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Application of molecular topology for the prediction of anaerobic biodegradation of chlorophenols

Aplicacio de la topologia molecular per a la prediccio de biodegradacio anaerobia de clorofenols

RESUMEN

Se ha aplicado la topologia molecular y el andlisis de re-
gresion multilineal en la busqueda de un modelo de re-
laciéon cuantitativa estructura-actividad (QSAR) capaz de
predecir la capacidad de biodegradacién anaerobia de un
grupo de clorofenoles. Tomando el valor de la constante
de velocidad de desaparicion del derivado clorofendlico
,Jlog k, como variable dependiente y los descriptores to-
polégicos como variables independientes, se obtuvo una
ecuacién con tres variables y coeficientes de correlacién
y de prediccién , R?=0.9291 y Q2=0.870. El modelo fue
validado a través de una validacion interna y un test de
aleatoriedad. Los resultados obtenidos muestran una alta
capacidad de predicciéon para la biodegradacién de los
compuestos analizados.

Palabras clave: Biodegradacién, Clorofenoles, Analisis
QSAR, Analisis de regresion multilineal, Topologia Mole-
cular.

SUMMARY

Molecular topology and multilinear regression analysis
have been used to find a QSAR model capable of pre-
dicting the anaerobic biodegradation ability of a group
of chlorophenols. Taking the value of the rate constant
of chlorophenollic derivatives’ degradation, log k, as the
dependent variable and topological descriptors as inde-
pendent variables, a three-variable equation was obtained
having a correlation coefficient (R?) of 0.9291 and cross-
validated correlation coefficient Q2 = 0870. The model was
tested through a validation and a test of randomness. The
results show high predictability for biodegradation of the
compounds analyzed.

Key words: Biodegradation, Chlorophenols, QSAR Analy-
sis, multilinear regression analysis, Molecular Topology

RESUM

S’ha aplicat la topologia molecular y la analisis de la re-
gressio multilineal en la trobada d'un model de relacié
quantitativa estructura-activitat (QSAR) capac de predir la
capacitat de biodegradacié anaerobia d’'un grup de clo-
rofenols. Agafant el valor de la constant de velocitat de
desaparicio del derivat clorofendlic ,log k, com a variable
dependent i els descriptores topoldgics com a variables
independents, es va obtindre una equacié amb tres varia-
bles i coeficients de correlacié i de prediccié , R?=0.9291
y Q?=0.870. El model va ser validat a través d’una valida-
ci6 interna i un test de aleatorietat. Els resultats obtinguts
mostren una alta capacitat de prediccio per a la biodegra-
dacio dels compostos analitzats.

Mots clau: Biodegradacio, Clorofenols, Analisi QSAR,
Analisi de regression multilineal, Topologia Molecular.
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1. INTRODUCCION

Los compuestos fendlicos, en particular los clorados,
CPs, son compuestos organicos toxicos, recalcitrantes y
potencialmente carcinogénicos y/o mutagénicos [1]. Casi
todos los CPs se absorben facilmente en el organismo al
ser ingeridos o a través de la piel. Los monoclorofeno-
les no permanecen por mucho tiempo en el cuerpo, son
transformados en productos menos perjudiciales y la ma-
yoria se eliminan por la orina en un periodo no superior
a 24 horas. Los otros CPs (diclorofenoles, triclorofenoles
y tetraclorofenoles), que también pueden eliminarse por
la orina en la forma de otras sustancia quimicas menos
perjudiciales, pueden permanecer en el organismo duran-
te varios dias [2].

Estos compuestos organicos tienen una enorme impor-
tancia econémica por su uso como biocidas y su empleo
como precursores en la manufactura de productos farma-
céuticos, pesticidas, productos quimicos, etc. Es por ello
que pueden hallarse en las aguas residuales de industrias
tales como: petroquimica, papelera, quimica, farmacéuti-
ca, siderurgica y curtidora. Ademas, en el pasado, éstos
han sido la causa de enormes impactos ambientales -
contaminando suelos y acuiferos — debido a su uso gene-
ralizado como preservantes en la industria de la madera.
Actualmente, su uso para este fin esta prohibido en casi
todo el mundo, sin embargo, los problemas de contamina-
cién persisten en muchos paises madereros debido a su
muy elevada vida media en el medio ambiente. La mayoria
de los clorofenoles liberados en el medio ambiente va al
agua, y en muy pocas cantidades al aire. Los compuestos
que tienen mas probabilidades de acumularse en el aire
son los mono- y los diclorofenoles, ya que son los mas
volatiles. Una vez en el aire, la luz solar ayuda a desha-
cer estos compuestos y la lluvia los elimina del aire. Los
clorofenoles se adhieren al suelo y a sus sedimentos en
el fondo de los lagos, los rios y los arroyos. Sin embar-
go, algunos niveles bajos de clorofenoles en el agua, el
suelo o los sedimentos se descomponen por la acciéon de
los microorganismos y se eliminan del medio ambiente en
cuestién de dias o semanas.

