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RESUMEN

La metalo-betalactamasa 1 de Nueva Delhi (NDM-1) se considera un problema de salud
publica desde su primer informe clinico en 2009. La comunidad cientifica debate detalles del
mecanismo de hidrolisis de la enzima. Investigadores reportaron en el 2001 datos
experimentales sobre la hidrolisis de nitrocefina por un complejo organometalico biomimético
dinuclear de Zn para NDM-1. Los datos pueden servir para crear modelos computacionales.
Por ello, en este trabajo, se estudid dos mecanismos de reaccion por métodos DFT, uno
concertado y el otro por etapas. La reaccion se compone por el ataque nucleofilico del grupo
hidréxido en puente entre los d&tomos de Zn del sitio activo del complejo, hacia el grupo
carbonilo del anillo betalactdmico. Calculos de optimizacién y de frecuencias se hicieron para
los puntos estacionarios de la coordenada de reaccion. Se uso el nivel de teoria B3LYP/6-
31+G(d,p). Los resultados se compararon con datos experimentales para validarlos. Ademas,
se obtuvo un perfil de coordenadas intrinsecas de reaccion (IRC de sus siglas en ingles), la
fuerza de reaccidn, el flujo electrénico, la dureza quimica, el orden de enlace natural y la
sincronicidad del sistema. También, se model6 la hidrdlisis de ampicilina para comprender el
efecto de los grupos vecinos cerca del anillo betalactamico sobre el mecanismo. Se descubrio
que el mecanismo preferido era por etapas. Este resultado es consistente con los hallazgos
experimentales en publicaciones anteriores. Los perfiles de dureza encontrados probablemente
se vieron afectados por los efectos de los solventes y la baja sincronicidad de las reacciones.
La barrera de activacion del mecanismo esta dominada por reordenamientos geométricos. La
nitrocefina y la ampicilina poseen estados de transicion tardios. Este es un buen primer modelo
que serd usado como punto de partida para calculos de metadinamica, que considera efectos

anarmonicos, no considerados previamente por los métodos utilizados en este estudio.

Palabras clave: complejo organometalico, mecanismo de reaccion, NDM-1, DFT



ABSTRACT

New Delhi metallo-beta-lactamase 1 (NDM-1) has been considered a public health problem
since its first clinical report in 2009. Details of the enzyme's hydrolysis mechanism are still
debated by the scientific community. Researchers reported in 2001 experimental data on
nitrocefin hydrolysis through the Zn dinuclear biomimetic organometallic complex for NDM-
1. This data can be used to create computational models. Therefore, in this work, two reaction
mechanisms were studied by DFT methods, one concerted and the other stepwise. The reaction
is composed by the nucleophilic attack of the bridging hydroxide group between the Zn atoms
of the active site of the biomimetic complex, towards the carbonyl group of the beta-lactam
ring. Optimization and frequency calculations were made on the stationary points of the
reaction coordinate. The theory level B3LYP/6-31+G(d, p) was used. These results were
compared with the experimental data to validate them. In addition, a reaction intrinsic
coordinate profile (IRC), reaction force, electronic flux, chemical hardness, natural bond order,
and system synchronicity were obtained. Also, ampicillin hydrolysis was modeled to
understand the effect of neighboring groups near the beta-lactam ring on the mechanism. The
preferred mechanism was found to be stepwise. This result is consistent with the experimental
findings in previous publications. The chemical hardness profiles found were probably affected
by the effects of solvents and the low synchronicity of the reactions. The activation barrier for
the passage of the mechanism studied is dominated by geometric rearrangements. Nitrocefin
and ampicillin have late transition states. This is a good first model that will be used as a starting
point for metadynamic calculations, which consider anharmonic effects, not previously

considered by the methods used in this study.

Key words: organometallic complex, reaction mechanism, NDM-1, DFT
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INTRODUCCION

Los antibidticos son metabolitos secundarios producidos por microorganismos que
poseen funciones ecoldgicas y fisiologicas tales como sefalizacion celular, virulencia,
antibiosis y regulacion de la expresion génica (Martinez, 2008; Yim et al., 2007). Ademas, son
recursos importantes de la medicina moderna y la industria agricola. Son tan efectivos para
tratar infecciones bacterianas que se consideran uno de los agentes terapéuticos mas
importantes desarrollados por el ser humano (Fajardo et al., 2009). Sin embargo, el uso
indiscriminado en la industria y la prescripcion inapropiada de antibidticos ha generado
microorganismos resistentes a multiples antibidticos y una infeccion por estos patégenos puede

resultar letal e imposible de tratar (Zaman et al., 2017).

La resistencia a antibioticos ocurre gracias a genes que codifican proteinas
especializadas en degradar, neutralizar o transportar los antibidticos fuera de la célula (Davies
& Davies, 2010). Ademas, los genes de resistencia son heredables entre especies distintas de
bacterias debido a la transferencia horizontal de genes. De esta forma, muchas bacterias
patogénicas para el ser humano adquieren genes de resistencia del ambiente, incluso sin haber

sido expuestas directamente al antibidtico (Huddleston, 2014).

Las bacterias multirresistentes poseen resistencia a mas de un antibiético, ya sea porque
poseen varios genes que confieren diferentes tipos de resistencia o poseen genes que codifican
enzimas con amplio espectro de catélisis. El segundo es el caso de la metalo-betalactamasa de
Nueva Delhi 1 (NDM-1). Esta metaloenzima de Zn(ll) es una betalactamasa de clase B,
codificada por el gen blaNDM-1, que fue reportada por primera vez en un paciente en Nueva
Delhi, India (Yong et al., 2009), tras haberse infectado por una cepa de K. pneumoniae
resistente a varios antibioticos comunes y a carbapenemas, antibioticos de altimo recurso
(Kumarasamy et al., 2010). Las estructuras de la apoenzima obtenidas por cristalografia de

rayos X de 4 variantes en enterobacterias (PDB ID: 3RKJ, 3RKK, 3SBL, 3SFP) revelan que la
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cavidad en el sitio activo es alargada y posee loops flexibles y con varios residuos cataliticos,
y se piensa que esta es la propiedad que le permite a NDM-1 hidrolizar un amplio espectro de

antibidticos betalactdmicos (Kim et al., 2011, 2013).

Las metalo-betalactamasas catalizan la hidrolisis del enlace amida del anillo
betalactamico, que consiste en un ataque nucleofilico al grupo carbonilo del anillo y luego la
formacion de un grupo carboxilo y un anién amida, seguido de varios pasos de protonacion
(Concha et al., 1996). Se ha propuesto varios mecanismos, pero existen desacuerdos sobre: 1)
la importancia de los atomos de Zn durante la catélisis, 2) la identidad del nucledfilo, 3) el
donador del &tomo de hidrégeno al nitrogeno del grupo amida roto, 4) la forma de union al

sustrato, 5) y los intermediarios del mecanismo (Lisa et al., 2017).

El primer intermediario formado por la hidrolisis es aniénico y estd coordinado a un
atomo de Zn. Esto se evidencia en varios antibiéticos como cefalexina, penicilina G, nitrocefina
y meropenem (Das & Nair, 2017; Garrity et al., 2005; Wang et al., 1998). Sin embargo, no se
conoce qué tipo de estado de transicion (ET) es el que describe el intermediario de la manera
mas apropiada. Estudios con la enzima proponen que la formacién del intermediario aniénico
implica la existencia de una especie quimica previa a la ruptura del enlace amida con un
carbono tetraédrico previo. Esto sugiere que el primer paso de la hidrdlisis posee un mecanismo
por etapas (Das & Nair, 2017; Feng et al., 2014; Kaminskaia et al., 2001; Kim et al., 2011,
2013; Massova & Mobashery, 1997; Wang et al., 1999), pero existen otros estudios tedricos
gue sugieren la existencia de un mecanismo concertado (Petrongolo & Ranghino, 1979;
Tripathi & Nair, 2015). Varios de estos estudios modelan la reaccion partiendo de los
intermediarios para hacer estimaciones sobre barreras energéticas y otros parametros
termodinamicos, sin embargo, no hay estudios que partan desde varios ET como hipotesis para

encontrar los intermediarios posibles y determinar el mecanismo correcto.
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Las enzimas pueden ser sistemas muy complejos de estudiar. Existe aln una discusién
extensa sobre el nivel de teoria apropiado para describir los mecanismos cataliticos. La teoria
del estado de transicion (TET), desarrollada por Henry Eyring, ha demostrado ser de gran
utilidad para entender los cambios quimicos de una reaccidn sobre su superficie de energia
potencial (PES), incluso si los sistemas son tan complejos como un ET poliatomico (Laidler &
King, 1983). Lo importante de la TET es que sus predicciones validarse mediante resultados
de estudios experimentales, donde se reporte el perfil energético y la constante de velocidad de
la reaccion. Si las predicciones computacionales son altamente similares a los datos
experimentales, se puede decir el modelo computacional captura el comportamiento de una
reaccion quimica y se puede utilizar para responder preguntas de investigacion que de manera

experimental seria dificil (Dutton et al., 2006; Olsson et al., 2006).

Un estudio experimental del 2001 logré caracterizar termodindmicamente y
cinéticamente el intermediario anionico observado durante la hidrolisis del antibiotico
nitrocefina, a traves de la sintesis de [Zn2Li(pn-NO3s)(NOs)2], un complejo organometalico
dinuclear de Zn que mimetiza la accion catalitica de metalo-betalactamasas, como NDM-1
(Kaminskaia et al., 2001). Los datos de este estudio son una importante guia para desarrollar
un modelo computacional que permita explorar el mecanismo de hidrdlisis de antibiéticos por
metalo-betalactamasas, ya que se los puede usar para validar un modelo computacional del
mecanismo propuesto. Esto motivé a usar este sistema quimico en el presente estudio para
caracterizar los mecanismos de hidrolisis y usarlo como punto de partida en modelos mas

complejos que utilicen la enzima NDM-1.

