Figura 4(a) se puede apreciar que la conformacion identificada
como C1 corresponde a la conformacion inicial utilizada. La energia total
obtenida muestra que esta conformacion C1 es la mas estable en el vacio
en comparacion con el resto de conformaciones evaluadas. También,
utilizando la conformacion C1 como la configuracion de referencia mas
estable en el vacio, se observa que otras conformaciones identificadas como
CS5, C15 y C20 tienen una considerable estabilidad en el vacio equivalente
a la conformacién C1. Seguidamente, para comparar de forma eficiente
la estabilidad de las conformaciones espaciales se determind la energia
relativa de cada conformacion en el vacio utilizando la conformacion
C1 como la mas estable (ver Figura 4(b)). La Figura 4(b) muestra que el
resto de las conformaciones son menos estables en comparacion con la
configuracion Cl1, lo cual indica que todas las conformaciones obtenidas
segun el procedimiento de balloon-v-1.8.2 [33] tienen una menor estabilidad
energética en el vacio segin los célculos mecanico-cuanticos. Para
este caso, las conformaciones C5, C15 y C20 tienen valores de energias
relativas de 1,38; 0,58 y 3,33 kJ/mol en comparacion a la conformacion
Cl1. Estas conformaciones estructurales son las mas estables en el vacio en
conjunto con la conformacién C1 usada para generar las conformaciones
estructurales en este programa.

Adicionalmente, las energias libres de solvatacion de las 57
configuraciones fueron calculadas y sus valores son mostrados en la Figura
4(c), en la cual se observa que la conformacion mas estable en el medio solvente
corresponde a la configuracién C56 (AGsolv igual a -98,16 kJ/mol). Para este
caso, esta conformacion estructural tiene la energia libre de solvatacion
mas favorable, lo cual indica que este arreglo espacial cuenta con una
interaccion favorable con el agua que ha sido descrita de forma implicita.
A su vez, otras conformaciones espaciales identificadas como C43 (AGsolv
igual a -95,90 kJ/mol) y C51 (AGsolv igual a -95,73 kJ/mol) tienen energias
libres de solvatacion mas favorables para este medio solvente. También, se
puede observar que las conformaciones espaciales C56, C43 y C51 para
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la amoxicilina son mas favorables en el agua que en el vacio. Un hecho
notable que muestran los resultados es que la conformacion inicial C1 es
una de las conformaciones que tienen una energia de solvatacion menos
favorable con respecto a las estructuras evaluadas, lo cual indica que se
debe ser bien selectivo en la estructura de partida para realizar el analisis
conformacional. En la Figura 5 se muestran los arreglos espaciales de las
conformaciones mas estables en el vacio y el medio acuoso.

||||-||||I||||-||‘|I||||“|“|-|||‘|“|‘|‘lWNM
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Figura 4. Energias para las conformaciones estructurales construidas sin el puente
hidrogeno en el grupo carboxilico. (a) Energias totales de cada conformacion. (b)
Energias relativas calculadas usando como referencia la molécula mas estable
(conformacion Cl1). (c¢) Energia libre de solvatacion para cada conformacion,
calculada con el método de solvatacion SMD usando como solvente el agua.

En la Figura 5(a) se observa que la conformacion C1 para la molécula
de amoxicilina estd completamente extendida en el vacio con el grupo
-NH2 interaccionando con el grupo -NH localizado cerca del anillo beta-
lactamico. En la Figura 5(b), en el vacio, lamolécula de amoxicilina muestra
una conformacion espacial ligeramente extendida. En esta conformacion se
observa la interaccion tipo puente de hidrogeno entre el proton del acido
carboxilico con el grupo carbonilo mas cercano. En cambio, en la Figura
5(c) se observa una molécula con un arreglo espacial plegado en donde el
anillo aromatico interacciona con el grupo carbonilo mas cercano y el atomo
de hidrogeno del grupo carboxilico con el nitrogeno presente en el anillo
beta-lactamico. Para las conformaciones en el medio acuoso, se observa en

la Figura 5(d) que la conformacion C43 tiene una conformacion espacial
semiplegada en donde el atomo de hidrégeno del grupo -COOH interacciona
con el anillo aromatico y el grupo -NH, de la molécula. En la conformacion
C51 (ver Figura 5(¢)), la amoxicilina se muestra ligeramente contraida con el
atomo de hidrégeno del grupo -COOH en interaccion con el grupo ceténico
localizado en el anillo beta-lactamico. En la Figura 5(f), la amoxicilina con
la conformacién C56 se encuentra semiplegada con el atomo de hidrégeno
del grupo -NH en interaccion con el grupo -NH, formando un puente de
hidrégeno intramolecular. En esta conformacion, que corresponde a la mas
estable en agua, los grupos funcionales estan expuestos completamente hacia
el agua como solvente implicito. Finalmente, estos resultados demuestran que
es fundamental hacer la exploracion de las conformaciones estructurales en un
medio solvente para identificar la conformacion mas estable de esta molécula.
En este caso, el programa balloon-v-1.8.2 [33] permite obtener diferentes
conformaciones espaciales en el vacio, pero luego se debe identificar, usando
un proceso de solvatacion, la conformacion mas estable, lo cual requiere de
mayor poder computacional.

En esta parte, las estructuras con las energias libres de solvatacion mas
favorables fueron utilizadas para evaluar a mayor profundidad el efecto
del puente de hidrégeno intramolecular del grupo -COOH en la estabilidad
de estas conformaciones en el medio acuoso. Las conformaciones de la
amoxicilina C56, C51, C43, C49 y C45 fueron utilizadas como estructuras
sin puente de hidrogeno en el grupo -COOH. A su vez, las conformaciones
C5, C47, C29, C34 y C56 fueron usadas como estructuras con puente de
hidrégeno en el grupo -COOH. Estas estructuras fueron seleccionadas por
mostrar los grupos funcionales polares expuestos al medio solvente. Cada
una de estas conformaciones fue optimizada en el medio solvente usando el
método de solvatacién C-PCM junto con el método SMD. Las contribuciones
a la energia libre de solvatacion fueron determinadas y sus valores son
reportados en las Tablas 1y 2 para las conformaciones estudiadas. En la Tabla
1, los valores de energia libre de solvatacion muestran que la conformacion
C56 es la mas favorable en fase acuosa. En este caso, la conformacion
espacial C56 paso de una configuracion semiplegada a un arreglo plegado

C56

Figura 5. Conformaciones estructurales de la amoxicilina mas estables obtenidas de los calculos mecéanico-cuanticos en el vacio y el agua descrita como solvente implicito. (a), (b)
y (c) corresponden a las conformaciones C1, C5 y C15 mas estables en el vacio. (d), (¢) y (f) corresponden a las conformaciones C43, C51 y C56 mas estables en el agua.
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en el proceso de optimizacion geométrica. También, esta conformacion
tiene la contribucion electrostatica mas alta a la energia de solvatacion, lo
cual sugiere que los grupos polares de la molécula de amoxicilina estan
mas expuestos a la interaccidon con el agua en esta conformacion. Para la
contribucidn electrostatica se muestra el siguiente orden decreciente de
contribucion a la energia de solvatacion: C56 > C49 > C51 > C43 > C45. A
su vez, se observa que la conformacion C49 tiene la contribucion cavidad-
dispersiva-repulsiva mas alta en comparacion con el resto de las estructuras
conformacionales evaluadas. En este caso, la conformacion C49 requiere de
una mayor energia para construir la cavidad del solvente y genera la mayor
repulsion con el agua. En este caso, la energia libre AGeds tiene el siguiente
orden decreciente: C49 > C56 > C45 > C43 > C51, el cual es muy distinto
al mostrado en la contribucion electrostatica. Aqui se puede apreciar que
las energias libres de solvatacion son dependientes del arreglo molecular de
la especie evaluada en el medio solvente y de la exposicion de los grupos
polares en el momento de hacer la optimizacion geométrica.

En la Tabla 2 se muestra que las contribuciones a la energia libre de
solvatacion para las conformaciones formando el puente de hidrogeno
intramolecular en el grupo -COOH son de mayor magnitud en comparacion
a las reportadas sin puente de hidrogeno en la Tabla 1. La ganancia de
estabilidad con respecto a la energia libre de solvatacion es considerable
en comparaciéon con las conformaciones sin el puente de hidrogeno
intramolecular en la amoxicilina. Para este caso, las conformaciones con el
puente de hidrégeno intramolecular presentan energias libres de solvatacion
entre -110 y -130 kJ/mol. La conformacion C34 tiene la energia libre de
solvatacion mas favorable en comparacion con el resto de conformaciones.
Ademas, se observa que la contribucion cavidad-dispersiva-repulsiva
(AGecds) asociada a la energia libre de solvatacion varia ligeramente en
comparacioén con la contribucion electrostatica (AGelec). En este caso,
se observa que la contribucion electrostatica sigue este orden decreciente
de afinidad con el agua: C34 > C29 > C56 > C5 > C47. En cambio, la
contribucién AGceds, que indica la cantidad de energia necesaria para
construir la cavidad en el solvente, muestra la siguiente tendencia en las
conformaciones estudiadas: C5 > C56 > C34 > C29 > C47.

Tabla 1. Energias libres de solvatacion (AGsolv) de las conformaciones mas estables
en agua de la amoxicilina sin puente hidrogeno intramolecular en el grupo -COOH.
Se muestra la contribucion electrostatica (AGelec) a la energia libre de solvatacion,
la contribucion asociada a la energia libre necesaria para construir la cavidad y la
interaccion dispersiva-repulsiva en el medio solvente (AGceds).

Conformacion AGelec AGeceds AGsolv
espacial (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol)
C56 -158,87 32,26 -98,16
C51 -152,97 28,33 -95,89
C43 -151,46 29,46 -95,73
C49 -155,02 34,02 -95,19
C45 -150,04 30,54 -94,89

Tabla 2. Energias libres de solvatacion (AGsolv) de las conformaciones de la
amoxicilina con puente hidrégeno intramolecular en el grupo -COOH. Se muestra la
contribucion electrostatica (AGelec) a la energia libre de solvatacion, la contribucion
asociada a la energia libre necesaria para construir la cavidad y la interaccion
dispersiva-repulsiva en el medio solvente (AGcds).