Son importantes los procesos de biotransformacién y bio-
degradacion anaerébica y en la determinacion del destino
de los contaminantes en el subsuelo y los sedimentos. La
biodegradacion anaerdbica de los CPs de inicia con el
proceso de descloracion reductiva, donde el cloruro enla-
zado es eliminado con la adicién simultanea de electrones
a la molécula [3].

La decloracién reductiva es muy importante desde el pun-
to de vista medioambiental, ya que genera productos me-
nos clorados y menos téxicos que son degradados mas
facilmente por microorganismos aerébicos y anaerébicos
[4].

Desde la década de los 80, se han realizado prediccio-
nes de biodegradabilidad usando distintos datos como
parametros en los métodos de prediccion, incluyendo
modelos, tendencias y sistemas de prediccion de biode-
gradacion. Uno de los métodos mas recientes empleados
en este campo es el QSAR (sigla en inglés de relaciones
cuantitativas estructura-actividad). El modelo QSAR es, en
este caso, una ecuacion lineal que relaciona las variacio-
nes en la actividad biolégica con las variaciones en los
valores de las propiedades calculadas (o medidas) para
una serie de moléculas. Para que el método sea eficiente,
el grupo de prueba debe ser diverso estructuralmente. En

muchos grupos, los compuestos sintetizados son simila-
res a la estructura lider [5]. En definitiva, el andlisis QSAR
establece la relacion entre la estructura quimica y las pro-
piedades experimentales de las moléculas. La caracteriza-
cién de la estructura molecular se puede realizar usando
diferentes formalismos como la quimica cuantica [6], las
propiedades fisicoquimicas [3], la mecéanica molecular
[6,7] y, mas recientemente, la topologia molecular [8,9].
En este sentido, la topologia molecular se ha convertido
en una herramienta util en la busqueda de modelos QSAR.
A partir de ella se puede caracterizar de una forma rapida
y sencilla aspectos estructurales de una molécula relacio-
nados con el tamafo, forma y ramificacion a través de los
correspondientes descriptores topologicos [10,11].

La aplicacién de la topologia molecular en la busqueda de
modelos de prediccién QSAR se ha utilizado recientemen-
te con éxito en el campo de la quimica sostenible [12-14].
Por la versatilidad de la topologia molecular y el uso de
técnicas QSAR, ha sido posible la realizacion del presente
estudio, en donde se analiza la velocidad de la degrada-
cién de los CPs, a través de la constante de velocidad,
log K, siendo ésta considerada como un descriptor de la
tendencia del proceso de la decloracion reductiva.

El objetivo del presente trabajo es, por tanto, construir
un modelo topolégico-matematico basado en el analisis
de regresion multilineal para predecir la biodegradacion
anaerobia de un grupo de clorofenoles.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Compuestos analizados

Un conjunto de dieciséis clorofenoles ha sido analizado en
este estudio, cuya nomenclatura quimica [15] y descrip-
tores seleccionados por el modelo QSAR han sido reco-
pilados en la Tabla I. Los valores de log k experimentales
para cada uno de los CPs analizados fueron obtenidos por
Takeuchi et al. en procesos con cinéticas de primer orden
en un laboratorio anaerobio con lodos metanogénicos que
no habian sido expuestos a clorofenoles [16].

Tabla | - Compuestos analizados, valores ex-
perimentales de biodegradacion, logk, y descrip-
tores seleccionados por el modelo QSAR.