Varios estudios que caracterizan estados de transicion de reacciones quimicas organicas
utilizan latécnica de IRC para obtener el camino de minima energia desde reactivos a productos
sobre la PES (Maeda et al., 2015). Hay varios descriptores que se derivan de un perfil de IRC.

La fuerza de reaccion, que, en analogia a mecénica clasica, calcula la fuerza del sistema desde
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del perfil de IRC con respecto a la coordenada de reaccion y la analiza para entender la
importancia de rearreglos geomeétricos y electronicos en las barreras de activacion (Chandra &
Uchimaru, 2001; Morell et al., 2015; Rincon et al., 2020). EIl flujo electrénico y la dureza
quimica permiten entender qué regiones del perfil de IRC tienden a ser mas reactivos en
funcion del potencial quimico. En estudios varios se ha logrado utilizar estos descriptores para
caracterizar y validar sistemas organometalicos como anélogos apropiados para estudio de
catalisis bioquimica (Teran et al., 2018) y ataque nucleofilico (Cuesta et al., 2020; J. Mora et
al., 2018; J. R. Mora et al., 2017). Asi, es interesante el uso de estas herramientas para la

caractrizacion de modelos de reacciones de hidrolisis como la catalizada por NDM-1.

De esta manera, el objetivo principal de este trabajo de investigacion es generar y
validar un modelo computacional del primer paso del mecanismo de reaccion de la hidrolisis
de nitrocefina y ampicilina mediada por el complejo organometalico [ZnzL1(u-NOz)(NO3)z]
utilizando métodos de la teoria del funcional de la densidad (DFT) y partiendo de dos ET como
hipotesis: uno para el mecanismo concertado y otro para el mecanismo por etapas. El enfoque
principal es sobre el ataque nucleofilico del grupo pu-OH del complejo organometalico al grupo
carbonilo del anillo betalactamico de ambos antibidticos. Este modelo servira en estudios
futuros como punto de partida para responder hipétesis sobre pasos importantes en la catalisis
de la enzima y ayudar a validar mecanismos propuestos en la literatura. Por ultimo, se escribio

un script en el lenguaje de programacion Python para automatizar el procesamiento de datos.
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METODOS
Seleccién de especies quimicas

Los complejos [ZnzLi(u-OH)(nitrocefina)]* y [ZnzLi(u-OH)(ampicilina)]*  se
estudiaron como ET. Se los construyé a partir de [Zn2Li(u-OH)]J?*, (nitrocefina) vy
(ampicilina)~. La ampicilina fue incluida en el presente estudio como modelo alternativo que
permitira observar los efectos electronicos de grupos funcionales adyacentes al anillo
betalactdmico sobre la cinética del modelo. La comparacion de estos 2 modelos permitira
establecer la relacion que existe entre la estructura del antibidtico y la barrera de activacion del

proceso de hidrdlisis. Una descripcion detallada se encuentra en el Anexo 1y el Anexo 2.

Optimizacion geométrica de los puntos estacionarios

Para encontrar la estructura de equilibrio de los puntos estacionarios de la PES de los
antibioticos se trabajé con el funcional hibrido B3LYP y el conjunto base 6-31+G(d,p). El
funcional B3LYP ha mostrado ser adecuado para la realizacion de estudios tedricos de
benchmarking en metaloenzimas de Zn (Rayon et al., 2008; Siegbahn & Borowski, 2006),
mientras que el conjunto base permite modelar orbitales d en metales de transicion y es lo
suficientemente robusto para describir los orbitales en los &tomos que reaccionan. Se uso el
software Gaussian 16, que implementa el algoritmo de minimizacion de energia Berny GEDIIS
para la localizacion de los ET (Li & Frisch, 2006). Se optimizaron varias estructuras de los ET
hasta hallar una que posea solo una vibracion imaginaria relacionada al ataque nucleofilico del
grupo u-OH al grupo carbonilo del anillo betalactdmico del antibidtico. En base al ET
encontrado (Anexo 1), se plantearon estructuras para los reactivos y productos y luego se las
optimizo al mismo nivel de teoria. Todas las estructuras optimizadas se solvataron en DMSO

con un modelo PCM/SMD. Después, se tomd la estructura del intermediario y se lo superpuso
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con el centro catalitico de la enzima NDM-1 (PDB ID: 4HL2), para entender qué tan parecidas

son las estructuras. Se uso el software Pymol con la opcion pair_fit.

Calculo de parametros cinéticos y termodinamicos de activacion

La estructura dptima de los ET obtenida se sometio a un célculo de frecuencias en
Gaussian 16 y a partir de los datos se calcularon varios parametros con las ecuaciones del
Anexo 3. De este analisis se obtuvo la entalpia de activacion (AH¥) y la energia libre activacion
(AG#). La entropia AS* se calcul6 mediante la ecuacion (1) y la constante de rapidez de la
reaccion para una reaccion bimolecular k(T) se calculd con la ecuacion (2), donde kg es la
constante de Boltzman, h es la constante Planck, R es la constante universal de los gasesy T
es la temperatura del sistema, que siempre fue 298.15 K. Estos resultados fueron tabulados para
los ET de nitrocefina y ampicilina. Ademas, con la ecuacion (3) se calculo la energia de

activacion de la reaccion E,, a partir de la ecuacion de Eyring.

Perfil de IRC de los estados de transicién

Las estructuras optimizadas de los ET de nitrocefina y ampicilina se sometieron a un
algoritmo de busqueda de la IRC en Gaussian 16. Se utiliz6 el mismo nivel de teoria de la
optimizacion B3LYP/6-31+G(d,p). El perfil te IRC retorna tres resultados principales. Primero,
la energia total de cada punto a lo largo de la coordenada de reaccion. Segundo, los valores de
los orbitales moleculares de frontera HOMO y LUMO en cada punto mediante un analisis
poblacional SCF. Tercero, las estructuras de los productos y los reactivos estimados por el IRC.

Todos estos resultados se guardaron para procesamiento posterior.

Fuerza de reaccion y flujo electrénico

La fuerza de reaccion F () se define como el negativo de la derivada de la energia total

del sistema E (&) con respecto a la coordenada de la reaccion &, como se ve en la ecuacion (4)
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del Anexo 3. El flujo electrénico J (&) se define como la derivada del potencial quimico u(§)
con respecto a &, como se ve en la ecuacion (5) del Anexo 3. La funcion u(¢) se la encontrd
para cada punto de la coordenada de reaccion promediando los valores de HOMO y LUMO.

La funcion de dureza n(£) se la encontré mediante la ecuacion (6) del Anexo 3.

Las derivadas (4) y (5) se deben calcular de forma numérica. Gaussian 16 produce datos
sobre una particion de & no homogénea. Varios algoritmos de diferenciacion numérica usan
particiones de dominio homogéneas, es decir, con un paso constante. Para solucionarlo se hizo
una regresion Gaussiana de las funciones E (&) y u(&) para interpolar valores en una particion
homogénea de &. Luego, con la data procesada se utilizo el algoritmo de diferenciacién
numeérica Savitzky-Golay para suavizar la derivada. Después, se buscé los tres puntos criticos
del Formalismo de Fuerza de Reaccion, &;, &, y &5, en la coordenada de reaccion normalizada
de E(¢). Luego, se calcul6 la integral de F (&) en 4 intervalos: [0, &1, [&1, &1, [é2, €31 Y [€3.1].
Las integrales se llamaron wi, wii, wiii y Wiv ya que son un analogo del trabajo. Finalmente, las
funciones E(&), F (&), J(§) yn(&) se graficaron. El procesamiento se implemento en un script

de Python usando las librerias SciPy, Pandas, Sklearn y Matplotlib (Anexo 4).

Orden de Enlace Natural y pardmetros geométricos

Las estructuras del reactivo, ET y producto optimizados se utilizaron para hacer un
andlisis de orden de enlace natural, NBO por sus siglas en inglés. Este andlisis produce varios
descriptores de la reaccion: la variacion relativa del indice de enlace de cada par de atomos
analizados 6Bi, el promedio de la variacion relativa del indice de enlace para todos los enlaces
dBaverage Y la sincronicidad de la reaccion Sy. Las férmulas implementadas para el célculo se

resumen en el Anexo 3.



18

RESULTADOS
Parametros termodindmicos y cinéticos del modelo computacional

Estudios preliminares para encontrar el ET revelaron la necesidad de armar un sistema
quimico simplificado para evitar problemas con la convergencia de los algoritmos
computacionales. Se retiré un grupo metilo del ligando L1 del complejo [ZnzL1(1-NO3)(NOs):]
y varios grupos adyacentes al anillo betalactdmico en nitrocefina y en ampicilina, como se
puede ver en la Figura 3, de tal manera que se preserve el sitio activo a estudiar, pero se elimine
grupos funcionales que no participan en la ruptura y formacion de enlaces, y que no tengan
efectos electronicos importantes sobre los grupos que reaccionan. EI ET simplificado para

nitrocefina tiene 70 &tomos y el ET simplificado para ampicilina tiene 75 &tomos.

Después de procesar los datos del calculo de frecuencias de los ET con las ecuaciones
(1), (2) y (3), en la Tabla 1 se tabulé AH*, AS*, AG*, E,, log Ay k. Ademas se incluyen en la
Tabla 1 los resultados experimentales para compararlos con las predicciones tedricas del
modelo (Kaminskaia et al., 2001). La energia libre de activacion calculada es bastante cercana
al valor experimental, pero se observa una subestimacion de la entropia debido a los efectos de
anarmonicidad. Ademas, la energia de activacion de la ampicilina es mayor a la de la
nitrocefina, resultado esperado debido a los efectos electronicos de los grupos vecinos, los

cuales seran explicados en detalles mas adelante.