Conformacion AGelec AGeceds AGsolv
espacial (kJ/mol) (kJ/mol) (kJ/mol)

C5 -148,28 34,98 -113,30

C47 -142,76 31,21 -111,55

C29 -152,55 32,76 -119,79

C34 -154,89 33,47 -121,42

C56 -151,54 34,39 -117,15
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Estos resultados muestran que el arreglo intramolecular tiene una gran
influencia en la estabilidad que presenta la molécula en el medio solvente
en estudio. En este caso, se observa que las conformaciones espaciales con
el puente de hidrogeno intramolecular en el grupo -COOH tienen la mas
alta estabilidad en agua. En la Figura 6 se muestran las conformaciones
espaciales que fueron evaluadas en esta parte. En este caso, la Figura 6(e)
corresponde a la conformacion C56 que es la mas estable en agua sin puente
de hidrégeno en el grupo -COOH. En esta conformacion la amoxicilina
tiene un arreglo espacial semi extendido. Sin embargo, se presentan
diferentes interacciones intramoleculares que le confieren estabilidad en el
medio solvente. Aqui se observan las interacciones: (a) entre el oxigeno del
grupo -COOH con el grupo metil vecino, (b) entre el atomo de hidrogeno
entre el grupo -NH y el grupo -NH, y (c) entre el grupo cetonico del anillo
beta-lactamico con el hidrogeno del anillo aromatico de la molécula.
Adicionalmente, esta conformacion C56 fue utilizada como configuracion
inicial con el puente de hidrogeno en el grupo -COOH y optimizada en el
medio solvente. En la optimizacion con puente de hidrogeno intramolecular
la ganancia en estabilidad energética fue de -18,99 kJ/mol. En las
conformaciones con puente de hidrégeno se observa que la conformacion
C34 tiene la mayor energia de solvatacion. En esta conformacion, la
amoxicilina estd completamente plegada con los grupos -COOH, -NH,,
-C=0 y el anillo beta-lactimico expuestos para interaccionar con el agua
descrito de manera implicita (ver Figura 6(h)). Adicionalmente, con este
arreglo conformacional se observa una interaccion intramolecular entre el
anillo aromatico y el azufre presente en el anillo de cinco miembros.

Finalmente, se puede decir que la conformacion mas estable en agua va
a depender de la presencia o no del enlace de hidrogeno intramolecular en
la molécula de amoxicilina.

Figura 6. Conformaciones estructurales de la amoxicilina mas estables en el
agua descrita como solvente implicito. (a), (b), (c), (d) y (e) corresponden a las
conformaciones C43, C45, C49, C51 y C56 sin el puente de hidrogeno intramolecular
en el grupo -COOH. (1), (g), (h), (i) y (j) corresponden a las conformaciones C5, C29,
C34, C47 y C56 con el puente de hidrogeno intramolecular en el grupo -COOH.
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La dindmica molecular es un tipo de técnica computacional que ha permitido
analizar el comportamiento o evolucion de un sistema (fisico, quimico o
biologico) a través del tiempo, calculando las fuerzas entre los atomos que lo
conforman mediante las ecuaciones del movimiento de Newton. En este caso,
la variacion de la conformacion espacial de la amoxicilina en presencia de
agua definida de forma explicita fue evaluada usando la combinacion de los
Force Field OPLS-AA [46] y TIP4P [47], [48]. Estos modelos de Force Field
han sido ampliamente aceptados para describir las propiedades estructurales
y termodinamicas de moléculas organicas y agua en diferentes estudios
computacionales. La molécula de amoxicilina que fue insertada en la caja con
agua presentaba una conformacion plegada como se observa en la Figura 3.
De esta simulacion de dinamica molecular se obtuvieron un total de 20.000
conformaciones espaciales para la molécula de amoxicilina en agua.

En esta primera parte, los cambios conformacionales con respecto a
la estructura inicial fueron explorados para evaluar la variacion estructural
de la molécula de amoxicilina en el agua a lo largo de la simulacion. Para
realizar esto, la raiz cuadrada de la desviacion cuadratica media de las
posiciones de los atomos (RMSD) en el espacio ocupado fue determinada
usando la trayectoria de las posiciones atomicas a lo largo del tiempo de
simulacion. La distribucion de probabilidad de esta propiedad estructural se
muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Distribucion de probabilidad para el RMSD de la amoxicilina en agua
obtenido con la simulacion de dindmica molecular. 20000 conformaciones espaciales
fueron obtenidas para la amoxicilina. Este valor de RMSD fue determinado usando
una conformacion plegada de la amoxicilina.

Como se observa en la Figura 7, las conformaciones espaciales
obtenidas para la amoxicilina fueron plegadas, semiextendidas y extendidas
completamente. En este caso, las conformaciones espaciales semiextendidas
y extendidas de la amoxicilina estan presentes con mayor proporcion en el
medio acuoso explicito en comparacion con la conformacion inicial tipo
plegada. La conformacion espacial semiextendida se presenta con la mayor
probabilidad y un valor de RMSD de 0,26 nm, lo cual indica una gran
variacion conformacional de la estructura molecular de la amoxicilina en
agua en comparacion con la estructura inicial que fue colocada dentro de la
caja de agua. En dicha conformacion espacial, la amoxicilina se encuentra
con todos los grupos funcionales expuestos al exterior para interaccionar
con las moléculas de agua. En cambio, en la estructura con la conformacion
plegada se observa la interaccion intramolecular entre el anillo aromatico y

el anillo de cinco miembros presente en la amoxicilina. De igual manera, en
esta conformacion se observa la interaccion tipo puente de hidrogeno entre
el atomo de hidrogeno del grupo -NH y el nitrogeno -NH, presente en la
estructura.

Adicionalmente, la distribucién de probabilidad de la energia total de
la molécula de amoxicilina para sus diferentes conformaciones en agua fue
determinada en este estudio. Este resultado se muestra en la Figura 8.
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Figura 8. Distribucion de probabilidad de la energia total de la amoxicilina en agua
obtenida de la simulacion de dinamica molecular tipo NVT.

Como se muestra en la Figura 8, las energias totales de las
conformaciones obtenidas de la simulacién con dindmica molecular se
encuentran en un intervalo comprendido entre -200 y -50 kJ/mol. El valor
de energia total igual a -50 kJ/mol sugiere que el arreglo espacial extendido
para la amoxicilina en agua corresponde a la conformacion menos estable
presente en el medio solvente. A su vez, la amoxicilina ligeramente plegada
es la conformacion espacial que tiene la mayor probabilidad de estar
presente en el medio acuoso, lo cual indica que esta configuracion tiene la
poblacion de conformaciones mas alta a lo largo del proceso de simulacion
con un valor de energia total comprendido entre -130 y -100 kJ/mol.
También, se puede observar que la conformacién completamente plegada
tiene la energia mas estable (alrededor de -200 kJ/mol) en comparacion
con el resto de las conformaciones observadas en las simulaciones. En
esta conformacion plegada se observa que el anillo aromatico interacciona
con el anillo formado por cinco atomos y los grupos funcionales polares
quedan expuestos para interaccionar con las moléculas de agua. Esto indica
que se presenta el efecto hidrofobico en este proceso de solvatacion de
la molécula de amoxicilina en la fase acuosa. Finalmente, los resultados
obtenidos de la simulacion de dindmica molecular sugieren que hay una
considerable variacion de las conformaciones de la amoxicilina a lo largo
de la simulacién. En este caso, el mayor RMSD fue obtenido para la
conformacion extendida; sin embargo, esta conformacion corresponde a la
conformacién menos estable en el medio solvente desde el punto de vista
energético. En cambio, el RMSD (alrededor de 0,1) de la conformacion
plegada fue el mas bajo, lo cual indica que esta conformacion es muy
parecida a la conformacion inicial usada para el proceso de simulacion.
En este estudio, usando la combinacién de modelos de energia potencial
OPLS-AA [46] y TIP4P [47], [48], la conformacion plegada corresponde a
la mas estable como lo indica la energia total obtenida de la simulacion. La
ventaja que tiene el usar la dindmica molecular es que nos permite obtener
un mayor conjunto de conformaciones espaciales en comparacion con el
obtenido con el programa Ballon-v1.8.2 [33]. Este criterio es importante
siempre y cuando se utilice el modelo de energia potencial adecuado para
describir las moléculas en estudio. En la siguiente seccion se exploran las
interacciones moleculares entre la amoxicilina y el agua que influyen en su
conformacion espacial en fase acuosa.
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Para evaluar las interacciones moleculares entre la amoxicilina y las
moléculas de agua se utilizé la funcion de distribucion radial (RDF, por sus
siglas en inglés) que permite determinar las capas de solvatacion alrededor
de una molécula en particular y la intensidad de la interaccion en un medio
solvente. La curva RDF entre la amoxicilina y el agua en conjunto con una
representacion de las capas de solvatacion se muestran en la Figura 9.

La curva RDF fue obtenida utilizando los centros de masas de las
moléculas involucradas en este estudio. En la Figura 9(a) se observan un
total de tres picos de maxima intensidad localizados a las distancias de
2,12; 5,80 y 8,40 A. Estos picos indican la formacion de tres capas de
solvatacion alrededor de la molécula de amoxicilina. La primera capa de
solvatacion tiene un espesor de 2,12 A medido desde el centro de masa de
la amoxicilina. La intensidad de este primer pico sugiere que la interaccion
molecular es muy débil entre las moléculas de agua localizadas en este
radio de interaccion y la amoxicilina. El nimero total de moléculas de agua
localizadas en esta region es de 31 (ver Figura 9(b)). La segunda capa de
solvatacién empieza a una distancia 2,12 A y termina en la posicion del
segundo pico de interacciéon a una distancia de 5,80 A. Las moléculas de
agua localizadas en esta capa de solvatacion interaccionan con las moléculas
de amoxicilina y con las moléculas de agua localizadas en la primera capa
de solvatacion que estan interaccionando con la molécula de amoxicilina.
Esta descripcion ha sido utilizada en otros estudios de solvatacion explicita
[52], [53]. En este caso, las interacciones moleculares que prevalecen en
esta region corresponden a los puentes de hidrogeno entre las moléculas
de agua localizadas en esta region. Desde 5,80 hasta 8,40 A se observa una
tercera capa de solvatacion alrededor de la molécula de amoxicilina que
corresponde a la interaccion tipo puentes de hidrogeno entre las moléculas
de agua. El nimero de moléculas de agua alrededor de la segunda capa
de solvatacion fue de 90 moléculas segun los resultados obtenidos de la
simulacion realizada (ver Figura 9(b)).
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Figura 9. (a) Curva de la funcion de distribucion radial entre la amoxicilina y el
agua obtenida de la simulacion de dinamica molecular tipo NVT y (b) Capas de
solvatacion alrededor de la molécula de amoxicilina.

De igual manera, la interaccion molecular entre los grupos funcionales
presentes en la amoxicilina con el agua fue evaluada mediante la funcion de
distribucion radial utilizando los ultimos 10 ns de la simulacioén de dindmica
molecular tipo NVT (ver Figura 10). Aqui se observa como los grupos
funcionales -COOH, -NH,, -OH y -NH tienen la interacciéon molecular mas
fuerte con el agua en el proceso de simulacion. En este caso, la fuerza de la
interaccion con el agua tiene el siguiente orden para los grupos funcionales
evaluados: -NH, > -OH > -COOH> -NH como lo expresa la magnitud del
primer pico de interaccion.
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El pico de maxima intensidad para el grupo -COOH esta localizado a
una distancia de 3,04 A. Este grupo funcional es un donador de protones.
Este proton saliente de este grupo funcional puede ser aceptado por las
moléculas de agua que rodean a la amoxicilina. En cambio, para los grupos
-OH y -NH,, el pico de maxima intensidad esta localizado a 2,80 A El
grupo -NH, tiene un par de electrones libres que lo convierten en un buen
aceptor de los hidrogenos presentes en las moléculas de agua y el grupo
funcional -OH puede ser solvatado muy bien por las moléculas de agua.
La intensidad del pico del grupo -COOH es menor en comparacion con
el del grupo -NH, y el grupo -OH. En este caso, se corrobora que estos
grupos funcionales estan asociados directamente a los pKa de la molécula
de amoxicilina debido a que presentan los picos de interacciéon de mayor
intensidad en la curva de RDF que se muestra en la Figura 10.
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Figura 10. Curva de la funcion de distribucion radial entre los grupos funcionales
presentes en la amoxicilina y el agua, obtenida de la simulacion de dinamica
molecular tipo NVT.