Compuesto Nomenclatura Logk,, °c.' A AN
1 Pentaclorofenol
(PCP) -0.793 3.710 0.00064 0.928
2 2,3,4,5-tetraclorofenol
(2,3,4,5-TeCP) -1.137 3.029 0.00071 0.962
3 2,3,4,6- tetraclorofenol
(2,3,4,6-TeCP) -1.097 2.802 0.00071 0.942
4 2,3,5,6-tetraclorofenol
(2,3,5,6-TeCP) -1.319 2.816 0.00000 0.942
5 2,3,4- triclorofenol
(2,3,4-TCP) -1.092 2.446 0.00079 0.999
6 2,3,5-triclorofenol
(2,3,5-TCP) -1.377 2.092 0.00000 0.985
7 2,3,6-triclorofenol
(2,3,6-TCP) -1.523 2.235 0.00000 0.972
8 2,4,5-triclorofenol
(2,4,5-TCP) -1.252 2.124 0.00079 0.986
9 2,4,6- triclorofenol
(2,4,6-TCP) -1.456 1.850 0.00079 0.961
10 2,3-diclorofenol
(2,3-DCP) -1.602 1.829 0.00000 1.064
1 2,4-diclorofenol
(2,4-DCP) -1.292 1.497 0.00089 1.037
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2,5-diclorofenol

12 (2,5-DCP) 1,745 1.514 0.00000 1.037
13 2,6-diclorofenol
(2,6-DCP) -1.620 1.604 0.00000 1.025
14 3,5-diclorofenol
(3,5-DCP) -1.678 1.324 0.00000 1.051
15 3-clorofenol
(3-CP) -1.553 1.065 0.00000 1.211
16 2-clorofenol
(2-CP) -1.456 1.202 0.00000 1.211

* valores de Log kexp obtenidos de la referencia [16].

2.2 Descriptores topologicos

La caracterizacion de las estructuras de cada uno de los
clorofenoles analizados se realizé calculando un conjunto
de indices topoldgicos. Para ello, cada molécula se asimi-
la a un grafo en donde cada vértice representa a un atomo
y cada arista un enlace.

A partir del grafo, se construye la matriz topoldgica cuyos
elementos adquieren valores nulos o no en funcién de la
existencia (o no) de conexiones entre dichos elementos en
el grafo. La manipulacién matematica de la matriz topol6-
gica conduce a los indices topoldgicos que caracterizan a
ese grafo de una manera rapida y sencilla. En este estudio
se han usado diferentes tipos de descriptores: constitu-
cionales (numero de ramificaciones R, n° de vértices del
grafo N, longitud del grafo L, pares de ramificaciones PRi,
etc) [17], indices topoldgicos de carga [18] e indices de
conectividad de Kier y Hall [19, 20]. Cada compuesto ha
sido caracterizado por un conjunto de 62 descriptores. To-
dos los descriptores han sido obtenidos con el programa
Desmol1 [21].

2.3 Andlisis de regresion multilineal

El objetivo general del andlisis de regresion multilineal,
ARML, es encontrar la relacion entre dos o més variables
independientes y una variable dependiente mediante el
ajuste de una ecuacion lineal a partir de los datos observa-
dos. Para la prediccién de la velocidad de biodegradacién
de los clorofenoles el ARML se usé como método esta-
distico. Con este fin, se uso el software Statistica version
8.0. [22]. La seleccidn de las variables se ha llevado a cabo
por medio del algoritmo Furnival-Wilson de modo que se
emplea el conjunto de variables con el minimo valor del Cp
de Mallows [23].

La calidad de la prediccion y la robustez del modelo de-
ben ser verificadas usando diferentes tipos de criterios de
validacién. Normalmente, se adoptan cuatro estrategias
[24]: (a) validacién cruzada tipo “leave-one-out”, LOO, (b)
validacién interna dividiendo el conjunto de datos en com-
puestos de entrenamiento y de test; (c) validacién externa
real por aplicacion del modelo a datos externos; y (d) ran-
domizacion de los datos o Y- scrambling. En este trabajo
se han utilizado tres de estos métodos (a, b, y d) como
criterios de validacion.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Existen pocos estudios relacionados con la busqueda de
modelos QSAR para la prediccion de la biodegradacién
de clorofenoles. En 2006 Youzhi Dai et. al., usando des-
criptores principalmente mecanocuanticos, obtuvieron
una ecuacion lineal con 15 variables [15]. Al tratarse de un
grupo de clorofenoles relativamente pequefio, N=16, hay
bastante probabilidad de que el modelo seleccionado se

encuentre sobreajustado y dificiimente aplicable a otros
compuestos no utilizados por el grupo de entrenamiento.

