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E x t e n s i v e m o l e c u l a r d y n a m i c s s i m u l a t i o n s h a v e b e e n p e r f o r m e d t o s t u d y t h e e e c t o f g l y p h o s a t e ( i n t h e i rff

n e u t r a l a n d c h a r g e d f o r m s , G L Y P a n d G L Y P2−, r e s p e c t i v e l y ) o n f u l ly h y d r a t e d D i P a l m i t o y l P h o s p h a t i d y l C h o l i n e

( D P P C ) l i p i d b i la y e r . F i r s t , w e c a lc u l a t e d t h e f r e e e n e r g y p r o le ( u s i n g t h e U m b r e l la S a m p li n g t e c h n i q u e ) f o rfi

b o t h s t a t e s o f c h a r g e o f g l y p h o s a t e . T h e m i n i m u m v a l u e f o r t h e f r e e e n e r g y f o r G L Y P i s 6 0 k J m o l∼−

−1 l o c a t e d
a t = ± 1 . 7 n m ( f r o m t h e l i p i d b i la y e r c e n t e r ) , a n d t h e r e i s a l m o s t n o m a x i m u m a t t h e c e n t e r o f t h e l i p i dz
b i la y e r . B y c o n t r a s t , t h e m i n i m u m f o r G L Y P2− i s 3 5 k J m o l∼−

−1 l o c a t e d a t = ± 1 . 4 n m ( f r o m t h e l i p i dz
b i la y e r c e n t e r ) , a n d t h e m a x i m u m r e a c h e s 3 5 k J m o l∼

−1 a t t h e c e n t e r o f t h e l i p i d b i la y e r . T h e n , d i e r e n t l i p i dff

b i la y e r p r o p e r t i e s w e r e a n a l y z e d f o r d i e r e n t g l y p h o s a t e : l i p i d ( G : L ) r a t i o s . T h e m e a n a r e a p e r l i p i d w a s s l i g h t l yff

a e c t e d , i n c r e a s i n g o n ly 5 % ( i n t h e p r e s e n c e o f g l y p h o s a t e a t h i g h c o n c e n t r a t i o n s ) , w h i c h i s i n a g r e e m e n t w i t hff

t h e s l i g h t d e c r e a s e i n d e u t e r i u m o r d e r p a r a m e t e r s . A s f o r t h e t h i c k n e s s o f t h e b i la y e r , i t i s o b s e r v e d t h a t t h e s t a t e

o f c h a r g e p r o d u c e s o p p o s i t e e e c t s . O n o n e h a n d , t h e n e u t r a l s t a t e p r o d u c e s a n i n c r e a s e i n t h e t h i c k n e s s o f t h eff

l i p i d b i la y e r ; o n t h e o t h e r , t h e c h a r g e d f o r m p r o d u c e s a d e c r e a s e i n t h e t h i c k n e s s , w h i c h n o t d e p e n d l i n e a r l y o n
t h e G : L r a t i o s , e i t h e r . T h e o r i e n t a t i o n o f t h e D P P C h e a d g r o u p s i s p r a c t i c a l l y u n a e c t e d t h r o u g h o u t t h e r a n g e o fff

t h e G : L r a t i o s s t u d i e d . F i n a l l y , t h e m o b i l i t y o f t h e l i p i d s o f t h e b i la y e r i s s t r o n g l y a e c t e d b y t h e p r e s e n c e o fff

g l y p h o s a t e , c o n s i d e r a b l y i n c r e a s i n g i t s l a t e r a l d i u s i o n c o e c i e n t n o t e w o r t h y ( o n e o r d e r o f m a g n i t u d e ) , w i t hff ffi

i n c r e a s i n g G : L r a t i o .

1. Introduction.

T h e i m p o r t a n c e o f h e r b i c i d e s i n a g r i c u l t u r e i s w e l l k n o w n . I t s u s e

a l l o w s f o r t h e p r e s e r v a t i o n o f t h e m o i s t u r e a n d t h e n u t r i e n t s o f t h e s o i l

t o i m p r o v e p r o d u c t i v i t y , t o g e t h e r w i t h a r e d u c t i o n i n t h e u s e o f f e r t i -

l i z e r s . G l y p h o s a t e s t a n d s o u t a m o n g t h e m o s t c o m m o n l y u s e d h e r b i c i d e

f o r m u l a t i o n s . I t i s a b r o a d - s p e c t r u m , s y s t e m i c h e r b i c i d e u s e d b o t h i n

t h e p r e - p l a n t i n g p h a s e , a n d i n t h e p r e - h a r v e s t s t a g e o f h e r b i c i d e - t o l -

e r a n t a n d c o n v e n t i o n a l c r o p s t o c o n t r o l a n n u a l b r o a d - l e a f w e e d s .