Parametros estructurales

La Figura 6 muestra la numeracion de los &tomos estudiados en el centro de reaccion y
las longitudes de sus distancias atdmicas y angulos diedros se encuentran en la Tabla2. Durante
el progreso de la reaccion de la nitrocefina, la distancia entre los &tomos O) y C4), donde
ocurre el ataque nucleofilico al carbonilo del anillo betalactdmico siempre se acorta hasta llegar

auna distancia de 1.5 A en el intermediario aniénico, tipica de un enlace simple C-O. Ademas,
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la distancia entre Cu) y N¢) permanece aproximadamente constante, ya que de reactivo a
intermediario aniénico aumenta en solo 0.1 A. En el intermediario, esta distancia es de 1.48 A,
muy cercana a la distancia de enlace simple entre C y N. La distancia entre C(s) y Os) también
aumenta, pero no lo suficiente como para considerarse un enlace simple, sino que sigue siendo
cercana a la de un enlace doble. Se evidencia ademas un incremento de la distancia entre Zn()
y O¢s), pero un acercamiento entre Zne) y Os). En la reaccion de la ampicilina se evidencia el
mismo patrén de cambio en las longitudes de enlaces, a excepcion de que la distancia entre los

atomos O) y C(s) aqui es de 1.55 A, mayor que la observada para la nitrocefina.

Al superponer el antibidtico nitrocefina con la proteina NDM-1 se encontré un RMSD
de 2.2 A utilizando los 4tomos Zna), Zne), O), O), Nes) y dtomos de nitrégeno en el ligando
del complejo organometalico que equivalen a los nitdgenos de los residuos de histidina
coordinados a los atomos de Zn en la enzima. Los analisis de pardmetros estructurales del ET

propuesto para el mecanismo concertado se encuentran en el Anexo 2.

Analisis de Coordenada Interna de Reaccion

Como se muestra en la Figura 4, las funciones E(¢), F(§), J(§) y n(§) para nitrocefina
estan marcadas en cuatro regiones por los tres puntos criticos del Formalismo de Fuerza de
Reaccion &, &, y &. En lacurva de F(§) en la Figura 4 se encuentran sombreadas de azul las
areas bajo la curva, que corresponden a los trabajos wi, wii, wiii y Wiv. La Figura 5 contiene el
mismo analisis para ampicilina. Los valores de los trabajos para ambos antibioticos se
encuentran en la Tabla 3. Para la nitrocefina, la contribucién de la integral wi a la barrera de
activacion es de 72.23 %, mientras que la contribucién de la integral wii es de 27.76 %. Para la
ampicilina, la contribucion de la integral wi a la barrera de activacion es de 78.84 %, mientras

que la contribucion de la integral wii es de 21.16 %.
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Para la nitrocefina, la curva de flujo electronico J(¢) muestra un minimo muy
pronunciado cerca del punto &,, que corresponde al ET en la curva de E(§), mientras que los
valores de la funcion en &, y &; son aproximadamente iguales. Ademas, la curva de dureza
quimica n(&) se muestra con un maximo en ¢, y tiene minimos locales en las regiones de los
trabajos wi y wiv. Para la ampicilina, J(¢) muestra varios minimos y maximos a lo largo de la
coordenada de reaccion, pero al contrario que la nitrocefina, posee un maximo local en &,. La
curva n(&) para ampicilina también muestra un maximo en &, y minimos en las regiones de

los trabajos wi y Wiv.

Andlisis de Orbital Natural de Enlace

En la Tabla 4 se encuentran tabulados los calculos de NBO para las reacciones de ambos
antibidticos para 5 enlaces. De acuerdo con el porcentaje de evolucion del enlace % Ev, en la
nitrocefina, el enlace Zn() - Os) presenta un mayor progreso de la ruptura (95%), seguido de
Znq) - O) (70%). El enlace C) - N¢s) presenta el menor porcentaje de ruptura (40%). El resto
de los enlaces poseen porcentajes de evolucion mayores a 50%. EI parametro de sincronicidad
Sy es de 0.8517 y el promedio de las rupturas de enlace dBaverage €S de 64 %. En el caso de la
ampicilina, el enlace con mayor evolucion es Zn() - O3) (73%), y a diferencia de la nitrocefina,
la evolucion del enlace Zne) - O) es mucho menor (29%). El parametro Sy es de 0.8599 y el

promedio de las rupturas de enlace 6Baverage €S de 59 %.
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DISCUSION
Validacion del modelo computacional

La baja entropia de los ET de ambos antibidticos evidenciada en la Tabla 1 es esperada,
ya que los métodos no toman en cuenta la entropia de las colisiones del sistema. Sin embargo,
la baja entropia no es un problema para encontrar un ET apropiado, ya que los algoritmos de
optimizacion geométrica solamente necesitan la energia electronica al usar DFT, debido al
teorema de Hohenberg-Kohn. Ademas, la pérdida de entropia en parte podria explicar la baja
en la energia de activacion tedrica, tomando como referencia el valor experimental (Levine,
2014). No se encontro reportes de la formacion del intermediario anidnico con ampicilina, pero
se decidi6 analizar este sistema para entender los efectos electronicos de los grupos vecinos del
centro reactivo del ET. En la Figura 6, entre los carbonos C(7) y Cs) adyacentes al anillo
betalactdmico de la nitrocefina hay un enlace doble. Es posible que mientras se forma el
intermediario aniénico en la reaccion por etapas, el par de electrones del enlace amida que se
rompe pueda deslocalizarse hacia los orbitales p de los &tomos N) y C(7), por tener hibridacion

sp? en el producto. Estas estructuras de resonancia podrian estabilizar la carga del anion.

Es posible compensar la pérdida en entropia al tomar en cuenta los movimientos
anharmonicos del sistema. Los calculos de frecuencias implementados solo consideran
movimientos harmonicos del ET propuesto (Machida, 1983). Asi, después de todas estas
observaciones, se concluye que los modelos de nitrocefina y ampicilina son buenos puntos de

partida para ganar informacion sobre el rol de los grupos adyacentes al centro de reaccion.

Como se describe en el Anexo 2, los angulos del C) para el reactivo corresponden a
una hibridacion sp? y para el intermediario aniénico corresponden a una hibridacién sp3.
Ademas, de acuerdo con los resultados del analisis NBO, se pudo observar que las dos
reacciones son asincronicas ya su indice de sincronicidad es menor a 1 en aproximadamente el

mismo valor. También se observd que, aunque ambos ET se parecen geométricamente a los
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productos y reactivos, son tardios, ya que poseen un promedio de variacion de indices de enlace
mayor a 50%, pero el ET de la nitrocefina es mayor y se parece un poco mas a los productos
que el ET de la ampicilina (Moyano et al., 1989). Esto también es consistente con los célculos
de frecuencias, ya que nitrocefina tiene la menor barrera y posee el ET mas evolucionado. Por
estas observaciones se concluye que se ha modelado correctamente la formacion del carbono

tetraédrico (Anexo 2) en el intermediario aniénico después del ataque nucleofilico.

Mecanismo Propuesto

Se plantearon dos mecanismos de reaccion para el ataque nucleofilico del grupo p-OH
del complejo organometalico al grupo carbonilo del anillo betalactdmico de ambos antibioticos.
El primer mecanismo es concertado, por lo que la ruptura del enlace amida y la formacién del
grupo carboxilo del anillo betalactdmico no posee intermediarios. En este mecanismo la
conversion de reactivos a productos es directa. El segundo mecanismo es por etapas, tal que
después del ET se forma un intermediario con un carbono tetraédrico enlazado al grupo p-OH
entrante y aln formando la amida. Una comparacion de los dos mecanismos para la nitrocefina

se puede ver en la Figura 3 y para la ampicilina, en la Figura 4.

Se propusieron varios ET de cada antibidtico variando la pose con la que se coordinaba
al complejo organometalico. Para el ET de los mecanismos concertados siempre se obtuvo dos
frecuencias imaginarias asociadas a vibraciones lejanas al ataque nucleofilico. Este resultado
indica que los ET propuestos para el mecanismo concertado no eran puntos de ensilladura de
laPES y no eran ET reales. Los algoritmos de optimizacion son sensibles a la geometria inicial,
y se piensa que se puede llegar a una estructura correcta al intentar con mas variaciones de
poses del antibiotico junto con el complejo. En busca de una explicacion para no haber podido

encontrar un ET para el mecanismo concertado se analizaron los parametros estructurales de
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uno de los intentos para nitrocefina (Anexo 2) y es posible que el impedimento estérico de los

grupos adyacentes al anillo betalactamico haya evitado la formacion correcta del ET.

Observaciones del Formalismo de Fuerza de Reaccién

Los resultados de la Tabla 3 sugieren que las reacciones para ambos antibiéticos, en
sentido de formacion del intermediario anidnico, estan caracterizadas mas por una
reorganizacion geométrica de los reactivos que por una reorganizacion electrénica, ya que para
la nitrocefina la contribucion de wi a la barrera de activacion es de 72.23 %, mientras que la
contribucion de wii es de 27.76 %. Para la ampicilina, la contribucion de wi a la barrera de
activacion es de 78.84 %, mientras que la contribucion de wii es de 21.16 %. La ampicilina
necesita de una contribucién ligeramente mayor. Estos resultados son consistentes con los
calculos de frecuencias de la Tabla 1. Ademas, de acuerdo con la curva del flujo electronico en
la Figura 4, para nitrocefina, las regiones de trabajo wii y wiii Son las negativas, y eso indica que
alrededor del ET hay una ruptura de enlaces. Ahora, como se ve en la Figura 5, la ampicilina
presenta un flujo electrénico con varios valles y picos, pero alrededor del ET la curva del flujo

electronico es positiva y esto esta asociado a una formacion de enlaces.