En funcién de la curva RDF, se puede establecer que los grupos
funcionales: -NH,, -OH y -NH presentes en la amoxicilina tienen una
solvatacion mas efectiva en agua en comparacion con el grupo funcional
-COOH. También se observa que el anillo beta-lactdmico tiene dos picos
de interaccion débil con intensidades localizadas en las posiciones 4,54 y
7,44 A. Esto sugiere la presencia de dos capas de solvatacién alrededor
de este anillo que permite indicar la exposicion que tiene esta porcion de
la molécula de amoxicilina a las moléculas de agua. Adicionalmente, la
funcion de distribucion espacial (SDF, por sus siglas en inglés) alrededor de
la molécula de amoxicilina fue determinada con la simulacién de dindmica
molecular [54], [55]. Esta funcién muestra la isosuperficie que producen las
moléculas de agua alrededor de la molécula de amoxicilina. En este caso, la
isosuperficie SDF fue obtenida usando como grupo funcional de referencia
el -COOH presente en la amoxicilina, como se muestra en la Figura 11.

En la Figura 11 se observan las isosuperficies que corresponden a la capa
de solvatacion alrededor de los diferentes grupos presentes en la estructura
de la amoxicilina. Estas isosuperficies estan localizadas en las regiones mas
hidrofilicas que se muestran en la estructura de la amoxicilina en dicha
conformacion espacial promedio [52]. Esto indica que las moléculas de
agua rodean de forma efectiva los grupos polares presentes en la molécula
de amoxicilina. En la Figura 11(a) se muestra como la isosuperficie SDF
esta localizada en la region asociada al grupo -COOH cuando la referencia
para determinar dicha propiedad es el mismo grupo funcional. En la Figura
11(b) se observa como la isosuperficie cubre completamente a la molécula
de amoxicilina cuando la referencia utilizada para su estimacion fue el grupo
funcional -NH, y finalmente para el grupo -OH usado como referencia se
observa que la capa de solvatacion se concentra de igual manera en la region
mas hidrofilica de la molécula (ver Figura 11(c)). En este caso, se observa
que el anillo aromatico no muestra isosuperficies SDF cuando las moléculas
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de agua estan cerca de su entorno. Para complementar lo obtenido en esta
distribucion de moléculas de agua alrededor de la estructura molecular de la
amoxicilina, la energia de solvatacion y la superficie accesible al solvente
fueron determinadas para esta molécula en el medio solvente [56], [57].
En la Figura 12 se muestra la energia libre de solvatacion y la superficie
accesible al solvente como funcion del tiempo de la simulacion de dindmica
molecular.

Figura 11. Representacion de la funcion de distribucion espacial (SDF, por sus siglas
en inglés) del sistema amoxicilina y agua obtenido del analisis de la simulacion de
dinamica molecular tipo NVT. La SDF fue determinada usando diferentes referencias:
(a) grupo funcional -COOH, (b) grupo funcional NH, y (c) grupo funcional -OH.
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Figura 12. (a) Area accesible al solvente de la amoxicilina como funcién del tiempo
de simulacion y (b) Energia libre de solvatacion de la amoxicilina en agua como
funcioén del tiempo de simulacion.

Claramente, como se muestra en la Figura 12(a) la region hidrofilica
tiene mas area de contacto con el agua en comparacion con la region
lipofilica. El area accesible al solvente para la region lipofilica de la
molécula es de 2,63+0,17 nm?y para la region hidrofilica el area accesible
fue de 3,184+0,23 nm?. Estos valores indican que la region hidrofilica es
la que presenta los grupos funcionales -COOH, -NH, y -NH en conjunto
con el anillo beta-lactamico contenido en la estructura de la amoxicilina.
Finalmente, el valor de -14,58 kJ/mol para la energia libre de solvatacion
muestra la afinidad que tiene la molécula de amoxicilina por el agua. Sin
embargo, este valor es muy bajo comparado con los reportados por Khanal
y Adhikari [58], comprendido entre -528 y -558 kJ/mol, el cual fue obtenido
por simulaciones de dinamica molecular usando diferentes modelos de
energia potencial para describir el agua y distintos métodos de integracion
para calcular la energia libre de solvatacion. Cabe destacar que el valor
obtenido en este trabajo sugiere que la molécula de amoxicilina tiene una
alta solubilidad en agua a una temperatura de 298,15 K (ver Figura 12(b)).
La solubilidad experimental de la amoxicilina en agua ha sido reportada con
un valor aproximado de 4 mg/mL [59], [60]. Finalmente, esto indica que los

resultados de las simulaciones moleculares son consistentes con los valores
reportados experimentalmente.

Conclusiones

Elarreglo espacial y lainteraccion molecular de laamoxicilina en agua fueron
evaluados mediante dos estrategias de simulacion molecular. Inicialmente,
el generador de conformaciones espaciales balloon-v-1.8.2 que depende
del modelo de energia potencial MMFF94 fue usado para construir las
conformaciones de la amoxicilina, y la estabilidad de las conformaciones de
esta molécula fue determinada mediante calculos mecanico-cuanticos en el
vacio y en el solvente con el método de solvatacion implicita. Los resultados
han demostrado que no es adecuado considerar las conformaciones
obtenidas por el generador de conformaciones como geometrias aceptables,
sino que es necesario hacer una exploracion de estas configuraciones
usando los célculos mecénico-cudnticos. Para la amoxicilina se obtuvo que
la conformaciéon mas estable en el vacio (conformacion C1) difiere de la
obtenida en el medio solvente (conformacion C56). Particularmente, los
calculos mecanico-cuanticos en el vacio sugieren que la amoxicilina tiene
una conformacion extendida. Sin embargo, usando la solvatacion implicita,
la amoxicilina tiene un arreglo semiplegada y plegada completamente para
la conformacion sin puente de hidrogeno y con puente de hidrogeno en
el grupo -COOH. La presencia del puente de hidrogeno intramolecular
contribuye a incrementar la estabilidad de la molécula en el medio solvente.
De la simulacion de dinamica molecular, la amoxicilina es bien descrita
por el modelo de energia potencial OPLS-AA. En este caso, los resultados
sugieren que la conformaciéon mas estable en agua corresponde a una
conformacion plegada. Sin embargo, en la simulacion, la conformacién
con mayor poblacion presente es la conformacion semiplegada. De igual
manera, la RDF indica que la amoxicilina presenta tres capas de solvatacion
alrededor de su estructura molecular. La funcidén de densidad espacial y la
superficie accesible al solvente sugieren que la amoxicilina tiene una region
hidrofilica bien definida en donde se encuentran presentes el anillo beta-
lactdmico y los grupos -COOH, -NH, y -NH. La energia libre de solvatacion
de -14,58 kJ/mol indica que la amoxicilina tiene una muy buena afinidad
por el agua. Sin embargo, este valor difiere considerablemente del obtenido
por el método de solvatacion implicita de -98,16 y -121,42 kJ/mol para
las conformaciones mas estables. En este trabajo, ambas estrategias de
calculos permiten explicar el comportamiento de las conformaciones de la
amoxicilina en agua.
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Reconocimiento de rutas
biosintéticas para semioqui-
micos mediante técnicas de
aprendizaje de maquina

Recognition of biosynthetic
pathways for semiochemi-
cals using machine learning
techniques

Reconhecimento de vias
biossintéticas para semio-
quimicos usando técnicas de
aprendizado de maquina

Resumen

Abstract

Resumo

En este trabajo consideramos 148
semioquimicos reportados para la familia
Scarabaeidae, cuya estructura quimica fue
caracterizada empleando un conjunto de
200 descriptores moleculares de cinco clases
distintas. La seleccion de los descriptores
mas discriminantes se realizd con tres
técnicas: analisis de componentes principales,
por cada clase de descriptores, bosques
aleatorios y Boruta-Shap, aplicados al total
de descriptores. A pesar de que las tres
técnicas son conceptualmente diferentes,
seleccionan un nimero de descriptores similar
de cada clase. Propusimos una combinacion
de técnicas de aprendizaje de maquina para
buscar un patrén estructural en el conjunto
de semioquimicos y posteriormente realizar la
clasificacion de estos. El patron se estableci6 a
partir de la alta pertenencia de un subconjunto
de estos metabolitos a los grupos que fueron
obtenidos por un método de agrupamiento
basado en légica difusa, C-means; el
patron descubierto corresponde a las rutas
biosintéticas por las cuales se obtienen
biolégicamente. Esta primera clasificacion
se corrobor6 con el empleo de mapas
autoorganizados de Kohonen. Para clasificar
aquellos semioquimicos cuya pertenencia
a una ruta no quedaba claramente definida,
construimos dos modelos de perceptrones
multicapa, los cuales tuvieron un desempefio
aceptable.

Palabras clave: bosques aleatorios; C-means;
descriptores moleculares; familia Scarabaeidae;
perceptrén multicapa; redes neuronales.

In this work we consider 148 semiochemicals
reported for the family Scarabaeidae, whose
chemical structure was characterized using
a set of 200 molecular descriptors from five
different classes. The selection of the most
discriminating descriptors was carried out
with three different techniques: Principal
Component Analysis, for each class of
descriptors, Random Forests and Boruta-Shap,
applied to the total of descriptors. Although
the three techniques are conceptually
different, they select a similar number of
descriptors from each class. We proposed a
combination of machine learning techniques
to search for a structural pattern in the set
of semiochemicals and then perform their
classification. The pattern was established
from the high belonging of a subset of
these metabolites to the groups that were
obtained by a grouping method based on
fuzzy C-means logic; the discovered pattern
corresponds to the biosynthetic pathway by
which they are obtained biologically. This
first classification was corroborated with
Kohonen’s self-organizing maps. To classify
those semiochemicals whose belonging to a
biosynthetic pathway was not clearly defined,
we built two models of Multilayer Perceptrons
which had an acceptable performance.

Keywords: Random forests; C-means;
molecular descriptors; family Scarabaeidae;
multilayer perceptron; neural networks.