En este trabajo usamos un reducido grupo de descriptores
topoldgicos, de facil y rapido calculo, para la busqueda
de un modelo QSAR de prediccion de la biodegradacion
anaerobia de un grupo de clorofenoles.

Se selecciond la mejor funcién de tres variables. La Tabla Il
recoge los descriptores y coeficientes que los acompanan
junto al resto de parametros estadisticos.

Tabla Il - Parametros estadisticos de la ecu-
acion seleccionada con tres variables en el andli-
sis de regresion multilineal realizado.

Descriptor Coeficiente EE p
Intercepto -3,74 0,48 0,00001
A 0,35 0,05 0,00001
Js" 325,68 59,87 0,00015
e xe 1,51 0,40 0,00254

N=16 R?=0,9221 Q°*=0,8698 EEE = 0,080 F(3,12)=47,3
p < 0,000001

Si pasamos a evaluar los resultados obtenidos, se puede
observar que los indices seleccionados son todos esta-
disticamente significativos por encima del 99% (p<0,002).
Esto nos indica que la informacién topolodgica y estructu-
ral es suficiente para cuantificar la biodegradabilidad de
los CPs. En esta ecuacién aparecen tres descriptores to-
polégicos distintos: cociente de indices de conectividad
de tipo 3-cluster (°c /°c '), que evalla la ramificacion en
posicién para , 3Cp" que tiene en cuenta el ensamblaje to-
polégico de la molécula y finalmente indices de carga, J.,
que evalla la transferencia de carga intramolecular entre
atomos situados a 5 enlaces de distancia.

La ecuacién en su conjunto es altamente significativa, con
un valor de p<0,000001, es capaz de explicar mas del
92% de la varianza de la propiedad correlacionada (R? =
0,9221) y con un error estandar de estimacién por debajo
del 10% del rango en el que se mueve la propiedad (EES
=0,080).

Los resultados de prediccion obtenidos para cada com-
puesto se muestran en la Tabla Ill y en la Figura 1.

Tabla lll - Resultados de prediccion obtenidos para cada
compuesto a partir del modelo QSAR seleccionado.

Compuesto Logk,,, Log K, Log K aisue
1 -0,793 -0,841 -0,884
2 -1,137 -1,005 -0,969
3 -1,097 -1,115 -1,118
4 -1,319 -1,340 -1,349
5 -1,092 -1,127 -1,134
6 -1,377 -1,528 -1,559
7 -1,523 -1,497 -1,491
8 -1,252 -1,260 -1,261
9 -1,456 -1,392 -1,364
10 -1,602 -1,500 -1,486
11 -1,292 -1,367 -1,409
12 -1,745 -1,650 -1,631
13 -1,620 -1,637 -1,639
14 -1,6778 -1,696 -1,699
15 -1,553 -1,543 -1,535
16 -1,456 -1,496 -1,528
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Figura 1.- Representacion de log kexp frente log
k. a partir del modelo QSAR seleccionado.

En la Figura 2 se puede observar como todos los com-
puestos se acomodan al modelo propuesto, no existiendo
n.lngun compuesto con un r’eS|duaI (IogKexp-Igchalc) supe-
rior a dos veces el error estandar de estimacion, EEE.

0.24

0.16 ----mnssmmmmsnnmnanan g rmm e

0.08 T -----=nrmmmsesmmnaaeeae Qrmmmmm e mnm e

X -
-2/00 -P.sg log Kexp -1:00 -0J50
0,08 - mmnen e n e oo

T ORRRSRes

-0.24

Figura 2.- Representacion grafica de los residu-
ales obtenidos para cada compuesto analizado.

El siguiente paso fue la validaciéon del modelo matema-
tico topoldgico seleccionado. En primer lugar se llevd a
cabo la validacion cruzada tipo “leave-one-out”. Para ello
se reserva un compuesto del grupo de entrenamiento, se
busca la mejor ecuacién usando los tres descriptores se-
leccionados y con ella se predice el valor del compuesto
reservado. El proceso se repite tantas veces como com-
puestos forman parte del grupo de trabajo. La Tabla Ill,
columna 4, muestra los resultados obtenidos. El coefi-
ciente de prediccién resultante, Q% = 0.8699 es similar al
valor obtenido con anterioridad para la serie completa, R?
=0,9221, lo cual refuerza la calidad de la ecuacion selec-
cionada.