P r e v i o u s s t u d i e s ( ) h a v e s h o w nA r r e g u i e t a l . , 2 0 0 3 ; K r ü g e r e t a l . , 2 0 1 4

t h a t i t i s p o s s i b l e t o n d r e s i d u e s o f g l y p h o s a t e i n s t e m s o r l e a v e s a t t h efi

h a r v e s t s t a g e . H o w e v e r , t h e c o n c e n t r a t i o n o f g l y p h o s a t e f o u n d s t r o n g l y

d e p e n d s o n t h e a p p l i c a t i o n m e t h o d e m p l o y e d f o r s u c h h e r b i c i d e s . I n

t h i s w a y , i t i s p o s s i b l e f o r m a m m a l s t o i n g e s t g l y p h o s a t e t h r o u g h t h e
f e e d i n g o f s u c h c r o p s . E v e n t h o u g h t h e t o x i c i t y o f g l y p h o s a t e h a s b e e n

e x t e n s i v e l y s t u d i e d i n s e v e r a l o r g a n i s m s , t h e r e i s s t i l l s o m e c o n t r o v e r s y

a b o u t t h e r e a l e e c t s o f g l y p h o s a t e o n h u m a n h e a l t h . S o m e s t u d i e sff

( )W e s t e r e t a l . , 1 9 9 1 ; W i l l i a m s e t a l . , 2 0 0 0 ; K i e r a n d K i r k l a n d , 2 0 1 3

s t a t e t h a t t h e r e i s n o r i s k a s s o c i a t e d w i t h s p e c i c g l y p h o s a t e e x p o s u r e ,fi

w h i l e o t h e r s ( R i c h a r d e t a l . , 2 0 0 5 ; G a s n i e r e t a l . , 2 0 1 0 ; S a e s e t a l . ,

2 0 1 0 ) c l a i m t h a t e x p o s u r e t o g l y p h o s a t e m a y p o s e a h e a l t h r i s k , d e -

p e n d i n g o n v a r i o u s f a c t o r s , s u c h a s f o r m u l a t i o n t y p e , c o n c e n t r a t i o n ,

a n d t i m e o f e x p o s u r e . A s i t c a n b e s e e n , t h e m e c h a n i s m o f a c t i o n o f t h e

h e r b i c i d e i s a c o m p l e x p h e n o m e n o n , a n d a k e y s t e p i n u n d e r s t a n d i n g i t

i s t h e s t u d y o f i t s f u n d a m e n t a l i n t e r a c t i o n s w i t h t h e b i o - m e m b r a n e

( S e y d e l e t a l . , 1 9 9 4 ; v a n B a l e n e t a l . , 2 0 0 4 ; B o g g a r a a n d K r i s h n a m o o r t i ,

2 0 1 0 ) .

C e l l m e m b r a n e s c a n b e s t u d i e d b y m o l e c u l a r d y n a m i c s ( M D ) s i -

m u l a t i o n t e c h n i q u e , a s i t h a s b e e n s h o w n i n a l a r g e n u m b e r o f p r e v i o u s

w o r k s ( L ó p e z C a s c a l e s , 1 9 9 6 ; L ó p e z C a s c a l e s a n d H u e r t a s , 1 9 9 7 ;

T i e l e m a n e t a l . , 1 9 9 7 ; A s h e t a l . , 2 0 0 4 ) . T h i s t e c h n i q u e a l s o a l l o w s f o r
t h e c a l c u l a t i o n o f t h e p a r t i t i o n o f s m a l l s o l u t e s f r o m t h e b u l k s o l u t i o n t o

t h e i n t e r i o r o f t h e l i p i d b i l a y e r , t h r o u g h U m b r e l l a S a m p l i n g ( T o r r i e a n d

V a l l e a u , 1 9 7 7 M a c C a l l u m) , t h u s o b t a i n i n g t h e P o t e n t i a l o f M e a n F o r c e (  

a n d T i e l e m a n , 2 0 0 6 ; M a c C a l l u m e t a l . , 2 0 0 7 , 2 0 0 8 ; P o r a s s o e t a l . , 2 0 0 9 ;

L ó p e z C a s c a l e s e t a l . , 2 0 1 1 ) . T h i s k i n d o f s t u d y a l s o a l l o w s f o r
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d e t e r m i n i n g d i e r e n t s t a t i c a n d d y n a m i c p r o p e r t i e s o f l i p i d b i l a y e r i nff

t h e p r e s e n c e o f t h e s o l u t e .