Neste trabalho consideramos 148
semioquimicos reportados para a familia
Scarabaeidae, cuja estrutura quimica foi
caracterizada usando um conjunto de 200
descritores moleculares de 5 classes diferentes.
A selecdo dos descritores mais discriminantes
foi realizada com trés técnicas diferentes:
Analise de Componentes Principais, para cada
classe de descritores, Florestas Aleatorias e
Boruta-Shap, aplicadas a todos os descritores.
Embora as trés técnicas sejam conceitualmente
diferentes, elas selecionaram um ndmero
semelhante de descritores de cada classe. No6s
propusemos uma combinacdo de técnicas de
aprendizado de maquina para buscar um padrao
estrutural no conjunto de semioquimicos
e entdo realizar sua classificacdo. O padrdo
foi estabelecido a partir da alta pertinéncia
de um subconjunto desses metabolitos aos
grupos que foram obtidos por um método
de agrupamento baseado em légica fuzzy,
C-means; o padrao descoberto corresponde as
rotas biossintéticas pelas quais eles sdo obtidos
biologicamente. Essa primeira classificacao
foi corroborada com o uso dos mapas auto-
organizados de Kohonen. Para classificar os
semioquimicos cuja pertenga a uma rota nao foi
claramente definida, construimos dois modelos
de Perceptrons Multicamadas que tiveram um
desempenho aceitavel.

Palavras-chave: florestas aleatdrias; C-means;
descritores moleculares; familia Scarabaeidae;
perceptron multicamadas; redes neurais.
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Introduccion

La ecologia quimica es un campo de conocimiento transdisciplinar que cada
vez gana mayor relevancia [1], [2]. Parte fundamental de esta disciplina es la
identificacion de las moléculas que median la comunicacion entre insectos
o planta-insecto. En la medida en que se conocen mas semioquimicos y se
acumulan datos sobre su uso, resulta conveniente la creacion de herramientas
que contribuyan de una manera rapida y eficiente a establecer patrones y
relaciones sobre esta informacion y asi aportar a futuras investigaciones.

En este como en otros campos de la quimica, las relaciones entre
estructura y actividad estan en el centro del problema y parte fundamental
de este es lograr una buena representacion cuantitativa de la estructura
quimica; es decir, una que pueda procesarse computacionalmente [3]. De
ahi que actualmente se hayan definido miles de descriptores moleculares
que buscan codificar distintos aspectos de la estructura; por ejemplo,
caracteristicas topoldgicas, propiedades fisicoquimicas, grupos funcionales
u otras propiedades dependientes de la conformacion espacial de los
componentes moleculares [4]. Sin embargo, la seleccion de los descriptores
apropiados es un problema abierto que depende del objetivo que se persigue
[5], [6]. Alternativamente, se puede acudir a conjuntos redundantes de los
mismos como estrategia multiobjetivo para la busqueda de patrones [7], [8].

El sistema insecto-semioquimico y la representacion de estas moléculas
constituyen un sistema complejo para el cual se ha generado y se sigue
generando informacion. Este sistema constituye un espacio propicio para
ser explorado mediante técnicas de mineria de datos y aprendizaje de
maquina, cuya utilizacion en diversos campos de la ciencia y la tecnologia
ha sido exitosa. En quimica, por ejemplo, se han implementado algoritmos
de aprendizaje automatico de distinta naturaleza que solventan problemas
en diversas areas, que abarcan desde la quimica analitica hasta la catalisis,
pasando por la quimica organica y la quimica computacional [9]. Algunos
de estos estudios apuntan a tratar relaciones estructura-actividad (SAR)
por medio del desarrollo de herramientas de aprendizaje automatico que
facilitan el disefio y la seleccion de moléculas con la actividad esperada. En
particular, algunos hacen uso de perceptrones multicapa y redes neuronales
profundas para la clasificacion de moléculas [10], [11].

En este trabajo nos proponemos comparar un conjunto de metodologias
para la seleccion de las variables mas relevantes y métodos de agrupamiento
que pueden ser empleados para el descubrimiento de patrones estructurales
en el conjunto de los semioquimicos reportados para los coledpteros de la
familia Scarabaeidae. A la vez, implementamos modelos de aprendizaje de
maquina capaces de realizar la clasificacion de este tipo de metabolitos en
las categorias establecidas por el patron descubierto.

Materiales y métodos

Para este estudio se empled un modelo constituido por un conjunto de
148 semioquimicos reportados para 240 especies de insectos de la familia
Scarabaeidae (orden: Coleoptera) que se almacend en una base de datos
relacional SQL [12]".

La estructura quimica de los compuestos considerados se caracterizo
mediante un conjunto redundante de descriptores moleculares de diferentes
clases. Asi, con el programa RDKit [13] se calcularon 188 descriptores, los
cuales clasificamos en cuatro clases: la primera constituida por descriptores
19 derivados esencialmente de propiedades grafo-teodricas, la segunda
corresponde a 106 descriptores que dan cuenta de la constitucion de las
moléculas seglin la presencia de ciertos fragmentos o tipos de enlaces,

1 Lalista de las moléculas, asi como los descriptores empleados para caracterizarlas,
pueden ser solicitados a los autores.

la tercera consta de 58 descriptores basados en propiedades que se calculan
sobre superficies tridimensionales asociadas a las moléculas y la cuarta esta
conformada por cinco descriptores asociados a propiedades fisicoquimicas. El
listado de los descriptores calculados puede consultarse en la siguiente direccion
URL: https://www.rdkit.org/docs/GettingStartedInPython.html#descriptor-
calculation.

Ademas, se calcularon 12 descriptores de naturaleza cuantica (HOMO;
LUMO; constantes rotacionales en X, Y y Z; extension espacial electronica;
momento dipolar en X, Y, Z y el total; electronegatividad y dureza)
derivados de la matriz de densidad obtenida con el método de funcionales
de la densidad B3LYP/6-31(d,p) implementado en Gaussian 09 [14]. De
esta forma se propone un total de 200 descriptores moleculares de cinco
clases diferentes.

Dado que hemos seleccionado un conjunto redundante de descriptores,
es posible que se presenten dependencias entre algunos de ellos o que
hayamos incluido algunos poco relevantes en el momento de reproducir
un patréon de clasificacion; por lo tanto, es necesario seleccionar los
descriptores mas discriminatorios para evitar sesgos. Este proceso se llevo
a cabo de manera paralela mediante tres métodos:

(i) Analisis de componentes principales (ACP) [15]: el ACP suele
emplearse para reducir la dimensionalidad del espacio de representacion;
para ello se definen unas nuevas variables mediante una transformacion
que asegura que la mayor parte de la varianza de los datos sea explicada
por unas pocas de estas variables, los componentes principales. Cuando
se emplea para seleccionar entre las variables originales deben escogerse
aquellas (los descriptores) que mas contribuyen a la conformacion de los
componentes principales; como criterio de seleccién se propuso que la
suma de los cuadrados de los coeficientes del descriptor con que contribuye
a los componentes principales, que describen hasta el 70% de la varianza
acumulada de los datos, tuviese un valor superior a 0,3 (la suma sobre todos
los componentes principales es por definicion la unidad). La seleccion de
descriptores se realiz6 por separado para las cinco clases mencionadas.

(i1) Bosques aleatorios (BA) [16]: BA es un método de aprendizaje
supervisado, basado en arboles de decision, para clasificar objetos en
funcion de un patron previamente determinado. Este método establece unas
puntuaciones de importancia para cada variable segun la impureza de Gini,
la cual es una medida que evalta la distribucion de los datos por nodo y
establece qué tan Optima es una escision de los datos respecto a cada variable.
Estas puntuaciones de importancia permiten seleccionar las variables mas
significativas para reproducir una clasificacion propuesta; para este estudio
se seleccionaron los descriptores con puntuaciones superiores a 0,41%;
este valor nos permitio tener el mismo niimero de variables que fue hallado
mediante el uso de ACP.

(iii) Boruta-Shap (BS) [17]: BS es un método de seleccion de variables
que combina el algoritmo Boruta y la técnica Shap. El primero realiza una
seleccion y eliminacion iterativa de variables no relevantes para una funcion
objetivo o patron de clasificacion, teniendo como criterio las puntuaciones
de importancia de unas variables “sombra” (las cuales son una combinacioén
aleatoria de las variables originales); y la segunda establece las variables
que presentan una mayor influencia en las predicciones de los modelos de
aprendizaje de maquina con base en la teoria de juegos cooperativos.

Para el ACP se empled la libreria szaszs disponible para lenguaje de
programacion R [18] y para los métodos de BA y BS se emplearon las librerias
SciKit-learn [19] y Boruta-Shap [17], respectivamente disponibles en Python?.
Los tres resultados de seleccion de variables se comparan mas adelante.

Si bien existe una gran cantidad de métodos para el descubrimiento de
patrones que utilizan algoritmos no supervisados, en este trabajo se utilizaron
dos técnicas diferentes: el método de logica difusa C-means (FCM, por su

2 Los codigos fuente estan accesibles por solicitud a los autores.
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nombre en inglés) [20] y los mapas autoorganizados de Kohonen (SOM,
por sus siglas en inglés) [21]. Estos tltimos con la intencion de corroborar
la plausibilidad de posible patron hallado con el primero.

Los métodos de agrupamientos no jerarquicos como el FCM requieren
de la definicion a priori de un nimero de centroides o semillas. Probamos
un numero de semillas entre 2 y 5 y que en todos los casos se observan tres
grupos; alternativamente ensayamos diversos métodos de agrupamiento
jerarquico, pero no logramos la reproducibilidad de ninguna clasificacion
[22]. El algoritmo FCM se ejecutd en R [18] con un valor de 2 para el
parametro de difuminado y un criterio de convergencia de 1x10~.

Las redes neuronales SOM fueron construidas en Python [19] usando
la biblioteca MiniSOM [23] y constan de » neuronas de entrada; m
corresponde al ntimero de variables seleccionadas (descriptores moleculares
relevantes) que alimentan la red, y 225 neuronas de salida (15x15); lo cual
corresponde a la arquitectura dptima respecto al error de cuantizacion y al
nimero de neuronas que han de especializarse en cada variable. Las SOM
fueron entrenadas con una tasa de aprendizaje de 0,01, con un factor sigma
de 1,5, durante 1.000 épocas, y como funcioén de vecindad se empled una
funcion gaussiana. La arquitectura de este sistema neuronal corresponde a
una red cuadrada. Para su entrenamiento se emplearon los tres conjuntos de
descriptores determinados como los mas significativos con los tres métodos
mencionados anteriormente [21].

Para clasificar las moléculas no adscritas con certeza a alguno de
los grupos encontrados se disefid y construyé un clasificador multiclase,
un perceptron multicapa (MLP) [24]. Se trata de un algoritmo basado en
aprendizaje supervisado, conformado por cinco capas de neuronas: una de
entrada de 53 neuronas, una de salida de tres neuronas y tres capas ocultas
con 60, 40 y 20 neuronas, respectivamente. Para esta red neuronal se utilizd
la funcion sigmoidea como funcién de activacion y el optimizador de costos
“adam” con una tasa de aprendizaje de 0,0001. Esta red neuronal también
fue programada en Python usando la biblioteca SciKit-learn [19].