Un ET es metaestable, por lo tanto, se espera que la funcién de dureza quimica n (&)
exista un minimo en &,, es decir, donde su gap HOMO-LUMO es menor y haya menor
reactividad (Kaya & Kaya, 2015). De acuerdo con la Figura 4 y la Figura 5, n (&) presenta un
maximo alrededor de &,. Se ha reportado casos en la literatura donde el solvente con el que se
trabaja influye en la dureza de las especies en reaccion, hasta el punto de invertir el perfil. En
fase gaseosa se ha reportado que el nucledfilo es muy inestable por la ausencia de solvente,
incluso mas inestable que el ET de la reaccion (Chamorro et al., 2003; De Luca et al., 2002;
Gobmez et al., 2003). En este caso, el solvente utilizado es DMSO vy el nucletfilo pu-OH posee

una carga negativa. Una posible explicacion para los perfiles n (&) de ambos antibidticos es que
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el modelo de solvatacion con DMSO no estabiliza lo suficiente a la carga del nucledfilo. Esto
hace que el producto y el intermediario acorten su gap HOMO-LUMO por la presencia de la
carga negativa. Ademas, se ha reportado que reacciones asimétricas como esta presentan un
perfil de dureza donde el ET no coincide con el minimo de la curva, a diferencia de las

reacciones simétricas (Chandra & Uchimaru, 2001).

Se consider6 usar DSMO como solvente porque es utilizado en el estudio experimental
del que se obtuvo datos para comparar con las predicciones del ET propuesto. El paso de la
protonacion de N¢) despues de la ruptura del enlace amida es el paso limitante en DMSO y eso
ayudaria capturar y estabilizar el intermediario anionico formado (Kaminskaia et al., 2001).
Esta puede ser una explicacion para haber obtenido el ET para el mecanismo por etapas

preferentemente sobre el mecanismo concertado durante las simulaciones computacionales.

Comparacién del complejo organometéalico con enzima NDM-1

Para finalizar y evaluar el estado del modelo actual se tomé la estructura del
intermediario y se lo superpuso con el centro catalitico de la enzima NDM-1. Se usé este
criterio para entender qué tan parecidas son las estructuras del mecanismo mimético y el
mecanismo real. EI RMSD encontrado tuvo un valor de 2.2 A. Eso quiere decir que la estructura
del complejo organometalico se parece a la proteina lo suficiente y es un buen punto de partida

para estudios més detallados con metodologias que estiman mejores parametros entropicos.

En varias enzimas se reporta la presencia de una molécula de agua en los reactivos
como una fuente del proton del segundo paso de la reaccion (Concha et al., 1996; Das & Nair,
2017; Garrity et al., 2005; Lisa et al., 2017; Wang et al., 1998). Ademas, se propone que una
posicidn cis entre el sustrato y el grupo hidroxido puente es clave para que la reaccion ocurra,
mientras que en posicion trans, se desactiva el nucledfilo (Kaminskaia et al., 2001). Estos

pueden ser aspectos importantes que considerar en futuros modelos.
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CONCLUSIONES

Los resultados tedricos son consistentes con un mecanismo de reaccion por etapas, ya
que fue posible modelar esta reaccion desde el ET y por los resultados del orden de enlace
natural, que revelan una ruptura de enlaces asincronica, caracteristica de una reaccién por
etapas. Los célculos de IRC revelan un efecto de solvente importante, ya que al trabajar con
DMSO, un compuesto con baja polaridad, las cargas del reactivo y de los intermediarios son
mas inestables que el ET, en el cual las cargas se encuentran dispersadas. Ademas, la mayor

contribucion a la barrera de activacion ocurre por rearreglos geométricos del sistema.

La superposicion de la enzimay el intermediario indica que el modelo es un buen punto
de partida para estudios mas detallados con metodologias, como la metadinamica, que estiman
mejor los parametros entropicos. La ventaja de este método es que permite parametrizar la
optimizacion en términos de variables colectivas del sistema quimico que no serian obvias de
determinar a priori, como en los experimentos de optimizacién de ET mediante el algoritmo de
Berny (Ensing et al., 2006; Li & Frisch, 2006). La aplicacion de métodos ab initio de mecéanica
molecular con metadinamica ya se han utilizado para explorar el espacio de reacciones de
glicosilacién bajo los mecanismos Sn1y Sn2, y se ha logrado caracterizar los intermediarios y

posibles ET extensamente (Fu et al., 2021).

Métodos alternativos como el Enlace de Valencia Empirico también han sido
extensamente utilizados para entender el mecanismo de enzimas de manera satisfactoria y
podrian ser de gran utilidad en futuros estudios, donde se pueda usar los resultados de este
modelo para entender la correlacion entre estructura y reactividad de los antibioticos mediante
este método, especialmente en metaloenzimas, que han demostrado ser un reto para la quimica
computacional y para la salud de las personas (Ju et al., 2018; Kamerlin & Warshel, 2011,

Rolain et al., 2010).
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Tabla 1. Pardmetros termodindmicos y cinéticos calculados a T=298.15 K para el ataque

nucleofilico del grupo p-OH del complejo al anillo betalactamico de los antibidticos nitrocefina

y ampicilina, comparados con la medicion experimental.

Método AH: AS AGH Ea log k
[kcal mol] | [cal moltK™] | [kcal mol?] | [keal mol?] | A [s1]

Eﬁ.‘pe”m_e”to 18.55 -14.99 23.02 19.14 | 10.0 | 8.4E-05

itrocefina

B3LYP

6-31+G 6.03 -44.51 19.31 6.63 3.5 | 4.4E-02

Nitrocefina

B3LYP

6-31+G 10.68 -44.43 23.97 11.27 3.5 | 1.9E-05

Ampicilina

Descripcion: Se muestra 6 pardmetros fisicoquimicos para los datos experimentales

(Kaminskaia et al., 2001) utilizados en el estudio para validar el modelo tedrico de la

nitrocefina bajo el nombre Experimental Nitrocefina en la columna de Método. En las

siguientes filas se coloca la informacién de los modelos tedricos de nitrocefina y ampicilina.

Ademas, se especifica el que el nivel de teoria usado fue B3LYP/6-31+G.
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Tabla 2. Parametros estructurales para el reactivo (R), estado de transicion (ET) e intermediario

anionico (11) durante el ataque nucleofilico al grupo carbonilo del anillo betalactamico de

ampicilina y nitrocefina de calculos B3LYP/6-31+G(d,p).

Angulos diedros [angulos]

Zn2)-03)-C4)-Ns)

Nitrocefina
Distancias atomicas [A]
Zna) - O@) Zne) - O@) O@) - Cw Cw - O C@) - N
R 1.87581 4.00636 3.98707 1.21334 1.38526
ET 1.95220 3.34370 1.86974 1.26008 1.42771
11 2.07898 3.16743 1.50413 1.31390 1.48986

ZNn(1)-0(3)-C(4)-Os)

Angulos diedros [angulos]
ET
Frecuencias imaginarias [cm™]

ET -210.39

Zn2)-03)-C4)-Nes)
98.09974

ET 102.80895 27.44871
Frecuencias imaginarias [cm™]
ET -233.27
Ampicilina
Distancias atomicas [A]
Znq) - O@) Zne) - Og3) O@) - C C) - Ogs) C) - N
R 1.87831 4.06784 3.50535 1.22444 1.36706
ET 1.94731 3.69548 1.82536 1.25755 1.4496
11 2.01003 3.61092 1.55467 1.29311 1.49535

ZNn(1)-0(3)-C(4)-Os)
-13.47077

Descripcion: Esta tabla consta de dos secciones, una para los parametros de nitrocefina y debajo

para la ampicilina. En ambos casos se muestra las distancias atdbmicas en Angstroms, dos

angulos diedros y la frecuencia imaginaria asociada al ET. La nomenclatura de los atomos se

encuentra en la Figura 5.
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Tabla 3. Energias del Formalismo de Fuerza de Reaccion calculadas para nitrocefina y

ampicilina a partir del perfil de IRC de cada ET por etapas.