T h e p o t e n t i o m e t r i c t i t r a t i o n s t u d y o f g l y p h o s a t e (  S p r a n k l e e t a l . ,

1 9 7 5 ) s h o w s t h a t t h i s h e r b i c i d e h a s f o u r d i e r e n t i o n i z a t i o n c o n s t a n t s :ff

pKa1 = 0 . 8 , pKa2 = 2 . 6 , pKa3 = 5 . 6 a n d pKa4 = 1 0 . 6 . A s a c o n s e q u e n c e ,
g l y p h o s a t e i s u s u a l l y i n i o n i c f o r m , g e n e r a l l y w i t h a n e g a t i v e n e t c h a r g e

o n t h e p H s c a l e a b o v e 2 . 6 , d u e t o t h e l o s s o f p r o t o n s f r o m t h e c a r b o x y l i c

a n d p h o s p h o r i c g r o u p s . A n e x c e p t i o n i s p o s s i b l e i n a n a r r o w p H r a n g e ,

i n a c i d m e d i u m , w h e r e g l y p h o s a t e c a n b e f o u n d w i t h n e u t r a l n e t c h a r g e

( a t p H 0 . 8 2 . 6 ) o r p o s i t i v e c h a r g e d ( a t p H < 0 . 8 ) d u e t o t h e p r o t o -–

n a t i o n o f t h e a m i n o g r o u p . G i v e n t h e v a r i o u s c h a r g e s t a t e s o f g l y p h o -

s a t e a n d t h e e x i s t e n c e o f d i e r e n t p H v a l u e s t h r o u g h o u t t h e d i g e s t i v eff

s y s t e m o f m a m m a l s , t w o s t a t e s o f c h a r g e f o r g l y p h o s a t e a r e p r o p o s e d t o

b e s t u d i e d : ( i ) t h e n e u t r a l s t a t e ( h e r e i n a f t e r c a l l e d G L Y P ) , w h i c h c o r -

r e s p o n d s t o p H 2 ( s t o m a c h o f m a m m a l s ) , a n d ( i i ) t h e c a h r g e d f o r m∼

( h e r e a f t e r c a l l e d G L Y P2−) w i t h a n e x c e s s o f t w o n e g a t i v e c h a r g e s ,

c o r r e s p o n d i n g t o t h e l a r g e i n t e s t i n e , w h e r e p H 8 .∼

I n t h e p r e s e n t s t u d y , a s e r i e s o f M D s i m u l a t i o n s o f s y s t e m s c o m -

p o s e d o f a D i P a l m i t o y l P h o s p h a t i d y l C h o l i n e ( D P P C ) l i p i d b i l a y e r i n t h e

fl ffu i d p h a s e , g l y p h o s a t e ( f o r t w o d i e r e n t s t a t e s o f c h a r g e ) , a n d w a t e r

m o l e c u l e s w e r e p e r f o r m e d i n o r d e r t o s t u d y t h e i n t e r a c t i o n b e t w e e n

g l y p h o s a t e a n d t h e D P P C l i p i d b i l a y e r . F i r s t , w e p e r f o r m e d a s i m u l a t i o n

u s i n g t h e U m b r e l l a S a m p l i n g t e c h n i q u e i n o r d e r t o o b t a i n t h e f r e e e n -
e r g y p r o l e a n d s o m e p r o p e r t i e s o f t h e s y s t e m . A n d s e c o n d l y , w efi

c o n d u c t e d a n u n b i a s e d M D s i m u l a t i o n b y v a r y i n g t h e c o n c e n t r a t i o n o f

g l y p h o s a t e i n o r d e r t o e x a m i n e t h e e e c t s o f t h e h e r b i c i d e i n t h e D P P Cff

s t r u c t u r a l p r o p e r t i e s , s u c h a s a r e a p e r l i p i d , t h i c k n e s s , d e u t e r i u m o r d e r

p a r a m e t e r , t r a n s l a t i o n a l d i u s i o n c o e c i e n t , a n d r a d i a l d i s t r i b u t i o nff ffi

f u n c t i o n .