Resultados y discusion

Para consignar la informacion en nuestra base de datos, se partioé de la
reportada, para el suborden Polyphaga, en Pherobase [25]. Esta Gltima es
una base de datos de libre acceso tanto para consulta como para el registro
de datos, por lo cual es comun que presente inconsistencias e informacion
errada’>. En consecuencia, se depurd la informacién consultando la
bibliografia primaria, es decir, un total de 957 articulos reportados en la
literatura especializada.

Como anotamos, para caracterizar la estructura quimica de los
semioquimicos empleamos un conjunto redundante de descriptores; por lo
tanto, la informacion que codifican algunas de estas variables puede referirse
a un mismo aspecto, ya sea porque fueron propuestos para dar cuenta de una
misma caracteristica estructural o bien porque fueron derivados de un mismo
descriptor fundamental por autores diferentes. Consideramos que usar un
conjunto redundante de variables se justifica en la medida en que no existe
el fundamento tedrico que permita caracterizar de una manera cuantitativa y
univoca el concepto de estructura quimica, quiza uno de los mas complejos
de esta ciencia. La seleccion de los descriptores mas relevantes la hicimos
primero mediante ACP y, como mencionamos, la seleccion de las variables
originales que mas participan en los componentes principales se realiz6 por
separado para cada una de las seis clases de descriptores moleculares. Este
procedimiento lo planteamos con el fin de asegurar que el conjunto final
mantuviese lo esencial que pretende codificar cada una de las seis clases
de descriptores. Por ultimo, constatamos que no existe mayor correlacion
entre las variables seleccionadas. Esta metodologia nos permitié reducir el
conjunto de descriptores; asi, pasamos de un conjunto de 200 a uno de 53,
que reconocemos como las variables mas significativas.

3 Un listado de las inconsistencias y errores detectados se encuentra disponible
por solicitud.
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Los semioquimicos considerados fueron agrupados mediante el método
FCM; como anotamos anteriormente, se observa la existencia de tres
grandes grupos. Al comparar los valores de pertenencia de cada molécula
a cada grupo notamos que para el grupo R1 hay moléculas con pertenencia
superior a 0,85. Para los grupos R2 y R3 las pertenencias mas altas apenas
superan un valor de 0,45; estos valores indican que hay moléculas con
pertenencias similares a estos dos grupos. Escogimos las moléculas con
mayor pertenencia a cada grupo para definir su nicleo, de manera que
pudiésemos centrar nuestra atencion en pequefios conjuntos de moléculas
que segun FCM deberian ser bastante similares entre si. Asi fue posible
identificar un patron estructural: el nacleo del grupo R1 esta formado por
hidrocarburos lineales; el nucleo del grupo R2 incluye moléculas aromaticas
o con dobles enlaces conjugados y el nucleo del grupo R3 por moléculas
de bajo peso molecular que incluye alcoholes, aldehidos, cetonas y ésteres.
(Ver Tabla 1).

Vale la pena destacar que las moléculas que conforman cada uno de
los tres nucleos propuestos corresponden a metabolitos secundarios que
comparten un mismo origen biosintético; por lo tanto, el patroén estructural
que se develd con FCM corresponde a la clasificacion seglin las respectivas
rutas biosintéticas [26], al menos para las moléculas de alta pertenencia a
cada grupo (Véase Figura 1).

-02

-01

Grupn R1 Grupn R2 Grupn R

Figura 1. Representacion del grado de pertenencia de cada una de las moléculas a
los tres grupos establecidos por el método de logica difusa FCM. Para el grupo R1,
se observa una pertenencia superior a 0,8 para un grupo pequefio de moléculas. Para
los otros dos grupos, R2 y R3, las moléculas tienen grados de pertenencia bastante
parecidos, aunque bajos; las de mayor pertenencia se diferencian en milésimas.

Una vez hemos reconocido un patréon correspondiente a las rutas
biosintéticas, podemos emplearlo como la funciéon de respuesta que
requieren las técnicas de BA y BS para hacer la seleccion de descriptores.
Para la técnica de bosques aleatorios, al igual que en el ACP, obtuvimos un
conjunto final de 53 descriptores y con Boruta-Shap este conjunto aumento
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a 60 variables*. Al comparar los tres conjuntos de variables seleccionadas,
encontramos que los métodos de seleccion dirigida, los cuales consideran
el conjunto total de variables, dan lugar a conjuntos de variables dptimas
similares a los que hallamos mediante ACP, que realizamos por aparte para
cada clase de descriptores. El nimero de descriptores por tipo seleccionados
con cada técnica puede verse en la Tabla 2.

Tabla 1. Ejemplo de moléculas pertenecientes al niicleo de cada grupo, los valores de
pertenencia y su asociacion con su respectiva ruta biosintética [26].

Semioquimico Grupo Pertenencia Ruta biosintética

9-Pentacoseno 0,899650

11-Metiltricosano 0,886590

Tetracosano R1 0,850447 Acidos grasos
Tricosano 0,850364

9,10-Hexacosadieno 0,849234

Propanoato de fenilo 0,470915

Benzoato de metilo 0,469101

1,2-Dimetoxibenceno R2 0,469077 Acido shikimico
2-Fenilacetaldehido 0,467668

Metoxibenceno 0,467480

4-Pentenoato de etilo 0,481187

Acetato de (E)-2-hexenilo 0,478890

4-Pentenoato de metilo R3 0,477727 Acido acético
Acetato de (Z)-3-hexenilo 0,476378

Pentanoato de etilo 0,473211

Tabla 2. Distribucion de descriptores moleculares seleccionados mediante cada
metodologia por clase de descriptor.

Técnicas de seleccion de caracteristicas
Clase de descriptores ACP BA BS
(C;e]l;(;ulados sobre superficies 1 14 18
Constitucionales 20 12 12
Cuanticos 10 5 8
Grafo-tedricos 10 18 18
Propiedades fisicoquimicas 2 4 5

Por otra parte, al repetir el agrupamiento con el FCM con las variables
derivadas de BA y BS encontramos que los nucleos en cada agrupamiento
se conservan. Para corroborar estos agrupamientos empleamos mapas
autoorganizados de Kohonen (SOM). El entrenamiento y la evaluacion de
los SOM se llevo a cabo con los 102 compuestos que se encuentran en los
nucleos de los grupos derivados del FCM vy los tres conjuntos de variables.

4 Un listado de las variables seleccionadas con cada uno de los métodos se encuentra
disponible por solicitud a los autores.

3B

Como resultado obtuvimos tres redes neuronales que logran reproducir
la clasificacion previamente conseguida segun la ruta biosintética, como
se muestra en la Figura 2. En ella se observa que el mejor agrupamiento
se obtuvo al emplear los descriptores derivados del método de bosques
aleatorios, pues separa de mejor manera las distintas moléculas por
fronteras de neuronas con baja activacion (ver Figura 2), y ademas presenta
el error de cuantizacion [21] mas bajo de las tres: 1,68. A su vez, los SOM
alimentados con los descriptores derivados del ACP y BS no logran separar
tan claramente algunas moléculas; este es el caso de los subgrupos que se
forman para la ruta del acido shikimico (R2) y la ruta del acido acético (R3),
segun se aprecia en las Figuras 2a y 2¢; ademas, el error de cuantizacion fue
mayor: 2,78 y 2,04, respectivamente.
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Figura 2. Mapas autoorganizados de Kohonen entrenados con los descriptores
resultantes de la seleccion por: a. Andlisis de componentes principales, b. Bosques
aleatorios y c. Boruta-Shap. Las neuronas que presentan un color mas claro tienen
una menor activacion y constituyen las fronteras entre los grupos:O Ruta del acido
shikimico, + Ruta de los acidos grasos, + Ruta del 4cido acético. Notese que algunas
moléculas pertenecientes a rutas distintas activan una misma neurona.

Si bien fue posible hallar un patrén a partir del método de agrupamiento
difuso, y se corroboro la consistencia del mismo con los SOM, aun persisten
46 moléculas que no presentan un grado claro de pertenencia a alguna
agrupacion o ruta biosintética. Para complementar el modelo de aprendizaje
de maquina que estamos presentando, empleamos perceptrones multicapa
para clasificar estos 46 semioquimicos. Presentamos dos MLP, uno que usa
el conjunto de descriptores determinado por ACP (MLP//ACP), pues fue el
punto de partida para establecer el patron de clasificacion, y el otro con los
descriptores seleccionados por el método de BA (MLP//BA), ya que estos
demostraron ser el conjunto de variables mas apropiado para diferenciar las
clases en que buscamos clasificar los semioquimicos. Al igual que los SOM,
los MLP fueron entrenados con los mismos 102 compuestos bien definidos.
Este conjunto se dividié aleatoriamente en una proporcioén 80-20, en que
el 80% de los semioquimicos se empled para el entrenamiento y el 20%
restante se utilizo como conjunto de prueba.
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Para ambos modelos se obtuvo una concordancia del 100% entre la
respuesta obtenida y la respuesta esperada para el conjunto de entrenamiento.
En cuanto al conjunto de prueba, el modelo MLP//ACP presentd una
concordancia del 95%, mientras que para el modelo MLP//BA la concordancia
fue del 100%. La precision y la sensibilidad en la clasificacion del conjunto
de prueba se pueden ver en la Tabla 3. Estos dos modelos se emplearon para
establecer las rutas biosintéticas del conjunto de 46 moléculas problema.
Dado que se trata de un conjunto pequefio de compuestos a clasificar,
pudimos revisar de manera manual la prediccion para cada uno de ellos. Asi,
con los dos modelos 31 de las 46 moléculas son clasificadas de la siguiente
manera: 18 en la ruta del acido shikimico (R2), nueve en la ruta del acido
acético (R3) y cuatro en la ruta de los acidos grasos (R1). No obstante, de
estas 31 moléculas ocho no parecen bien clasificadas; se trata de terpenoides
que en principio deberian estar en la ruta R3, pero que se reparten entre la R1
y la R2. Consideramos que esto puede deberse a que la biosintesis de esta
clase de metabolitos involucra multiples mecanismos que generan una gran
diversidad estructural [27] o bien a una deficiente representacion de este tipo
de compuestos. No obstante, quiza lo mas factible es que estas clasificaciones
erradas se deban al tamafio de la muestra empleada, en la cual no se cuenta
con suficiente representacion de todas las posibles categorias.

Por otra parte, quedan 15 moléculas para las cuales se predicen
clasificaciones distintas con cada modelo. Al respecto, debe tenerse en
cuenta que algunas moléculas se pueden obtener tanto de la ruta de los
acidos grasos como de la ruta del acido acético; esto podria explicar lo que
ocurre con seis de las 15 moléculas (ver Tabla 4, aquellas marcadas con *).
Ademas, debemos recordar que la ruta del acido acético también da origen
a compuestos aromaticos, lo que podria justificar la clasificacion de tres de
las nueve restantes (ver Tabla 4, aquellas marcadas con 1), resultado que
solo se presenta para el MLP//ACP. Las otras seis estan bien clasificadas por
alguno de los dos modelos.