Energia
Parametros [kcal mol?]
Nitrocefina Ampicilina

Wi 7.2213 7.6910

Wi 2.7760 2.0640

Wiii 0.6572 0.2511

Wiv 2.5083 0.5190

Barrera de activacion directa 9.9973 9.7550
Barrera de activacion inversa 3.1654 0.7701
Energia de reaccion 13.163 10.525

Descripcion: Componentes de la energia de reaccion calculadas a partir del resultado del script
escrito en Python del Anexo 4. Los parametros wi, wii, Wiii Y Wiv corresponden a los trabajos de
las cuatro regiones de la fuerza de reaccion F(&) alrededor del ET. La barrera de activacion
directa corresponde a la suma de wi y wii, mientras que la barrera de activacion inversa
corresponde a la suma de wiii y Wiv. La energia de reaccion es la suma de los cuatro trabajos en
la gréafica de F(&). La energia se muestra en escala de kilocalorias por mol. La curva de F (&)
en la Figura 3y la Figura 4 corresponden los trabajos mencionados de nitrocefina y ampicilina,

respectivamente.
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Tabla 4. Andlisis NBO para formacién de intermediario anionico de hidrélisis de nitrocefina y

ampicilina a partir de calculos en B3LYP/6-31+g(d,p)

Znw-0@E Zne)-0@ O@p)-Cw Cu-0p Cw@-N@E OBaverage Sy

N R 0.4968 0.0103 0.0005 1.7335 1.1030 - -

ET 0.3165 0.0189 0.3830 1.3894 1.0223 - -

11 0.2396 0.0193 0.7512 1.1790 0.9049 - -
%Ev | 70.101 95.556 50.952 62.056 40.737 63.88 0.8517

Al R 0.4660 0.0125 0.0019 1.6022 1.1981 - -

ET 0.3112 0.0123 0.4075 1.4023 1.0015 - -

11 0.2557 0.0118 0.6658 1.2450 0.9337 - -
%Ev | 73.609 28.570 61.094 55.963 74.357 58.72  0.8559

Descripcion: La descripcion de los dos antibioticos (N: nitrocefina, A: ampicilina) se da en los

reactivos (R), estado de transicion (ET), producto (P), pero también en cada uno de los cinco

enlaces mostrados en las columnas. Cada columna corresponde a la longitud en Angstroms del

enlace correspondiente para R, ET y P de cada antibidtico. Las filas % Ev corresponden al

porcentaje de evolucion de cada enlace durante la reaccion y son adimensionales. Las Gltimas

dos columnas 5Baverage Y Sy corresponden a parametros globales de la reaccion y se usan para

describir solamente el parametro % Ev por cada antibidtico. Por ello las especies R, ET y P no

poseen valores en dBaverage Y SY.
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FIGURAS

Mecanismo Por Etapas

o \o — °_ o e Sy \o - / %
0 ° oy M 0 o i "
L . . O
\ R1 w2 \ a1 R2 \ R1 R2 \
R TS /1 P
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Figura 1. Paso de ruptura de anillo betalactamico para nitrocefina.

Descripcion: Se puede ver cada mecanismo rotulado con un color diferente, el mecanismo por
etapas es azul, mientras que el mecanismo concertado es gris. En cada uno se ve el movimiento
de electrones que definen el mecanismo, con flechas rojas. En ambos mecanismos la reaccion
deriva en el producto (P) anionico. El intermediario (11) corresponde a la especie con carbono

tetraédrico modelado.



31

Mecanismo Por Etapas
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Figura 2. Paso de ruptura de anillo betalactdmico para ampicilina.

Descripcion: Se puede ver cada mecanismo rotulado con un color diferente, el mecanismo por
etapas es azul, mientras que el mecanismo concertado es gris. En cada uno se ve el movimiento
de electrones que definen el mecanismo, con flechas rojas. En ambos mecanismos la reaccion
deriva en el producto (P) anionico. El intermediario (11) corresponde a la especie con carbono

tetraédrico modelado.



32

€1 &2&3 &1 E2&3

10 1

-10 1

-204

-30 4

—40 4

Energy [kcal mol~*]

=50

J(E) [keal mol=* €71

-60 4

-70

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 OCO 0‘.2 Otd 0i6 0‘.8 ltﬂ

201 55.5 1

101 55.0 1
54.5

54.0 1
-10

n(€) [keal moi=')

=20 53.0-

F(£) [kcal mol~? a5t amu~172]

=301 52,54

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Reaction Coordinate () Reaction Coordinate (£)

Figura 3. Perfil de IRC, fuerza de reaccion y flujo electronico para nitrocefina.

Descripcion: La figura se divide en 4 curvas de izquierda a derecha y de arriba para abajo:
energia de reaccion E (&), fuerza electronica F(¢), flujo electronico J(¢)y dureza quimica
n(&). Todas las funciones tienen dominio en la coordenada de reaccion normalizada y estan
seccionadas por &;, &, y &;. La curva de F(§) tiene cada region de trabajo coloreada en azul y
seccionada por las lineas entrecortadas. Cada linea se define por &;, & y &. Notar que se

cumple 0 < & <&, <& < 1.
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Figura 4. Perfil de IRC, fuerza de reaccion y flujo electrénico para ampicilina.

Descripcion: La figura se divide en 4 curvas de izquierda a derecha y de arriba para abajo:
energia de reaccion E (&), fuerza electronica F(§), flujo electronico (&) y dureza quimica
n(&). Todas las funciones tienen dominio en la coordenada de reaccion normalizada y estan
seccionadas por por &, &, y &;. La curva de F(&) tiene cada region de trabajo coloreada en
azul y seccionada por las lineas entrecortadas. Cada linea se define por &,, &, y &;. Notar que

secumple 0 < & <&, <& < 1.



34

m Distancias analizadas
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o. .3 9
g Op) Cu
(5) (Z.. 0
(#)*N—c(7) Ca) Og)
R2 (6) \
C —R1 Ca Ne)
(8)
p—

Figura 5. Nomenclatura de atomos en el centro de reaccion.

Descripcion: La estructura quimica representa las distancias atdmicas analizadas en este
estudio. Las distancias entre atomos dentro del recuadro dorado corresponden a las
especificadas en la Tabla 1 y la Tabla 2. El resto del documento hace referencia a los &tomos

de acuerdo con la numeracion mostrada.
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Figura 6. Superposicion de proteina'y enzima NDM-1.
Descripcion: Se muestra la estructura del intermediario con carbono tetraédrico 11 con la
estructura de la proteina NDM-1 (PDB ID: 4HL2). El programa Pymol se fue utilizado para

generar las gréficas.
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ANEXOS

ANEXO 1. COORDENADAS GEOMETRICAS OPTIMIZADAS DEL COMPLEJO
ORGANOMETALICO Y DE LOS ESTADOS DE TRANSICION DE NITROCEFINA
Y AMPICILINA'Y DETALLES SOBRE DIBUJO DE ESTRUCTURAS

Para preparar las especies quimicas se consideré medio acuoso y pH fisiol6gico. Al
hidratarse, el complejo [Zn2L1(u-NO3)(NO3)2] se transforma en [Zn2L1(u-OH)(H20)2]%*. Los
antibidticos a pH fisioldgico tienen carga —1 debido a la deprotonacion del grupo carboxilo
adyacente al anillo betalactamico, que lo transforma en carboxilato. Evidencia de resonancia
magnética nuclear de carbono 3C NMR y emision de espectro infrarrojo IR sugiere que todos
los antibioticos betalactamicos tienen el mismo modo de coordinacion con el complejo:
mediante el grupo carboxilato anidnico de manera monodentada a un &tomo de Zn (Das & Nair,
2017; Kaminskaia et al., 2000, 2001). Cuando el antibidtico se coordina con el complejo
hidratado se forma [Znz2Li(u-OH)(nitrocefina)(H20)]*, el complejo catalitico. Durante la
ruptura del antibiotico, la molécula de agua del complejo catalitico sale, dejando solamente la
especie [Zn2L1(pu-OH)(nitrocefina)]* en solucion. Entonces, se usa durante la simulacion el
complejo sin la molécula de agua coordinada al Zn. A continuacion, se muestran las
coordenadas de [Zn2L1(u-OH)]?>* y también las estructuras del complejo coordinados a los

antibioticos [Znz2L1(u-OH)(nitrocefina)]* y [ZnzL1(u-OH)(ampicilina)]*.

COMPLEJO ORGANOMETALICO [Zn2L1(p-OH)]J?*.: COORDENADAS, MULTIPLICIDAD, CARGA

N
=

-0.02257100 1.06608300 -0.02706800
1.00759000 1.78956800 0.61442400
0.95114300 3.19043300 0.61257200

-0.10315400 3.89681300 0.01953100

-1.11751100 3.15152400 -0.60088400

-1.09292600 1.75308600 -0.64572500
1.75027300 3.74377700 1.10254900

-1.94512300 3.67404800 -1.07780200

-0.15941300 5.40702500 0.06329700

-0.90563900 5.76160400 0.78648200
0.80692800 5.82985300 0.35577400

-0.43191100 5.82821900 -0.91115100
2.10268700 1.08773200 1.39222600
2.81155800 1.84067500 1.76263900
1.66964600 0.59173100 2.26871600

-2.14184100 0.99929500 -1.43700200

-1.67400200 0.52465900 -2.30703100

-2.88398800 1.71557500 -1.81551700

-2.86919800 -0.10102000 -0.71972000

ZITOIITIOIIIOIIOOOOOO
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ESTADO DE TRANSICION PARA NITROCEFINA [Zn;L1(u-OH)(nitrocefina)]": COORDENADAS, MULTIPLICIDAD, CARGA

[N
[N

ITIOIIOZZIIOIIOIIOOOOOOIIIIIOOOOOOOOZZ0000W

2.87768900
-3.56743600
-4.50389700
-2.91852400
-3.85016200
-4.31446600
-4.53807500

3.52200500

4.43225800

2.82138200

3.85267900

4.26439400

4.59929200
-3.82583900
-4.35183000
-4.56151300
-3.27793200

3.88469300

4.43847900

4.59102900

3.37494400
-2.58142900
-2.03593800
-2.77547900

2.62678500

2.03665100

2.87206500

0.01182900
-1.51465600

1.59888100

0.10711900

0.15448000

5.38469700
1.21196200
0.96522500
3.39603100
2.34858400
3.03572100
3.09368200
4.04642200
2.94219900
2.00284100
3.29687200
5.76415800
4.55516100
3.28386700
2.13275300
4.50406000
2.69685000
3.00328900
6.41569000
6.35852500
-2.85459100
-3.53356300
-4.88153700
-5.56382100
-4.88040900
-3.53574300
-5.39598200
-5.39480300
-2.81366200
-3.50239300
-1.97084600
-2.82910400
-2.44436200
-3.54950300
-1.65738800
-2.23756700
-2.02310400
-2.41616300
-2.81441000
-0.83018900
-1.14656000
-0.02459200