2. Methodology

2.1. Simulation details

M o l e c u l a r d y n a m i c s ( M D ) s i m u l a t i o n s w e r e p e r f o r m e d u s i n g t h e

G R O M A C S 3 . 3 . 3 ( ) p r o g r a mB e r e n d s e n , 1 9 9 5 ; L i n d a h l a n d H e s s , 2 0 0 1

s u i t e . F o r t h e i n i t i a l l i p i d b i l a y e r s t r u c t u r e , a w e l l e q u i l i b r a t e d s y s t e m

c o n t a i n i n g 7 2 D P P C ( ) l i p i d sL ó p e z C a s c a l e s a n d H e r n á n d e z C i f r e , 1 9 9 8

a n d a p p r o x i m a t e l y 2 6 5 0 w a t e r m o l e c u l e s w e r e u s e d . T h e l i p i d m o l e -

c u l e s ( ) a n d t h e h e r b i c i d e m o l e c u l e s (E g b e r t s e t a l . , 1 9 9 4 S c h u t t e l k o p f

a n d A a l t e n , 2 0 0 4 ) w e r e m o d e l e d u s i n g t h e G R O M O S f o r c e e l d a n d t h efi

w a t e r m o l e c u l e s w e r e m o d e l e d b y t h e S P C ( S i n g l e P o i n t C h a r g e
B e r e n d s e n e t a l . , 1 9 8 1 ) m o d e l . B o t h t h e c o o r d i n a t e s a n d t h e p a r t i a l

c h a r g e o f t h e h e r b i c i d e s m o l e c u l e s w e r e g e n e r a t e d u s i n g t h e P R O D R G

( ) , w h i c h i s b a s e d o n t h e G R O M O S f o r c eS c h u t t e l k o p f a n d A a l t e n , 2 0 0 4

fi e l d a n d g e n e r a t e s p a r t i a l c h a r g e s b a s e d o n t h e U n i t e d A t o m m o d e l

( ) . M D s i m u l a t i o n s w e r e p e r f o r m e d u n d e r c o n d i t i o n s o f c o n s t a n tF i g . 1

p r e s s u r e a n d t e m p e r a t u r e ( N P T ) , b y c o u p l i n g t o a n i s o b a r i c a n d i s o -

t h e r m a l b a t h , p r o p o s e d b y , w i t h a c o u p l i n gB e r e n d s e n e t a l . ( 1 9 8 4 )

c o n s t a n t τT = 0 . 1 p s a n d τP = 1 . 0 p s f o r t e m p e r a t u r e a n d p r e s s u r e , r e -

s p e c t i v e l y . A l l s i m u l a t i o n s w e r e i m p l e m e n t e d a t a t e m p e r a t u r e o f 3 5 0 K

a n d a p r e s s u r e o f 1 a t m . T h i s t e m p e r a t u r e w a s c h o s e n i n o r d e r t o e n s u r e

t h a t t h e s y s t e m w a s i n t h e l i q u i d c r y s t a l l i n e s t a t e ( b i o l o g i c a l l y r e -

l e v a n t ) , c o n s i d e r i n g t h a t t h e t r a n s i t i o n t e m p e r a t u r e o f D P P C i s 3 1 4 K

( ) . A c u t - o o f 1 n m w a s s e t f o r L e n n a r d J o n e sS e e l i g a n d S e e l i g , 1 9 7 4 ff –

i n t e r a c t i o n s a n d e l e c t r o s t a t i c i n t e r a c t i o n s w e r e e v a l u a t e d u s i n g t h e

m e t h o d o f p a r t i c l e m e s h E w a l d ( E s s m a n n e t a l . , 1 9 9 5 ; D a r d e n e t a l . ,

1 9 9 3 ) , u s i n g r e a l s p a c e i n t e r a c t i o n s c u t - o o f 0 . 9 n m . A l l s i m u l a t i o n sff

w e r e p e r f o r m e d w i t h a s t e p o f 2 f s i n t e g r a t i o n . A t t h e b e g i n n i n g o f e a c h

s i m u l a t i o n , a s t e e p e s t d e s c e n t m i n i m i z a t i o n p r o c e s s w a s a p p l i e d t o t h e

c o m p l e t e s y s t e m , i n o r d e r t o r e m o v e a n y e x c e s s o f s t r a i n d u e t o a n
o v e r l a p o f n e i g h b o r a t o m s .