Tabla 3. Precision y sensibilidad para las clasificaciones obtenidas para el conjunto
de prueba con cada modelo.

Rutas Precision Sensibilidad
biosintéticas MLP//ACP | MLP/BA | MLP/ACP | MLP//BA
R2 1,00 1,00 0,86 1,00
R3 0,88 1,00 1,00 1,00
RI1 1,00 1,00 1,00 1,00

En vista de que algunas equivocaciones en la clasificacion son mas graves
que otras, empleamos el coeficiente Kappa de Cohen ponderado [28] para
comparar los modelos y evaluar el nivel de acuerdo entre las predicciones
y las clasificaciones. Para ello propusimos las siguientes penalidades: tres
para las moléculas que presuntamente derivan del acido shikimico y los
perceptrones las clasifican como compuestos derivados de la ruta del acido
acético o de los acidos grasos y uno para los otros dos casos. Asi, Kappa
para el perceptron entrenado con los descriptores derivados de bosques
aleatorios (MLP//BA) es de 0,57, mientras que para el modelo entrenado con
los descriptores derivados del ACP (MLP//ACP) es de 0,54. En ese sentido,
se presenta un mayor acuerdo entre la respuesta esperada y su prediccion para
el modelo MLP//BA. Si bien el valor k = 0,57 se interpreta como un resultado
aceptable para las clasificaciones, ha de tenerse en cuenta que el sistema aqui
considerado cuenta con muy pocos registros y, a pesar de esto, la metodologia
propuesta arroja resultados promisorios.

Tabla 4. Moléculas con un grado de pertenencia no definido en FCM y para las cuales se presentan resultados ambivalentes empleando los descriptores derivados del ACP y

determinados por bosques aleatorios usando el perceptron multicapa.

Molécula Ruta biosintética Predlccu:: Cc;n MLP// Predlccm; zon MLP//
(E)-3,7-Dimetil-2,6-octadien-1-ol Ac. acético R3 R3 R2
(E)-2-Nonenal Ac. acético R3 R3 R2
Fenilmetanol Ac. shikimico R2 R37 R2
2-Feniletanol Ac. shikimico R2 R37 R2
2,6-Dimetil-2,7-octadien-6-ol Ac. acético R3 R3 R2
Acido 2,6-dimetil-5-heptenoico Ac. acético R3 R3 R2
1-Feniletanol Ac. shikimico R2 R37 R2
(R)-5-Metil-2-(prop-1-en-2-il)-hex-4-en-1-ol Ac. acético R3 R3 R2
2,2-dimetil-3-(2-metilpropenil)-ciclopropanecarboxilato de etilo Ac. acético R3 R1* R2
4-(2,6,6-Trimetil-1-ciclohexenil)-butan-2-ona Ac. acético R3 R2 RI1*
(R)-(Z)-5-(Dec-1-enil)-oxaciclopentan-2-ona Ac. grasos R1 R2 RI1*
Ftalato de dibutilo Ac. shikimico R2 R2 R1
2,6,6-Trimetilbiciclo[3.1.1]hept-2-eno Ac. acético R3 R2 R1*
Anhidrido 2,3-dimetil-7-oxabiciclo[ 1,2,2]heptano-2,3-dicarboxilico Ac. acético R3 R2 R1*
(1S,58)-4,6,6-Trimetilbiciclo[3.1.1]hept-3-en-2-o0l Ac. acético R3 R2 RI1*

Rev. Colomb. Quim., vol. 51, no. 2, pp 35-40, 2022




L. S. Valencia-Colman & E. E. Daza C.

Conclusiones

Conseguimos ensamblar un conjunto de técnicas de aprendizaje de maquina
que conforman un modelo para el descubrimiento de patrones sobre
conjuntos de compuestos y la posterior clasificacion de moléculas problema
en funcion del patron establecido.

Los descriptores seleccionados a partir del analisis de componentes
principales en combinacion con la técnica de agrupamiento difuso C-means
nos permitidé reconocer un patréon entre los semioquimicos estudiados, el
cual corresponde a las rutas biosintéticas que dan lugar a estos metabolitos
secundarios.

Una vez identificado un patron, recomendamos la técnica de bosques
aleatorios para seleccionar las variables. Finalmente, la combinacién de la
metodologia propuesta con un perceptron multicapa nos permitié alcanzar
una asignacion aceptable de las rutas biosintéticas para las moléculas que
C-means no clasifico.

Las moléculas cuya clasificacion no fue del todo satisfactoria nos
muestran la necesidad de ampliar el conjunto de informacion, para incluir
una mayor variabilidad estructural que lleve a conjuntos de entrenamiento
mas robustos.
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The effect of the acid pre-
treatment temperature of
natural diatomaceous earth
on the Si/Al ratio of ZSM-5
zeolite

El efecto de la temperatura
del pre-tratamiento acido de
tierra de diatomeas natural
en la relacion SI/Al de zeoli-
tas ZSM-5

O efeito da temperatura de
pré-tratamento acido da te-
rra de diatomaceas natural
na relacao Si/Al da zeélita
ZSM-5

Abstract

Resumen

Resumo

Bolivian diatomaceous earth is a potentially
lower cost silica source than conventional high
purity reagents used in zeolite synthesis. Due
to its complex composition, it is necessary to
pre-treat it with sulfuric acid in order to reduce
impurities and regulate the aluminum content.
In the present work several experiments were
carried out with natural Bolivian diatomaceous
earth in the pre-treatment stage. In order to
determine the effect on the final Si/Al ratio,
the temperature of the acid pre-treatment was
varied between 50 to 155 °C. The results show
that the Si/Al ratio can be modulated from
6.2 up to 38.1. These treated diatomaceous
earth samples were used to synthetise ZSM-
5 zeolite. The obtained ZSM-5 zeolites have a
Si/Al ratio in the following range: 9.6 to 40.2.
XRD, NH_-TPD and Nitrogen Physisorption
techniques were used to characterise the
properties of the obtained zeolites. The degree
of crystallisation and the specific surface area
are directly related to the Si/Al ratio, resulting
in high values at high Si/Al ratios. The acid
sites are composed of strong Brdnsted acid
sites and, strong and weak Lewis acid sites. For
the zeolite with a low Si/Al ratio a high total
acidity was found (>0.51 molNH,_/Kgzeolite),
while at high Si/Al ratios the total acidity is
reduced (<0.38 molNH,/Kg )

zeolite”

Keywords: Diatomaceous earth; Si/Al ratio;
acid pre-treatment temperature; ZSM-5
zeolite.

La tierra de diatomea boliviana es una fuente
de silicio potencialmente mas econémica en
comparacion a los reactivos de alta pureza
comunmente utilizados para la sintesis de
zeolitas. Dada su composicion compleja
es necesario realizarle un pretratamiento
acido con el fin de reducir las impurezas y
regular el contenido de aluminio. En este
articulo se realizaron multiples experimentos
durante la etapa de pretratamiento acido. La
temperatura del pretratamiento acido fue
modificada en un rango entre 50 y 155 °C
esto con el fin de determinar su efecto en la
relacion Si/Al final. Los resultados mostraron
que la relacion Si/Al puede ser modulada en
un rango entre 6,2 y 38,1. Posteriormente,
se obtuvieron zeolitas a partir de la tierra de
diatomea modificada. Las zeolitas obtenidas
presentaron una relacion Si/Al entre 9,6
y 40,2. Se aplicaron distintas técnicas de
caracterizacion para la determinacion de las
propiedades. El grado de cristalinidad y el
area superficial especifica estan directamente
relacionadas con la relacion Si/Al. Los sitios
acidos estan conformados por acidos fuertes
de tipo Bronsted y acidos fuertes y débiles de
tipo Lewis. Para la zeolita con menor relacion
Si/Al se determind una elevada acidez total
(>0,51 molNH3/ngeoma), mientras  que
para la zeolita con mayor relacion Si/Al la
acidez total se redujo considerablemente
(<0,38 molNH3/Kg )

zeolita”

Palabras clave: Tierra de diatomeas; relacion
Si/Al; temperatura de pre-tratamiento acido;
zeolita ZSM-5.

A terra diatomacea boliviana é uma fonte
potencialmente mais barata de silicio em
comparagao com os reagentes de alta pureza
comumente usados para a sintese de zeo6litas.
Dada a sua composi¢do complexa, é necessario
realizar um pré-tratamento acido para reduzir
as impurezas e regular o teor de aluminio. No
presente trabalho, varios experimentos foram
realizados durante a etapa de pré-tratamento
acido. A temperatura do pré-tratamento
acido foi modificada em uma faixa entre 50 e
155 °C para determinar seu efeito na relacdo
Si/Al final. Os resultados mostram que a
razdo Si/Al pode ser modulada em uma faixa
entre 6,2 e 38,1. Posteriormente, as zedlitas
foram obtidas a partir de terra diatomacea
modificada. As zeoélitas obtidas possuem
uma razdo Si/Al entre 9,6 e 40,2. Diferentes
técnicas de caracterizagao foram aplicadas
para determinar as propriedades. O grau de
cristalinidade e a area superficial especifica
estdo diretamente relacionados com a razdo
Si/Al. Os sitios acidos sdo compostos por
acidos fortes do tipo Bronsted e acidos fortes e
fracos do tipo Lewis. Para a zedlita com menor
relagdo Si/Al, foi determinada uma alta acidez
total (>0,51 molNH,/Kg . ), enquanto
para a zeolita com maior relagdo Si/Al, a
acidez total foi consideravelmente reduzida
(<0,38 moINH,/Kg, .. )

zeolita” "

Palavras-chave: Terra de diatomaceas; razio
Si/Al; temperatura de pré-tratamento acido;
ZSM-5 zedlito.
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Introduction

The ZSM-5 zeolite (Zeolite Socony Mobile 5) is a molecular sieve with
a well-defined crystalline structure. It has a three-dimensional framework
with micropores that give a high specific surface area. Furthermore, ZSM-5
has an acid site distribution divided between Bronsted and Lewis types [1],
[2]. These properties in addition to high thermal stability make ZSM-5 a
material with a wide range of applications such as ion exchanger, catalyst,
membrane separator, and gas adsorber [3]. Also, it is important to remark
that most of these properties are defined by their Si/Al ratio and by its
chemical composition [4]. Nevertheless, in catalytic processes, some of the
properties have to be partially sacrificed to enhance the others. Accordingly,
to avoid extra costs, unnecessary treatments and other similar processes, a
well-balanced catalyst is commonly the best alternative.