0.02301000
0.39441600
0.89867700
1.13090300
-0.73630300
-0.31754200
-1.47214200
0.53429400
1.09714300
1.22188900
-0.59944500
-0.17285300
-1.27739300
-0.72222000
-1.54672800
0.01489800
-1.11643800
-0.53606500
-1.34309800
0.24130800
-0.94195500
-1.44176500
-0.89736800
-2.33633100
-1.39656600
-0.91396000
-2.29244300
-0.27197800
-1.61195000
-1.54271100
-2.82556600
-3.70957300

0.23660300
0.03053400
-1.72329200
4.39326600
-3.45485400
-0.10683900
2.13407000
0.89955200
1.76697600
0.55160800
-1.44625300
-1.18168900
-1.93313600
3.40717400
-2.30295000
1.33313700
2.65336900
1.41725600
-1.84617100
-0.81042900
-0.25315100
0.79163000
0.62184400
-0.55962000
-1.59260200
-1.45963900
1.42969700
-2.52359800
2.05347900
2.69042600
1.80785500
-2.59157500
-2.25458300
-3.39900700
-3.14714000
2.85884100
-3.63229500
-4.65700400
-2.99008800
-3.56783800
-3.88469300
-4.23082400

0.67161700
0.49768700
0.22381500
0.97966800
1.48649500
2.38496700
1.06313000
-0.56904800
-0.32343300
-1.05065500
-1.54036600
-2.46044200
-1.12002000
-1.66681400
-1.18200400
-2.01852200
-2.52632600
1.60672000
1.12365100
1.92968100
2.48396000
1.81211100
2.48179700
2.25975500
-1.81612000
-2.49497000
-2.23508500
-0.05980700
0.02611100
-0.00410600
0.22757500
-0.15743000

0.69956300
0.88760100
-1.41660200
1.37999600
-1.83328500
-0.67700200
1.68399500
-0.38798000
0.30414100
0.05645400
-0.96988000
-0.42477700
-0.90047600
2.10907000
-1.44061900
-1.28099000
-0.27624700
2.39529200
0.15214900
-1.26896200
0.21325100
0.88892200
1.23116900
0.93455500
0.28916800
-0.07797000
1.74650900
0.06214100
1.30541700
1.87575800
1.96036400
-0.78504000
-1.75387300
-0.97964800
-0.04240500
0.17962700
1.31355500
1.26704500
1.70789600
2.26535300
3.26494100
1.93830900

42



-3.28040600 3.29146800 -0.79499900
-3.78189700 4.19893800 -0.43601100
-4.02779700 2.49695900 -0.86241000
-2.68473600 3.52388500 -2.18256200
-3.48831200 3.78355700 -2.87934500
-1.96546100 4.34681400 -2.17376400
-1.06628600 -4.24275700 -0.84038900
-0.21402600 -4.67237600 -0.31101600
-1.80879700 -5.03442800 -1.02066100
-0.70926300 -3.85045500 -1.79308600
-1.52548800 4.03215900 0.74566900
-1.08176200 4.62347500 -0.05743400
-2.21788300 4.66510600 1.31721000
-0.72725500 3.68621700 1.40658900
-0.29459500 -2.18454200 2.27372200
-0.91927000 -1.56622100 2.79311100
0.60518500 -2.14976000 2.75036400
-1.96113700 2.29865700 -2.61420000
-2.62435900 1.58576400 -2.92068800
-1.36293900 2.49928600 -3.41437200
-1.56168800 -0.10431400 -0.14931700
-0.13931500 -1.52781200 0.28884900
-0.89654700 1.66483000 -0.91092200
0.94239300 1.17849200 -1.35009600
0.89163000 0.32439900 -1.81798200
4.71018500 -2.95789500 -1.22353500
3.33108000 3.47801800 3.20789900
-6.60802100 -0.67654500 1.20890600

=1
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ESTADO DE TRANSICION PARA AMPICILINA [ZnL1(p-OH)(ampicilina)]*: COORDENADAS, MULTIPLICIDAD, CARGA

[N
[N

-5.07334300 -0.42296300 0.62353100
-0.98906600 -0.37152500 0.96372800
-0.99595200 1.69385200 -1.37180000
-2.31720900 -4.43030500 2.50498500
-2.78246200 2.20350900 -2.61681500
-2.73712200 -0.54734100 -0.67488300
-2.94766600 -2.24353600 2.15462300
-3.78155500 -1.47407900 -0.15672800
-2.72220900 -2.18720400 0.73914500
-1.74476200 -1.07168100 0.24252700
-4.64034300 0.96616900 -0.59026100
-2.71674300 -3.34041500 2.91706500
-2.26510700 1.67187400 -1.62645700
-4.22785100 -2.10657800 -0.92595000
-2.47245800 -3.18582500 0.38866200
-3.24307400 -1.40208500 2.63690800
2.90309800 0.53074000 0.21361000
3.72026100 -0.47048600 0.79299300
5.01563000 -0.13221700 1.20915800
5.50821800 1.16705500 1.07843100
4.69069200 2.14849800 0.51311400
3.39598300 1.85053000 0.07379400
5.63995800 -0.90486200 1.65191000
5.06159100 3.16445700 0.40042200
3.20868200 -1.87094600 1.04894900
3.99928400 -2.45732700 1.53564800
2.35442100 -1.83870400 1.73465300
2.55857100 2.91535300 -0.59375300
2.26918500 2.57577400 -1.59408800
3.16746300 3.82280100 -0.71578600
1.28604000 3.28004700 0.10014200
2.73114000 -2.61183900 -0.16082800
1.50227400 3.82569300 1.46899000
0.70754200 4.55362700 1.65756800
2.45859100 4.36163300 1.53004800
1.43352700 2.75536300 2.56007700
2.28710500 2.07775400 2.51088600
1.45038200 3.24838700 3.53851400
3.78383200 -2.74749900 -1.20737100
4.45029700 -3.58809000 -0.97547000
4.38178900 -1.83227700 -1.20513900
3.16629200 -2.93074800 -2.59418600
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3.96405100
2.59104400
0.58931600
-0.37784200
1.18336200
0.41700900
2.22643700
1.84313300
3.02869600
1.41450100
0.20521500
0.23411200
-0.61341000
2.22987100
2.75243300
1.62630700
1.64365700
0.02496000
1.20670400
-0.66069500
-1.13853300
-2.93572800
6.51309900
-3.09329500
-2.77067200
-5.29814800
-6.38541900
-5.04504800
-4.95900000
-5.13627500
-4.85110700
-6.22777300
-4.70867200

-2.97722400
-3.85794200
4.28788900
4.52756000
5.21070400
3.88193500
-3.94083800
-4.48651000
-4.52844000
-3.81126300
1.94612700
1.10955800
2.47609400
-1.80607500
-0.97167200
-2.03475800
0.24986800
1.42309100
-1.47016300
-1.98721100
-1.92420200
-3.15915700
1.41061100
0.88411700
1.26282400
0.67400800
0.62867000
1.46880900
-0.27452400
2.29573100
3.11170400
2.30191000
2.49755200

-3.34205300
-2.65197500
-0.73154100
-0.28447200
-0.81150900
-1.72878300
0.25862100
-0.60561100
0.72575200
0.97793000
2.38078700
2.96134800
2.68144000
-2.87631400
-3.14677100
-3.66517300
-0.19613300
0.34175400
-1.09936900
-0.90574500
-1.74817800
3.98203700
1.41036200
-0.57952000
0.40128200
-1.94526600
-1.82952800
-2.65072400
-2.37284500
-0.01751800
-0.69059900
0.06760200
0.96995000
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ANEXO 2. DETALLES GEOMETRICOS ADICIONALES SOBRE LAS ESPECIES
EN REACCION E HIBRIDOS DE RESONANCIA

Especias completas y simplificadas

Nitrocefina Completo Nitrocefina Simplificado

9
9

@

Complejo Completo
J{) J

JJJ‘
JJJJ

If:»,,w

Figura C1. Estructuras simplificadas de los antibidticos y el complejo organometélico
[Zn2L1(u-OH)]?* comparadas con las estructuras de las moléculas reales.
Descripcion: Las estructuras simplificadas carecen de ciertos grupos adyacentes al centro de

reaccion para prevenir que los algoritmos de minimizacion tengan problemas de convergencia.



Estado de transicion para el mecanismo concertado
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En la Tabla C1 se muestra las distancias del ET para el mecanismo concertado previo

a la optimizacion final. Se fijo la distancia O) - C(s) para intentar acomodar la estructura y

facilitar el ataque nucleofilico al carbono del grupo carbonilo, como se ve en la Figura C2. La

optimizacion del ET sin fijar la distancia Os) - C(4) Se desarmd, alejando en gran cantidad a los

atomos Og3) y Cs), asi evitando el ataque nucleofilico, como se ve en la Figura C2.

Tabla C1. Parametros estructurales para el reactivo (R), estado de transicion (ET) para

mecanismo concertado e intermediario aniénico (11) durante el ataque nucleofilico al grupo

carbonilo del anillo betalactdmico de nitrocefina de calculos B3LYP/6-31+G(d,p).

Distancias atomicas [A]
Zna) - O@)
ET 2.09461

Zne) - O)
2.34924

Op) - Cw
1.71198

Angulos diedros [angulos]
Zn2)-03)-C4)-Nes)
ET 13.68530

Frecuencias imaginarias [cm™]

ET -185.27 -120.59

Cw@ - Op)
1.24488

C@) - Ne)
1.50442

ZNn(1)-O(3)-C(4)-Os)
126.63702

Descripcion: ET propuesto para mecanismo concertado con enlaces fijos. Posee dos

frecuencias imaginarias, entonces no se lo puede considerar ET real. No es un punto de

ensilladura en la PES.
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ET FIJO ET LIBRE

Figura C2. A la izquierda se encuentra el ET con enlaces fijos y a la derecha el ET con enlaces
libres. La optimizacion de ET con enlaces libres aleja los atomos O) y Cs) lo suficiente como
para evitar el ataque nucleofilico.