2.2. Free energy pro lefi

T h e f r e e e n e r g y r e s u l t i n g f r o m p a r t i t i o n i n g t h e h e r b i c i d e s f r o m t h e

b u l k w a t e r t o t h e i n t e r i o r o f t h e l i p i d m e m b r a n e w a s c a l c u l a t e d u s i n g

t h e P o t e n t i a l o f M e a n F o r c e ( P M F ) m e t h o d , a p p l y i n g t h e U m b r e l l a

S a m p l i n g ( ) t e c h n i q u e , w h i c h h a s p r o v e n t o b eT o r r i e a n d V a l l e a u , 1 9 7 7

a s u i t a b l e t o o l f o r t h i s t y p e o f s y s t e m s ( M a c C a l l u m a n d T i e l e m a n , 2 0 0 6 ;

M a c C a l l u m e t a l . , 2 0 0 7 , 2 0 0 8 ; P o r a s s o e t a l . , 2 0 0 9 ; L ó p e z C a s c a l e s

e t a l . , 2 0 1 1 ) . I n t h i s s e n s e , t w o g l y p h o s a t e m o l e c u l e s w e r e d r a g g e d
a l o n g t h e - a x i s ( d e n e d p e r p e n d i c u l a r l y t o t h e w a t e r - l i p i d i n t e r p h a s e )z fi

b y a p p l y i n g a h a r m o n i c p o t e n t i a l o f 3 0 0 0 k J m o l−1 n m−2, w h i c h a l l o w s
f o r a f r e e m o v e m e n t i n t h e p l a n e . T h e r e l a t i o n b e t w e e n t h e f r e ex y–
e n e r g y a n d t h e P M F c a n b e e x p r e s s e d a s :

= − = −z
C z

C
z( ) RT ln

( )

*
RT PMF( )h

h

eq

( 1 )

w h e r e ( ) r e p r e s e n t s t h e f r e e e n e r g y p r o l e a l o n g t h e - a x i s , i sΔG z fi z RT
t h e c o n s t a n t o f t h e g a s e s a n d t e m p e r a t u r e ,C z( )h

eq i s t h e c o n c e n t r a t i o n
p r o l e o f t h e h e r b i c i d e a l o n g t h e - a x i s ,fi z Ch r e p r e s e n t s t h e c o n c e n t r a t i o n
o f h e r b i c i d e i n t h e s o l u t i o n a n d P M F ( ) i s r e c o v e r e d u s i n g t h e W e i g h t e dz
H i s t o g r a m A n a l y s i s M e t h o d ( W H A M ) ( ) . A s e x -K u m a r e t a l . , 1 9 9 2

p l a i n e d i n t h e I n t r o d u c t i o n , d u e t o t h e m u l t i p l e s t a t e s o f c h a r g e o f t h e

g l y p h o s a t e , t w o c a s e s w e r e e x a m i n e d b y M D s i m u l a t i o n s , n a m e l y

n e u t r a l g l y p h o s a t e ( G L Y P ) a n d c h a r g e d g l y p h o s a t e ( G L Y P2−) . N e t
c h a r g e s o f 0 a n d 2 f o r n e u t r a l a n d c h a r g e d g l y p h o s a t e w e r e u s e t o−

r e p r e s e n t t h e s i t u a t i o n i n t h e s t o m a c h a n d i n t h e l a r g e i n t e s t i n e , r e -

s p e c t i v e l y . F o r t h e c a s e o f G L Y P2− t h e a p p r o p r i a t e a m o u n t o f N a+ w a s

r a n d o m l y p l a c e d t o m a i n t a i n t h e e l e c t r o n e u t r a l i t y o f t h e s i m u l a t i n g

b o x . F o r e a c h o f t h e s e s y s t e m s , 3 4 - l o c a t i o n s w i t h a s e p a r a t i o n d i s t a n c ez
o f 0 . 1 n m a m o n g t h e m , r a n g i n g f r o m b u l k s o l u t i o n t o t h e c e n t e r o f t h e

l i p i d b i l a y e r , w e r e e x p l o r e d . O n c e t h e 3 4 s i m u l a t i o n s w i n d o w s w e r e

c o m p l e t e d , c o n v e r g e n c e w a s a s s e s s e d b y a p p l y i n g W H A M m e t h o d s o n 5

c o n s e c u t i v e t r a j e c t o r i e s b l o c k o f 2 0 n s e a c h .

2.3. Membrane properties

U n b i a s e d s i m u l a t i o n s w e r e c a r r i e d o u t a l o n g s e v e n d i e r e n t s y s t e m sff

i n o r d e r t o a n a l y z e t h e e e c t o f t h e c o n c e n t r a t i o n o f t h e g l y p h o s a t e o nff

t h e l i p i d b i l a y e r p r o p e r t i e s . T h e r s t s y s t e m s t u d i e d w a s c o m p r i s e d o ffi

Fig. 1. C h e m i c a l s t r u c t u r e a n d a t o m i c n u m e r a t i o n o f D P P C a n d f o r g l y p h o s a t e

( N - ( p h o s p h o n o m e t h y l ) g l y c i n e , C A S 1 0 7 1 - 8 3 - 6 ) : G L Y P c o r r e s p o n d s t o n e u t r a l

f o r m , a n d G L Y P2− i s t h e c h a r g e d f o r m .