The conventional ZSM-5 zeolite synthesis method involves a gel
formation obtained from different chemical reagents such as sodium
silicate, aluminum sulfate, and tetrapropylammonium hydroxide (TPA-
OH) [5],[6]. These chemical reagents are expensive, so it is convenient
to use lower cost materials such as diatomaceous earth [7]-[11]. Due the
importance of the Si/Al ratio in zeolite’s properties, there are many studies
in relation to modulating the Si/Al ratio of a nonmetallic mineral raw
material such as kaolin and diatomaceous earth [7]-[9]. Moreover, there
are reports regarding the effect of synthesis parameters on the final Si/Al
ratio that indicate that every raw material has a different behavior in relation
to the acid pre-treatment and synthesis parameters [12]-[14]. As a result,
it is necessary to identify the optimal synthesis conditions for regulating
the Si/Al ratio according to the final zeolite application. Thus, it would be
a more economical process to treat the diatomaceous earth with mineral
acids than to regulate the Si/Al ratio by adding high purity reagents, such as
sodium silicate or sodium aluminate. In addition, it is important to consider
that Bolivia has natural reserves of diatomaceous earth that are not being
used for any application and, to the best of our knowledge, there are no
reports regarding the effect of synthesis parameters such as the temperature
of the acid pre-treatment on the final properties of the ZSM-5 zeolites
[15]. Therefore, in the present research work, we report the effect of the
temperature during the acid treatment of Bolivian diatomaceous earth and the
synthesis of ZSM-5 zeolites obtained from them. Also, the characterization of
properties was carried out for every obtained zeolite, allowing to determine
the present crystalline phase, degree of crystallinity, specific surface area,
micropore volume and acid site concentration and distribution.

Materials and Methods

The diatomaceous earth used in the present work was collected from the
locality of Bella Vista in the geological formation of Murmuntani in Potosi,
Bolivia at 4,067 m.a.s.l. The diatomaceous earth was pre-treated with a 6
M sulfuric acid solution in a proportion of 1:9 (solid:sample solution) in
a hydrothermal reactor for 24 h at 4 different temperatures (50, 85, 120
and 150 °C). Subsequently, the hydrothermal reactor was quenched and the
product filtered and washed with distillated water until pH was close to 7.
The obtained solid was separated and dried overnight at 100 °C.

Four zeolites were synthetised from acid pre-treated diatomaceous earth
with different Si/Al ratios. The four zeolites were prepared from the same
mixture composition: Mixing the acid pre-treated diatomaceous earth with

distilled water, sodium hydroxide (Merck pure grade 99%) and TPA-OH
(Merck reactive 1M solution) as a structural directional agent (SDA). The
molar ratio in the synthesis mixture was: Na,0/Si0, = 0.18; Si0,/Al,0, =X;
SiO,/TPA-OH = 3.5; H,0/Si0,=30. The synthesis mixture was aged under
constant stirring at room temperature and then the pH of the mixture was
adjusted to 11 with a 1 M solution of hydrochloric acid. Successive to the
aging time, the synthesis mixture was hydrothermally treated in a Teflon
stainless steel autoclave at 170 °C. Subsequently, the hydrothermal reactor
was quenched and the product was washed with distilled water until the pH
reached a value close to 7. Finally, the obtained solid was dried at 100 °C
overnight and calcinated at 550 °C for 8 h. The aging time and synthesis
time were different for each Si/Al ratio in order to improve the degree of
crystallinity of the final zeolite (see Table 1).

Table 1. Aging time and synthesis time of the obtained ZSM-5 zeolites.

P r“‘::‘t’iisv Al ZSSI:}ASI f:t‘i’(l)'te Aging Time [h] | Synthesis time [h]
381427 402+1.0 24 12
313+18 375417 36 24
9.6+1.9 126+ 1.0 36 32

In order to obtain the protonated form of the zeolite (H-ZSM-5), the ZSM-5
zeolite was mixed with ammonium nitrate 1 M in a reflux system at 80 °C
for 12 h. The zeolite to ammonium nitrate ratio was 1:12 (in weight terms).
Subsequently, the solid was separated by filtering and washed with distilled
water. Finally, the zeolite was dried at 100 °C overnight and calcinated for
8 h at 550 °C. This procedure was carried out twice for each sample.

The Si/Al ratio of the acid pre-treated diatomaceous earth and the H-ZSM-5
zeolite was quantified by the X-ray fluorescence (XRF) technique. The
readings were carried out with a Thermo Scientific Niton XL3t Ultra
spectrometer. The Si/Al ratio was quantified using a calibration curve
developed from samples prepared with different concentrations of pure
silicon oxide and pure alumina. The statistical evaluation (C.I. 95%) was
undertaken using the “IBM SPSS statistics 22” software.

The identification of crystalline phases and the ascertainment of the
degree of crystallinity of the samples were determined by means of the
X-ray diffraction (XRD) technique. The readings were carried out on a
PANalytical X-ray Diffractometer with an X-ray copper tube (Ka= 1.54 A)
and an Xcelerator detector. The operational conditions applied to the X-ray
tube were 40 mA and 40 kV. The analysis range was from 5 to 60 °, 20
Bragg degrees. The analyses were carried out in triplicate.

The degree of crystallinity (Eq. 1) [7] was assessed by calculating the
area under the principal peaks in the 20 region between 22.0 to 25.0 ° and
comparing it with a high crystalline synthetic zeolite.

%Crystallinity — >_ Areaunder peaks sample

Eq.1
> Areaunder peaksreference g

The identification and quantification of the acid sites were carried out by
the Ammonia Temperature Programmed Desorption (NH,-TPD) technique.
The readings were carried out on a ChemBET TPR/TPD Quantachrom
Analysis equipment. A known weight for zeolite was placed in the analysis
cell. Then the zeolite was degassed at 250 °C for 30 min and activated at
550 °C for 1 h under a flow of He (15 mL/min). Subsequently, a flow of
15 mL/min (5% NH,/He) was passed through the cell and ammonia adsorption
was carried out for 1 h at 100 °C. Finally, the gas flow was changed to He
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(15 mL/min) and heated to 850 °C at 9 °C/min. The signals were registered
with a TCD detector. For NHs quantification previous analysis were carried
out to determine a calibration factor between the signal area detected by the
TCD and the previous known NH, volume. Due the destructive behaviour
of the technique, the analysis was carried out only once per sample.

Nitrogen Physisorption was carried out on a ChemBET TPR/TPD
Quantachrom Analysis equipment. The pre-treatment of the samples was the
same as for the NH,-TPD analysis. The weighted sample was placed in the
analysis cell and different proportions of N /He (P/P;=0.10 — 0.35) was used
according to the BET method. (The analyses were carried out in triplicate).

To quantify the specific surface area, the BET method was applied with
the sorption data. The T-Plot method was applied to quantify the micropore
volume, micropore area, external area and degree of crystallinity (Eq. 2).
The T-Plot method is applied in samples that present microporosity. To
estimate the thickness of the pore we used the zeolite equation (Eq. 3) as the
literature suggests [16].

o Vmicropore
%Crystallinity =100 *‘/7“ Eq.2
micropore

reference

13.9900 Eq.3
log| P
[0.0340 1og[ %0 ”

Finally, the morphology and particle size were performed by an external
laboratory as an analysis service.

X =

Results and Discussion

It is well known that diatomaceous earth is often pre-treated with mineral
acid in order to reduce the concentration of undesired metallic species (e.g.,
alkali metals) and regulate the Si/Al ratio [13], [17]. To achieve this, the
diatomaceous earth was mixed up with 6M sulfuric acid at five different
temperatures for 24 h. The applied temperature during the acid pre-treatment
caused significant changes in the Si/Al ratio (see Figure 1) in comparison to
the non-treated diatomaceous earth (Si/Al=6.18).

4

40 + g Bereereernninnnnn., +
35 T

N
w
!

t

Diatomaceous earth
Si/Al ratio
=N
(5 I =]

=
o
!
t
=

wv
!
t

o

Temperature [°C]

Figure 1. Effect of the pre-treatment temperature during the acid pre-treatment of
diatomaceous earth on the Si/Al ratio.

The Si/Al ratio of diatomaceous earth can be modulated from Si/Al=6.2
(natural raw material) up to Si/Al=38.1 by controlling the acid pre-treatment
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temperature (See Supplementary information section). The highest Si/Al ratio
was achieved at 120 °C. At higher temperatures no significant changes were
observed in the Si/Al ratio. At lower temperatures the Si/Al ratio decreases
because aluminum solubility increases at higher temperatures [13], [17].

The acid pre-treated diatomaceous earth samples with different Si/Al
ratios were used as precursors to obtain ZSM-5 zeolite. The diffractograms
shown in Figure 2 indicate that only the precursor with Si/Al=38.1 (highest
ratio) has achieved a ZSM-5 zeolite structure after synthesis conditions.
The remainder of the diatomaceous earth precursors do not present any
clear crystalline structure after synthesis. The latter may be attributed to
the different contents of aluminum in each precursor, since the greater
aluminum content reduces the rate of crystal growth because aluminum
intrusion is a disruptive process that requires more energy to develop [18].
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Figure 2. XRD diffractograms of zeolite synthesis from diatomaceous earth
precursors: a) Si/Al=38.1, b) Si/Al=31.3, ¢) Si/Al=9.6, d) pure diatomaceous earth
(Si/A1=6.2) and e) reference ZSM-5 zeolite obtained from pure reagents (Si/Al=43.8).

The low intensity and poor definition of the signals observed in Figure
2, suggest that it is necessary to improve aging and synthesis conditions.
During aging time, ZSM-5 nuclei are formed and the process is affected
by the presence of aluminum. At this point, aluminum interacts with [OH]
anions reducing the interaction between silica and [OH]. These interactions
lead to delay the Si-O-Si nuclei formation [18], [19]. On the other hand,
the synthesis time is also affected by the presence of aluminum. Due to
the disruptive nature of aluminum, crystal development requires more
energy. As a consequence, more aluminum content will cause crystal
growth to proceed at a slower rate [18] - [20]. So, to improve the degree of
crystallisation of the ZSM-5 zeolite the aging time and the synthesis time
were modified for each acid pre-treated diatomaceous earth sample.

After improving the “aging and synthesis time” (see Table 2), a typical
ZSM-5 zeolite diffractogram was introduced from all the acid pre-treated
diatomaceous earth samples, as can be seen in Figure 3.

A direct ratio can be noted between the aluminum content and the degree
of crystallinity in the final ZMS-5, in accord with Jacobs et al. [21], i.e., the
lower the amount of aluminum species the higher degree of crystallinity
(see Table 3). Thus, ZSM-5 zeolites were obtained from acid pre-treated
diatomaceous earth samples with different Si/Al ratios. The zeolite with
the lowest ratio (Si/Al=12.6) was obtained with a 60% of amorphous phase
and a 40.0% of degree of crystallinity, being a predominantly amorphous
material. And the ZSM-5 with the highest ratio (Si/Al=40.2) was obtained
with a 96.6% degree of crystallinity and 3.4% of amorphous phase, being
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a predominantly crystalline material. The synthesis of the ZSM-5 zeolites
with different crystallinity and amorphous material percentages was
assessed by modulating the “aging time and synthesis time”.
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Figure 3. XRD diffractograms after improving the aging and synthesis time of ZSM-
5 zeolite using: a) Si/Al=9.6 b) Si/Al=31.3 c) Si/Al=40.2 and d) pure reagents as a
reference Si/A1=43.8.