Carbono tetraédrico del intermediario 11y estructuras de resonancia de 11

Carbono sp? Carbono sp3

ot w

Figura C3. cambio de hibridacion sp? a sp® del carbono después del ataque nucleofilico del

hidréxido al carbono del carbonilo en el anillo betalactamico.
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ANEXO 3. ECUACIONES

La ecuacion (1) corresponde a la energia libre de activacion. La ecuacion (2)
corresponde a la constante de velocidad de la reaccion dependiente de la temperatura. La
ecuacion (3) corresponde a la energia de activacion. La ecuacion (4) corresponde a la fuerza
de reaccion, como la derivada de la energia de reaccién en funcion de la coordenada de
reaccién. La ecuacién (5) corresponde al flujo electronico definido como el negativo de la
derivada del potencial quimico. La ecuacion (6) corresponde a la dureza quimica definida como
la diferencia de la energia del LUMO y el HOMO a lo largo de la coordenada de reaccion.

Solamente las ecuaciones (4), (5) y (6) se implementaron en el script de Python.

AG* = AH* — TAS* (1)
k(T) = kBTTe-AG*/RT (2)
E, = AH* + RT (3)
F(§) = —di—g) (4)
J§) = —dfi—(;) (5)
1) = 3 (LUMO ~ HOMO)(®) (6)

La ecuacién (7) corresponde a la sincronicidad de la reaccion, que se calcula con las
ecuaciones (8) y (9) para n enlaces involucrados en la reaccion. La ecuacion (8) corresponde a
la variacion del indice de enlace, donde BF”, BR y BF son las distancias atomicas entre el par
de atomos del enlace i para el reactivo (R), estado de transicion (ET) y producto (P). La
ecuacion (9) corresponde al promedio de & B; para todos los n enlaces. Finalmente, la ecuacion

(10) corresponde al porcentaje de evolucion, que es nada méas que (8) multiplicada por 100.

n
6B; — 6B
Sy =1-— [Z | LSB averagel]/zn —9 (7)
i=1

average




O0B; BLET _ Bf
i
BP —BF
n
1
5Baverage = EZ 0B;

=1

%Ev = 6B; * 100
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(8)

(9)

(10)
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ANEXO 4. LIBRERIA DE FUNCIONES PARA PROCESAMIENTO DE DATOS EN

Implementacion de funciones

#l/usr/bin/env python3
-*- coding: utf-8 -*-

PYTHON

IMPLEMENTATION OF IRC, ELECTRONIC FLUX & REACTION FORCE

This script uses eflux_rxnforce.py to generate data and graphics for IRC .log

files from Gaussian. Graphics can be customized using matplotlib features.

Universidad San Francisco de Quito
from eflux_rxnforce import merge, smooth, EFRF, plot_EFRF, barrier

import time

start = time.time()

# Data handling

r = ['nitro_IRC_F.log','nitro_IRC_F_cont.log','nitro_IRC_F_cont2.log']
p = ['nitro_IRC_R.log','nitro_IRC_R_cont.log','nitro_IRC_R_cont2.log']
df = merge(r, p)

df = smooth(df)

df = EFRF(df)

cv, |, Ef, Er, E, dots = barrier(df)

plot_EFRF(df)

df.to_csv('irc_efrf.csv', index=False)

print(df.info())

# Time

print(\nTime spent: ', '%.2f %float(time.time() - start), ' seconds')

Libreria de funciones eflux_rxnforce.py

#!/usr/bin/env python3
-*- coding: utf-8 -*-

IRC, ELECTRONIC FLUX & REACTION FORCE

1. Merge forward and reverse IRC calculations
2. Normalize reaction coordinates

3. Displace energy values with respect to lowest reactant

4. Calculate: reaction force, electronic flux, activation barrier, hardness

Universidad San Francisco de Quito
print(__doc__)

import pandas as pd

import scipy.signal as ss

import numpy as np



import matplotlib.pyplot as plt

from sklearn.gaussian_process import GaussianProcessRegressor
from sklearn.gaussian_process.kernels import WhiteKernel, RBF
from scipy.interpolate import CubicSpline

from scipy.integrate import quadrature

# Useful strings

pnt, crd, nrc = 'Point Number', 'Reaction Coordinate’, 'Normalized Rxn Crd'
nrg, cpt, efx = 'Energy [kcal/mol]', 'Chem. Potential', 'Electronic Flux'

rfo, rfc, hrd = 'Reaction Force', 'Reaction Force Constant', 'Hardness'

x_h, gpr_smooth, cpt_smooth = 'NRC GPR', 'Energy GPR', 'Chem. Pot. GPR'

def extract(ptfile):

Extracts HOMO and LUMO eigenvalues from each point calculation in the IRC
path. Inputs one ".log' file at a time. Ignores the last step of the IRC
calculation. Returns pandas DataFrame object. Each column contains
information for each point calculation. This helps to link all point
calculations to their file of origin to keep track of the information.
df = pd.DataFrame(columns = [file', pnt, crd, nrg, 'HOMO', 'LUMO"])
convert_dict = {'file": str,

pnt: int,

nrg: np.double,

'HOMOQ': np.double,

'LUMOQ': np.double}

df = df.astype(convert_dict)

pa_scfd = 'Population analysis using the SCF density.'
ooc_eig ='Alpha occ. eigenvalues'

vrt_eig = 'Alpha virt. eigenvalues’

pivot = 'Point Number:'

pivot_line = [0]

scfdone = 'SCF Done:'

scfd_lines = [0]

with open(pffile, 'r') as read:
for no, line in enumerate(read):
if pivot in line:

pivot_line.append(no)

CKPNT_HOMO_LUMO, CKPNT_COORD =0, 0

with open(pffile, 'r') as read:
lines = read.readlines()
for p in range(1,len(pivot_line)):
pnt_num, rxn_coord = 0, 0.0

homo_eigen, lumo_eigen, enrgy =", ",

#HOMO LUMO eigenvalues extraction
for j in range(pivot_line[p], pivot_line[p-1], -1):
if pa_scfd in lines]j]:
scfd_lines.append(j)

for i in range(j, pivot_line[p]):
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#HOMO & LUMO kept in Hartree

if ooc_eig in lines[i] and vrt_eig in lines[i+1]:
homo_eigen = linesl[i].split()
del homo_eigen[:4]
homo_eigen = homo_eigenl[-1]
lumo_eigen = lines[i+1].split()
del lumo_eigen[:4]
lumo_eigen = lumo_eigen[0]
CKPNT_HOMO_LUMO += 1

break # necesary break

# Energy values extraction.
# Conversion to Cal/mol happens in merge()
for j in range(scfd_lines[p], pivot_line[p-1], -1):
if scfdone in lines][j]:
enrgy = lines][j].split()[4]

break # necesary break

# Reaction coordinate extraction

for k in range(pivot_line[p], pivot_line[p]+1):
pnt_num = int(lines[k].split()[2])
rxn_coord_add = lines[k+2].split()[-1]
if pnt_num == 0: rxn_coord = np.float64(0.0)
else: rxn_coord += np.float64(rxn_coord_add)

CKPNT_COORD += 1

# dataframe generation

new_data = {
‘file": ptfile,
'Point Number": pnt_num + 1,
'Reaction Coordinate': rxn_coord,
'Energy [kcal/mol]': enrgy,
'HOMO'": homo_eigen,
'LUMO': lumo_eigen

}

df = df.append(new_data, ignore_index=True)

if CKPNT_HOMO_LUMO == CKPNT_COORD: pass

else: print('File {0} was not processed correctly'.format(ptfile))

df = df.astype(convert_dict)
print(ptfile, end =', ")

return df

def EFRF(df):
Electronic Flux was calculated using the negative of the derivative of the
chemical potential with respect to the reaction coordinate. Savitzky-Golay
differentiation algorithm was used to smooth the chemical potential data
and to prevent amplification of noise after calculating the numerical
derivative. This algorithm uses afixed step size, so we took an average
of the step sizes in the reaction coordinate, and used it for

differentiation.
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Reaction Force was calculated using the derivative of the energy with
respect to the reaction coordinate. We also used the Savitzky-Golay
differentiation algorithm and an avergae stepsize.

print(\n> Calculating energies ...", end ="'

# Average Step Size for numerical derivative

h = dfx_h].iloc[1] - dffx_h].iloc[0]

# Calculation of Electronic Flux using Savitzky-Golay differentiation
# Conversion to Cal/mol
dffefx] = - ss.savgol_filter(df[cpt_smooth],

window_length=5,

polyorder=2,

deriv=1,

delta=h)

# Calculation of Reaction Force using Savitzky-Golay differentiation
# Already in Cal/mol
dffrfo] = - ss.savgol_filter(df[gpr_smooth],

window_length=9,

polyorder=3,

deriv=1,

delta=h)

# Conversion to Cal/mol

#1=-HOMO; A = -LUMO
#eta=1-A=LUMO - HOMO

dffhrd] = 0.5 * (df[LUMO'] - dff HOMO']) * 627.5095

print('Done')

return df

def barrier(df):
=0
nrg, rxf = dffgpr_smooth].to_numpy(), dffrfo].to_numpy()
cv = [0, df.shape[0] - 1]