E.N. Frigini et al. Chemistry and Physics of Lipids 213 (2018) 111–117

112



o n l y o f 7 2 D P P C l i p i d s ( 3 6 p e r l e a e t ) a n d S P C ( )fl B e r e n d s e n e t a l . , 1 9 8 1

w a t e r m o l e c u l e s , a n d w a s u s e d a s a r e f e r e n c e . T h e o t h e r s i x s y s t e m s , i n

a d d i t i o n o f t h e l i p i d b i l a y e r a n d w a t e r m o l e c u l e s , a l s o i n c l u d e s d i e r e n tff

a m o u n t o f h e r b i c i d e m o l e c u l e s a t a g l y p h o s a t e : l i p i d r a t i o ( G : L ) o f : ( i )

1 : 1 8 ; ( i i ) 1 : 9 a n d ( i i i ) 1 : 3 , f o r e a c h c h a r g e d f o r m o f g l y p h o s a t e . T o t h i s
e n d , t h e a p p r o p r i a t e n u m b e r o f h e r b i c i d e m o l e c u l e s w e r e r a n d o m l y

p l a c e d i n t h e b u l k w a t e r , a n d f o r t h e c a s e o f G L Y P2−, t h e n e c e s s a r y

a m o u n t o f N a+ w a s a d d e d i n o r d e r t o m a i n t a i n t h e s i m u l a t i o n b o x

n e u t r a l . A f t e r t h e e n e r g y m i n i m i z a t i o n p r o c e s s , a n u n b i a s e d M o l e c u l a r

D y n a m i c s i m u l a t i o n o f 5 0 n s l e n g t h w a s p r o d u c e d f o r e a c h s y s t e m . I n

t h i s w a y , d i e r e n t p r o p e r t i e s o f t h e l i p i d b i l a y e r , s u c h a s m e a n a r e a p e rff

l i p i d , t h i c k n e s s , d e u t e r i u m o r d e r p a r a m e t e r s , l a t e r a l d i u s i o n c o e -ff ffi

c i e n t , a n d t h e r a d i a l d i s t r i b u t i o n f u n c t i o n w e r e c a l c u l a t e d f r o m t h e s e

s i m u l a t i o n s .

3. Results and discussion

3.1. Free energy

I n o r d e r t o u n d e r s t a n d t h e d i e r e n c e i n t h e b e h a v i o r o f h e r b i c i d e sff

i n t h e i r n e u t r a l a n d c h a r g e d f o r m s , t h e e x c e s s o f f r e e e n e r g y i n t h e

p r e s e n c e o f D P P C l i p i d b i l a y e r w a s c o m p u t e d f r o m M D s i m u l a t i o n s , a n d

d e p i c t e d i n . I n t h e t o p r o w o f , t h e p a r t i a l l o c a l m a s s d e n s i t yF i g . 2 F i g . 2

p r o l e w a s c o m p u t e d f o r t h e l i p i d b i l a y e r s y s t e m , a l s o i n d i c a t i n g v a r -fi

i o u s l i p i d s f u n c t i o n a l g r o u p s . I n p a r t i c u l a r , w e h a v e s e l e c t e d p h o s -

p h o r u s a t o m a n d o x y g e n 1 6 a n d 3 5 a t o m s ( a c c o r d i n g o f D P P C n u m -

b e r i n g i n ) . I n g e n e r a l , t h e e x c e s s o f t h e f r e e e n e r g y f o rF i g . 1

t r a n s f e r r i n g a n y o f t h e h e r b i c i d e s f r o m t h e b u l k w a t e r t o t h e i n t e r i o r o f
l i p i d b i l a y e r ( ( ) ) , d e p i c t e d i n ( b ) , i s c o n s i d e r a b l y s i m i l a r . I tΔG z F i g . 2

d e c r e a s e s a s t h e h e r b i c i d e a p p r o a c h e s t h e r e g i o n o f t h e h e a d g r o u p s ,

a n d t h e n i t i n c r e a s e s i n t h e h y d r o p h o b i c t a i l s a r e a , t o n a l l y r e a c h afi

p e a k j u s t a t t h e c e n t e r o f t h e l i p i d b i l a y e r . H o w e v e r , t h e h e i g h t o f t h e

m a x i m u m , t h e - l o c a t i o n a n d t h e d e p t h o f t h e m i n i m u m d e p e n d o n t h ez
c h a r g e s t a t e o f t h e h e r b i c i d e . F o r t h e n e u t r a l s t a t e , t h e g a i n i n t h e f r e e

e n e r g y i s 6 0 k J m o l∼−
−1 a t t h e l o c a t i o n o f t h e p h o s p h o r u s a t o m s