Table 2. Average Si/Al ratio obtained from diatomaceous earth after acid treatment
at different temperatures.

Temperature [°C] Si/Al ratio
155 38.1+2.7
120 39.1+0.8
100 38.5+0.7
85 31.3+1.8
50 9.6+1.9
No treatment 6.2+0.3

Table 3. Summary synthesis of the obtained ZSM-5 zeolites from acid pre-treated
diatomaceous earth precursors.

. Diatomaceous . .
Time [h] Earth Si/Al ratio Final ZSM-5 zeolite
. . Degree of
Agin Synthesi Precursors Si/Al ZSM-5 Zeolites Crystallinit
ging | Synhests Ratio Si/Al Ratio fystd miy
[%]
72 120 43.8 (Reference) 43.8 100.0 + 8.6
24 12 38.1+2.7 402+1.0 96.6 +£10.2
72 24 313+1.8 37.5+1.7 83.7+7.8
72 32 9.6+1.9 126+1.0 450+3.4

The obtained zeolites have different nitrogen adsorption capacities. A direct
correlation can be appreciated between the adsorbed volume and the Si/Al
ratio: A high Si/Al ratio leads to an increase in the adsorption capacity of the
zeolite (See Table 4). This behaviour can be explained by pore collapse due
to the intrusion of aluminum in the crystalline structure. A high aluminum
content leads to structure instability causing the structure to collapse within
itself [18]-[20].

Table 4. Nitrogen adsorption from sorption experiment for ZSM-5 zeolites with
different Si/Al ratios.

ZSM-5 Zeolite

Si/Al ratio — 43.8 40.2 375 12.6

Adsorbed Adsorbed Adsorbed Adsorbed

Relative Pressure Vol. [em®/g] | Vol. [em®/g] | Vol. [em’/g] | Vol. [cm’/g]

0.10 105.7 124.6 87.7 47.1
0.15 107.9 118.9 112.9 55.2
0.20 110.6 127.7 102.5 55.7
0.25 112.1 124.5 108.1 45.6
0.30 114.6 126.2 98.9 71.5
0.35 114.1 128.3 95.8 58.0

Based on Table 5 it can be observed that the specific surface area is
dependent on the Si/Al ratio: Low aluminum content leads to an increase in
the specific surface area and, high aluminum content has the opposite effect
in concordance with the literature [21]. This behaviour can be explained by
the disruptive effect of the aluminum on the ZSM-5 crystalline structure. A
high aluminum content leads to a reduction of the interaction between SiO,
species with [OH] and, in consequence the degree of crystallinity decreases
gradually. Accordingly, the specific surface area also decreases [18].

Table 5. BET specific surface area, determination of coefficient and C,, constant
values.

Specific Surface Determination of
ZSM-5 zeo‘llte Si/ Area by BET Coefficient in the CBET Constant
Al ratio [m?g]| BET range (P/
g P,=0.1-0.35)

43.8 (Reference) 290.0+17.9 0.99 -29.8
402+1.0 300.0 + 14.8 0.99 -29.0
37.5+1.7 235.1+£29.2 0.96 -20.6
126+1.0 229.0 +£23.7 0.99 38.0

On Table 6, it can be appreciated that the micropore properties (volume
and internal surface area) and the external surface area are related to the
Si/Al ratio as were the BET results. The micropore volume is related to
the crystallinity of the zeolite: If the crystalline structure of the zeolite is
conformed in a perfect system, the micropore volume reaches a maximum
value, because in a perfect system there is no loss in the volume of the
pores. In our case, the micropore volume of the reference zeolite is
0.135 cm?/g in concordance with the reports of Sayari et al. and Solcova et
al. [22]. Furthermore, at high Si/Al ratios (38.1) the micropore volume is
almost constant, while at low Si/Al ratios (9.6) it considerable reduces. This
behaviour is a consequence of loses of crystallinity between Si/Al= 38.1
and Si/Al=9.6 [18]. Because the internal surface area and the micropore
area are directly related to the micropore volume these results present the
same behaviour in relation to the Si/Al ratio. Both cases have the same
explanation. The intrusion of aluminum species in the synthesis mixture
leads to a decrease in crystallinity, reducing the micropore properties
including the micropore volume and surface areas.
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Table 6. T-plot method results of the obtained zeolites.

ZSM-5 Zeolite Si/Al Micropore Volume . ) External Surface Area o .. Determination
Ratio [em¥g] Micropore Area [m?/g] [m?/g] % of Crystallinity of Coefficient
43.8 0.14 268 21 100.0 0.96
38.1+1.0 0.14 276 23 100.0 0.98
313+1.7 0.08 190 44 58.5 0.52
9.6+ 1.0 0.05 206 22 35.0 0.65

Particle size and morphology were studied by way of SEM as can be
appreciated in figure 4. The calibration bar presented in the lower part of
figure 4, was used to measure the average particle size for each zeolite. The
summary of the particle sizes is shown on Table 7.

Table 7. Average particle size for each ZSM-5 zeolite synthetised from diatomaceous
earth.

ZSM-S5 Zeolite Si/Al ratio Average Particle Size [pm]
40.2 2.1+£0.3
37.5 2.1+0.4
12.6 25+04

Typical rounded shape crystals were obtained from the synthesis
of ZSM-5 zeolites from diatomite (figure 5 A, B and C). This shape was
expected according to references from researchers who also worked with
diatomaceous earth under similar conditions [7]. Also, in figure 4 D it can
be appreciated that the round particles are formed by the union of different
orthorhombic crystals that develop as twin crystals side by side with a
single crystal shape similar to the results found by Sanhueza et al [9]. It is
possible to observe laminar residues of diatomaceous earth (shown in figure
4 B and C inside the circles) mainly in the samples with a lower Si/Al ratio.
These residues evidence that not all the treated diatomite was transformed
into ZSM-5 zeolite.

Figure 5 shows the experimental NH,-TPD profiles for each zeolite. The
profiles have a typical form of ZSM-5 zeolite from NH,-TPD-experiments
[23], [24]. Four deconvoluted signals were assigned from the NH,-TPD
profile for the ZSM-5 zeolite with Si/Al=12.6. For zeolites with Si/Al=40.2
and Si/Al=37.5 only three deconvoluted signals were observed. The first
deconvoluted signal has a maximum temperature between 140 to 200 °C.
The second deconvoluted signal has a maximum temperature between
220 to 370 °C. The third deconvoluted signal has a maximum temperature
between 600 to 750 °C. And the fourth signal has a maximum temperature
around 850 °C. The first signal can be attributed to physically desorbed
NH,, where the NH, comes from NH, "nNH, species adsorbed on the zeolite
surface [23], [25]. The second signal is partially attributed to physically
desorbed NH, and to interactions between NH, and weak Lewis acid sites
[23], [26]. Lewis acid sites are generated by the presence of cations in the
crystalline structure for charge compensation [26], [27]. The third signal
is due to strong Bronsted acid sites (BAS) [23]. Finally, the fourth signal
is due to strong Lewis acid sites (LAS) [28]. LAS are generated by the
presence of extra framework aluminum species (EFAL).

SEM HV: 200KV WD: 15.03 mm | VEGA3TESCAN|  SEM HV: 20.0 kV.

SEM MAG: 30.3 kx Det: SE Spm SEM MAG: 23.1 kx Det: SE 5 pm
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Figure. 4. SEM micrographs of ZSM-5 zeolites with: A) Si/Al=40.2 B) Si/Al=37.5
C) Si/Al=12.6 and D) Additional zoom on the surface of ZSM-5 with Si/Al=40.2.
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Al=37.5 and ¢) ZSM-5 with Si/Al =40.2.
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Table 8 presents the behaviour of the different acid sites in relation to
the Si/Al ratio of the ZSM-5 zeolites. Weak Lewis acid sites are dependent
on the acid pre-treatment temperature since high temperatures permit
extracting more interfering species, such as metallic species [25], [29]
so less weak Lewis acid sites are expected. This is evident with the acid
pre-treated diatomaceous earth at 120 °C (Si/Al=40.2) which reduces the
quantity of Lewis acid sites by half as compared to the acid pre-treated
diatomaceous earth treated at 85 °C (Si/Al=37.5), see Table 8.

The BAS are related to the content of aluminum in the structure of the
zeolite. The more aluminum the structure has, the more it needs cations
to compensate the generated negative charge. These cations could come
from undesired species, such as metallic species (weak Lewis acid sites)
or by way of ion exchange. The studied zeolites were in a protonated form
(H-ZSM-5), so the final aluminum concentration will determinate the BAS
concentration [23].

The LAS are related to the content of EFAL in the zeolite. At elevated
aluminum content EFAL are formed during the synthesis process due the
disruptive nature of aluminum intrusion in the crystalline structure. In
the zeolite with Si/Al=12.6 the concentration of aluminum is too high,
so part of the Al forms EFAL because the ZSM-5 zeolite undergoes a
dealumination process in order to stabilise itself [30]. As a consequence, the
aluminum forms penta-coordinated species (EFAL) and remains as part of
the aggregate [31]. This phenomenon explains the existence of the fourth
signal in the ZSM-5 zeolite Si/Al=12.63 ratio [18], [23], [31].

Table 8. Quantification of acid sites type by NH,-TPD.

ZSM-5
Zeolite Si/Al 40.2 375 12.6
ratio
Type of Deconvoluted | Mole NH,/ | Mole NH,/ Mole NH,/
interaction Signal Kgzeolite Kgzeolite Kgzeolite
NH,
physisorption 1 0.22+0.03 0.21£0.03 0.10+0.03
(0=2)
NH,
physisorption 1l 024003 | 0.58+0.03 | 0.43+0.03
(n=1) and weak
Lewis acid sites
Strong Bronsted
+ + +
acid sites (BAS) I 0.38+0.03 0.47+0.03 0.51+0.03
Strong Lewis v ) } *
acid sites (LAS)
Total acidity I+1vV 0.38+0.03 0.47+0.03 0.51+£0.03

* Detectable signal but not quantifiable.

Conclusions

It is possible to modulate the Si/Al ratio of natural Bolivian diatomaceous
earth by changing the temperature of the acid pre-treatment. The pre-
treated diatomaceous earth was used to synthetise three ZSM-5 zeolites
with different Si/Al ratios in the range 12.6 — 40.2. The obtained ZSM-
5 zeolites have different physicochemical properties. The degree of
crystallisation, micropore volume, internal surface area and external surface
area are dependent on the Si/Al ratio. The results show that high aluminum
content leads to a loss of crystallinity, possibly due to pore collapse. The

concentration and distribution of acid sites (BAS and LAS) are dependent
on the zeolite’s Si/Al ratio. High total acidity amounts (>0.52 moINH,/
Kg, .;..) are found at low Si/Al ratios and are composed of strong Bronsted
and strong Lewis acid sites. At high Si/Al ratios a reduction of the total
acidity amount is reported (<0.38 moINH,/Kg .. Further investigation is
needed to develop the potential applications of the obtained zeolites in areas
such as heterogeneous catalysis, gas adsorption, etcetera.
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