En segundo lugar se hizo una validacién interna, donde
se dividio el grupo de entrenamiento en 4 subgrupos (I-
IV), cada uno de los cuales contenia el 20% de los com-
puestos analizados. El primer subgrupo esta formado por
los compuestos 1, 2, 3 y 4; el segundo subgrupo por los
compuestos 5, 6, 7 y 8; el tercer subgrupo contiene a los
compuestos 9, 10, 11 y 12 mientras que los compuestos
18, 14, 15 y 16 forman parte del subgrupo IV.

Tres de los cuatro subgrupos (1, 11y 1), (I, Ly V), (I, Il y 1V),
(1, 'y IV) se usaron como grupo de entrenamiento, perma-
neciendo el cuarto subgrupo (IV), (Ill), (1), () como grupo
test. Los resultados obtenidos se encuentran recopilados

en la Tabla IV, donde podemos ver los valores de R?y R?
para cada uno de los grupos de entrenamiento y test.

pred

Tabla IV.- Resultados de la validacion in-
terna del modelo QSAR seleccionado.

2
entrg:r%?ento Gtgsao (entren:miento) RZ,eq (tESY)
1, 10,10, 1V - 0,922 -
I, 1, v | 0,864 0,863
1,0 v I 0,945 0,843
1,10, 1V i 0,946 0,862
I, 10,0 v 0,906 0,662
Promedio - 0,915 0,808

Como se puede observar, para el grupo de entrenamien-
to los valores de la varianza R? del grupo completo y el
promedio de las cuatro series son muy similares (0,922
y 0,915, respectivamente) siendo un poco mas pequeia
para el grupo test (0,808). Estos resultados indican que el
modelo es predictivo y estable aun cuando se elimine el
25% de los compuestos del grupo.

El dltimo test de validacion del modelo fue el de aleatorie-
dad. Este test es adecuado realizarlo cuando se trabaja
con una propiedad para la cual el intervalo numérico en
el que fluctia es pequefio (en nuestro caso nos movemos
entre -0,793 y -1,745). El test consiste en intercambiar de
forma aleatoria el valor de la propiedad entre los com-
puestos del grupo y correlacionar con los descriptores
seleccionados en el modelo. El proceso se repite varias
veces. La Figura 3 muestra los resultados obtenidos al
graficar los valores de R? frente a Q? para cada regresion
realizada (en nuestro caso 10). Como podemos observar,
las regresiones obtenidas son muy malas, excepto la que
corresponde con los valores reales de la propiedad para
cada compuesto (punto sefialado en negro en la Figura 3).
El test realizado demuestra que el modelo es estable y no
aleatorio.

1.00
0.80

0.60

&

0.40 [

0.20
o ®
o
0.00 e DAL L 1 ]
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00
RZ
Figura 3.- Representacion gréfica del coefici-

ente de prediccion Q? frente coeficiente correlacion
R?, obtenidos en el test de aleatoriedad.

Youzhi Dai et al. [15] realizaron un estudio de prediccién
para el mismo grupo de compuestos, clorofenoles, y pro-
piedad regresionada, velocidad de biodegradacion anae-
robia. Para ello utilizaron diferentes descriptores estructu-
rales tales como calor de formacién, energia electronica,
polarizabilidad molecular, momento dipolar, E, ., E
cargas atomicas etc, todos ellos obtenidos con ayuda del
método MP3 usando MOPAC. El modelo de prediccion
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seleccionado por Youzhi Dai et al. mostraba una varianza
R?=0.7827, sensiblemente inferior al modelo propuesto en
este trabajo, R?=0.9221, a pesar de utilizar descriptores
estructurales mas especificos y complejos en relacién con
los topolodgicos. La suma de los errores al cuadrado obte-
nida (SSE=0.2165) era también superior a la obtenida por
nuestro modelo (SSE=0.0767).

Podemos concluir indicando que la topologia molecular es
una herramienta Util para construir un modelo QSAR con
capacidad predictiva para la velocidad de biodegradacién
de clorofenoles de manera satisfactoria. Los descriptores
moleculares usados en este estudio fueron obtenidos a
partir del grafo de las respectivas moléculas y la manipula-
cion matematica de la matriz topolégica resultante, de ma-
nera sencilla y rapida. El modelo matematico-topoldgico
seleccionado conteniendo tres descriptores, es robusto
y estable y, por tanto, con adecuada capacidad predic-
tiva, si bien el dominio de aplicabilidad del modelo se ve
restringido al ambito estructural especifico del grupo de
clorofenoles.
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