( ± 1 . 7 n m ) . A l m o s t n o f r e e e n e r g y c h a n g e i s o b s e r v e d w h e n t h ez≈
m o l e c u l e i s t r a n s f e r r e d f r o m b u l k w a t e r t o t h e c e n t e r o f t h e l i p i d b i -

l a y e r . B y c o n t r a s t , t h e f r e e e n e r g y m i n i m u m i s 3 5 k J m o l∼−
−1 p l a c e d

a t t h e p o s i t i o n o f o x y g e n 1 6 a n d 3 5 , a c c o r d i n g t o ( ± 1 . 4 n m )F i g . 1 z≈

f o r t h e c h a r g e d s t a t e , a n d t h e f r e e e n e r g y b a r r i e r i s 3 5 k J m o l∼

−1 a t t h e

c e n t e r o f t h e l i p i d b i l a y e r . U n f o r t u n a t e l y , t h e r e i s a l a c k o f e x p e r i m e n t a l

d a t a f o r t h e f r e e e n e r g y o f t h e g l y p h o s a t e i n t h e p r e s e n c e o f D P P C .

N e v e r t h e l e s s r e s u l t s s h o w e d f o r g l y c i n e / D P P C s y s t e m , i n r e f e r e n c e

( ) , i n g e n e r a l a g r e e s w i t h o u r n d i n g .P o r a s s o e t a l . , 2 0 1 5 fi

F i g . 3 c o m p a r e s t h e c a l c u l a t e d d i s t r i b u t i o n f u n c t i o n , ( ) , f r o m t h ef z
ΔG z z( ) , t o t h e d i s t r i b u t i o n o f t h e m a s s c e n t e r o f g l y p h o s a t e a c r o s s t h e -

a x i s , w h i c h w a s o b t a i n e d f r o m a n u n b i a s e d M D s i m u l a t i o n . T h e ( ) c a nf z
b e o b t a i n e d a s :

=
−

f z
e

( )
G zΔ ( )/RT

Z ( 2 )

w h e r e i s t h e m i c r o c a n o n i c a l p a r t i t i o n f u n c t i o n . F o r t h e u n b i a s e d M D
s i m u l a t i o n s , w e p l a c e d t w o m o l e c u l e s o f h e r b i c i d e , o n e a t z = + 3 n m

a n d t h e o t h e r o n e a t = 3 n m ( t h e s e d i s t a n c e s a r e m e a s u r e d f r o m t h ez −

c e n t e r o f t h e l i p i d b i l a y e r ) . T h e n , w e r e l e a s e d t h e h a r m o n i c p o t e n t i a l ,

t h u s a l l o w i n g f o r t h e f r e e m o v e m e n t o f t h e h e r b i c i d e s i n t h e w h o l e

s i m u l a t i o n b o x . T h e s i m u l a t i o n t i m e f o r t h i s c a s e w a s 5 0 n s . F r o m t h e

v i s u a l i n s p e c t i o n s o f t h e t r a j e c t o r i e s f o r b o t h u n r e s t r a i n e d m o l e c u l a r

d y n a m i c s i m u l a t i o n s , i t i s o b s e r v e d t h a t , t h e h e r b i c i d e t a k e o n l y a f e w

p s t o m o v e i n t o t h e i n t e r i o r o f t h e l i p i d b i l a y e r , a n d t h e n r e m a i n c l o s e t o

t h e h e a d g r o u p s w i t h o u t e s c a p i n g t o t h e w a t e r p h a s e a l o n g t h e s i m u -

l a t i o n t i m e . H o w e v e r , i t s h o u l d b e n o t e d t h a t f o r t h e m i n i m u m o f t h e
f r e e e n e r g y p r o l e s (fi ΔGmin∼−6 0 k J m o l−1 f o r G L Y P a n d
ΔGmin∼−3 5 k J m o l−1 f o r G L Y P2−) r e s u l t s w i t h a v e r y l o w p r o b a b i l i t y

t h a t a n y f o r m o f g l y p h o s a t e c o u l d s p o n t a n e o u s l y l e a v e t h e i n t e r i o r o f