# Search for TS position in Energy data
for idx in range(nrg.shape[0] - 2):
i, j = nrglidx + 1] - nrg[idx] > O, nrg[idx + 2] - nrg[idx + 1] > 0

ifi is not j: cv.append(idx + 1); break

# Search for maxima and minima arround TS in rxn force
for idx in range(cv[2], 1, -1):
i, j = rxflidx + 1] - rxf[idx] > O, rxflidx + 2] - rxflidx + 1] > 0

if i is not j: cv.append(idx + 1); break
for idx in range(cv[2], nrg.shape[0] - 2):
i, j = rxflidx + 1] - rxflidx] > O, rxflidx + 2] - rxf[idx + 1]> 0

ifi is not j: cv.append(idx + 1); break

cv = sorted(cv)
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x = np.asarray(dffx_h]).T
y = np.asarray(df[rfo]).T

func = CubicSpline(x, y)

for k in range(len(cv)-1):

l.append(quadrature(func, x[cv[k]], x[cv[k+1]], maxiter=300))
a, b, ¢, d=-1[0][0], - I[1][0], I[2][C], I[3][O]

Ef=a+b
Er=c+d
E =Ef+Er

dots = [x[i] foriin cv]

print(\n’)

print(REACTION FORCE FORMALISM')

print('Energy Contributions', \n')

print("{:<10} {:<16}".format('Region’, 'Energy [kcal/mol]'))

print('-"*28)

print("{:<10} {:<16}".format('w_i' ,'%.4f'%a))

print("{:<10} {:<16}".format('w_ii' , '%.4f'%b))

print("{:<10} {:<16}".format('w_iii' , '%.4f %c))

print("{:<10} {:<16}".format('w_iv' , '%.4f'%d))

print('-"*28, "\n')

print(‘Activation Barrier Forward : ', '%.4f %Ef, "\, '[kcal/mol]’)

print('Activation Barrier Reverse : ', '%.4f %Er, '\, '[kcal/mol]')
(

print('Total Reaction Energy 2", "% A %E, \t', '[kcal/mol]’)
return cv, |, Ef, Er, E, dots

def merge(reactant, product):
Merges reverse and forward IRC paths in a pandas DataFrame. Calls 'extract'
function. Both original and normalized reaction coordinate are kept in the
final dataframe for future use.
Al energy data values are displaced with respect to the first energy value

in the IRC path. This will keep the energy of the reactants at 0.

Parameters

reactant, product : lists of pd.DataFrame
Two lists, one with names of the reactant IRC files and other with the
names of the product IRC files. These lists must contain the names of

the files in order they were produced.

Returns

df : pd.DataFrame

Dataframe with extra column with normalized reaction coordinate.

print("\n> Merging the data ...")
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print('Reading: ', end ='")
df_r,df_p=1],[] #list of reactant and product IRC dataframes

# Instantiation of dataframes per IRC file
for i in reactant: df_r.append(extract(i))

for i in product: df_p.append(extract(i))

# Correct energy values between IRC continuations
# (ya hace bien 18-mar-2021)
foriin range(1,len(product)):
last = df_pl[i-1].iloc[-1,3] - df_p]i].iloc[0,3]
df_p[i][nrg] = df_p[il[nrg] + last
for i in range(1,len(reactant)):
last = df_rfi-1].iloc[-1,3] - df_r[i].iloc[0,3]
df_r{i][nrg] = df_ri][nrg] + last

# Exclude extremes values in DataFrames. Correct reaction coordinate
foriin range(1,len(product)):

df_pl[iJlcrd] = df_pl[i][crd] + df_pl[i-1].iloc[-1, 2]

df_pl[i] = df_pl[il.iloc[1:]
for i in range(1,len(reactant)):

df_rfi][crd] = df_r[i][crd] + df_r[i-1].iloc[-1, 2]

df_r[i] = df_rfi].iloc[1:]

# Merge DataFrames

df_p = pd.concat(df_p, ignore_index=True)

df_r = pd.concat(df_r, ignore_index=True).iloc[1:]

df_r[crd] = - df_r[crd]

df = pd.concat([df_r, df_p], ignore_index=True).sort_values(by = crd)
df = df.reset_index(drop=True)

# Chemical Potential estimation. Energy displacement
# Conversion to Cal/mol

dffcpt] = 0.5 * (dffHOMO'] + dffLUMO'])

# Energy

# Conversion to Cal/mol

min_x, max_x = df[crd].min(), dfcrd].max()
df[nrc] = (df[crd] - min_x) / (max_x - min_x)
dflnrg] = df[nrg] - dffnrg].iloc[0]

dflnrg] = df[nrg] * 627.5095

print(\nDone')

return df

def smooth(df):

Smoothed energy data using Gaussian Process Regressor.
print(\n> Smoothing data values ...")

x_ = np.atleast_2d(np.linspace(0, 1, df.shape[0])).T

# Energy Smoothing using Gaussian Process Regression



print('GP Energy')

X = np.atleast_2d(df[nrc]).T

y = np.asarray(dffnrg]).T

kernel = np.max(y)**2 * RBF(length_scale=0.5) \
+ WhiteKernel(noise_level=1, noise_level_bounds=(1e-10, 1e+1))\
+ 1.0**2 * RBF(length_scale=0.1)

gp_e = GaussianProcessRegressor(kernel=kernel, random_state=0)

gp_e.fit(X, y)

y_ = gp_e.predict(x_)

dffx_h] = pd.Series(x_.reshape([1,x_.shape[0]])[0])

df[gpr_smooth] = pd.Series(y_.reshape([1,y_.shape[0]])[0])

print("Learned kernel: %s" % gp_e.kernel_)

# Chemical Potential Smoothing using Gaussian Process Regression
print('GP Chemical Potential')
y = np.asarray(dffcpt]).T
kernel = 2 * np.max(y)**2 * RBF(length_scale=0.5) \
+ WhiteKernel(noise_level=1, noise_level_bounds=(1e-10, 1e+1))\
+ 1.0**2 * RBF(length_scale=0.05)
gp_e = GaussianProcessRegressor(kernel=kernel, random_state=0)
gp_e-fit(X, y)
y_ = gp_e.predict(x_)
dffcpt_smooth] = pd.Series(y_.reshape([1,y_.shape[0]])[0])

# Conversion to Cal/mol
df[cpt_smooth] = df[cpt_smooth] * 627.5095

print("Learned kernel: %s" % gp_e.kernel_)

print('Done')

return df

def plot_EFRF(df):

Plots for Energy, Electronic Flux, Reaction Force

print("\n> Plotting Electronic Flux, Energy, Reaction Force ...", end ='")

# Energy Plot

fig, ax = plt.subplots()

#ax.scatter(df[nrc], df[nrg], linewidth=2.0, color="black")
ax.plot(dffx_h], dffgpr_smooth], linewidth=2.0, color='blue")
ax.ticklabel_format(useOffset=True)
ax.ticklabel_format(useMathText=True)
plt.xlabel(r'Reaction Coordinate $(\xi)$')

plt.ylabel('Energy [kcal $molr{-1}$])
plt.savefig('./img/energy.png’, dpi=600, bbox_inches="tight")
#plt.savefig('./img/energy.tif', dpi=600)

# Reaction Force Plot

fig, ax = plt.subplots()

ax.plot(dffx_h], dffrfo], linewidth=2.0, color="blue')
ax.ticklabel_format(useOffset=True)
ax.ticklabel_format(useMathText=True)

plt.xlabel(r'Reaction Coordinate $(\xi)$")
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plt.ylabel(r'F($\xi$) [kcal $molr{-1}$ $a_{\theta}{-1}$ $amu’{-1/2}$]")
plt.fill_between(df[x_h], dfrfo], color="lavender’)
plt.savefig('./img/reaction_force.png', dpi=600, bbox_inches="tight")
#plt.savefig('./img/reaction_force.tif', dpi=600)

# Chemical Potential

fig, ax = plt.subplots()

#ax.scatter(df[nrc], df[cpt], linewidth=2.0, color="black’)
ax.plot(dfix_h], dffcpt_smooth], linewidth=2.0, color="blue')
ax.ticklabel_format(useOffset=True)
ax.ticklabel_format(useMathText=True)
plt.xlabel(r'Reaction Coordinate $(\xi)$')
plt.ylabel(r'$\mu$($\xi$) [kcal $mol*{-1}$]')

plt.savefig('./img/chemical_potential.png’, dpi=600, bbox_inches="tight’)

#plt.savefig('./img/electronic_flux.tif, dpi=600)

# Electronic Flux Plot

fig, ax = plt.subplots()

ax.plot(dffx_h], df[efx], linewidth=2.0, color='blue')
ax.ticklabel_format(useOffset=True)
ax.ticklabel_format(useMathText=True)

plt.xlabel(r'Reaction Coordinate $(\xi)$')

plt.ylabel(r'J($\xi$) [kcal $molr{-1}$ $\xir{-1}$])
plt.savefig('./img/electronic_flux.png', dpi=600, bbox_inches="tight')
#plt.savefig('./img/electronic_flux.tif, dpi=600)

# Hardness

fig, ax = plt.subplots()

#ax.scatter(df[nrc], df[cpt], linewidth=2.0, color='black')
ax.plot(dffnrc], dffhrd], linewidth=2.0, color="blue')
ax.ticklabel_format(useOffset=True)
ax.ticklabel_format(useMathText=True)

plt.xlabel(r'Reaction Coordinate $(\xi)$")

plt.ylabel(r'$\eta (\xi)$ [kcal $molr{-1}$]")
plt.savefig('./img/hardness.png’, dpi=600, bbox_inches="tight')
#plt.savefig('./img/electronic_flux.tif', dpi=600)

print('Done")
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