t h e l i p i d b i l a y e r . T h i s o b s e r v a t i o n a l s o c a n b e a p p r e c i a t e d i n ,F i g . 3

w e r e t h e d i s t r i b u t i o n f u n c t i o n s o f t h e m a s s c e n t e r o f t h e g l y p h o s a t e
m o l e c u l e s h o w t h e i r t w o m a x i m a w e l l - d e n e d ( a t ± 1 . 5 n m f o rfi z∼
G L Y P a n d G L Y P2 + ) a n d t h e t a i l s o f s u c h d i s t r i b u t i o n s d o n o t s h o w t h a t

t h e h e r b i c i d e e s c a p e t o t h e w a t e r p h a s e . F u r t h e r , t h e a g r e e m e n t w a s

e x c e l l e n t f o r t h e t w o s y s t e m s s t u d i e d , i . e . b o t h f o r t h e l o c a t i o n o f t h e

m a x i m u m s i n t h e p r o b a b i l i t y a n d f o r t h e w i d t h o f t h e s e d i s t r i b u t i o n s .
T h e s l i g h t a s y m m e t r y t h a t c a n b e o b s e r v e d b e t w e e n t h e t w o m a x i m u m s

o b t a i n e d f r o m u n b i a s e d m o l e c u l a r d y n a m i c s s i m u l a t i o n s c a n b e r e -

d u c e d j u s t b y i n c r e a s i n g t h e s t a t i s t i c s o f t h e s i m u l a t i o n s .

T h e p a r t i t i o n c o e c i e n t o f t h e h e r b i c i d e b e t w e e n t h e m e m b r a n effi

Fig. 2. ( a ) P a r t i a l m a s s d e n s i t y p r o le o f t h e s i m u l a t e d s y s t e m . W h o l e s y s t e mfi

( ) ; D P P C ( - - - ) ; w a t e r ( · ) ; p h o s p h o r u s ( ) a n d l i p i d s o x y g e n ( ) . ( b )— − − △ ’ ○

T r a n s f e r f r e e e n e r g y p r o le f o r G L Y P ( ) a n d G L Y Pfi ♢
2− ( ) . S t a n d a r d e r r o r b a r s□

a r e i n c l u d e d , i n s o m e c a s e s t h e y a r e t h e s a m e s i z e a s t h e s y m b o l s .

Fig. 3. C o m p a r i s o n o f t h e n o r m a l i z e d d i s t r i b u t i o n f u n c t i o n o f t h e g l y p h o s a t e a s
a f u n c t i o n o f , c a lc u l a t e d f r o m E q . ( d a s h e s l i n e ) a n d t h e c e n t e r o f m a s sz ( 2 )

d i s t r i b u t i o n o f t h e h e r b i c i d e s o b t a i n e d f o r a u n b i a s e d M D s i m u l a t i o n ( s o l i d

l i n e ) . ( a ) C o r r e s p o n d s t o t h e n e u t r a l g l y p h o s a t e , a n d ( b ) t o t h e c h a r g e d f o r m o f

g l y p h o s a t e .
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i n t e r i o r a n d t h e a q u e o u s s o l u t i o n c a n b e e s t i m a t e d f r o m t h e f r e e e n e r g y

p r o l e . B y a p p l y i n g t h e m i n i m u m i n t h e f r e e e n e r g y , w e w e r e a b l e t ofi

c a l c u l a t e t h e p a r t i t i o n c o e c i e n t a s :ffi

= ⎛
⎝
−K

G
exp

Δ

RT
min

( 3 )

c o n s i d e r i n g ΔGmin = 6 3 . 6 k J m o l−

−1 f o r G L Y P a n d
ΔGmin = 3 6 . 7 k J m o l−

−1 f o r G L Y P2−. W e f o u n d a p a r t i t i o n c o e c i e n tffi

o f l o gKGLYP = 9 . 5 1 a n d Kog GLYP = 4 . 8 1 . S i n c e t h i s o r g a n i c m o l e c u l e

i s h i g h l y s o l u b l e i n w a t e r ( 1 . 0 1 g / 1 0 0 m L a t 2 9 3 . 1 5 K ) , a n d i t i s a l s o a

m o l e c u l e w i t h l o w h y d r o p h o b i c i t y ( t h e l o g a r i t h m o f t h e o c t a n o l w a t e r–

p a r t i t i o n c o e c i e n t i s l o gffi KOW = 4 . 1 ) , t h e v a l u e s f o u n d f o r l o g a t− K
b o t h c h a r g e s t a t e s o f t h e h e r b i c i d e c o u l d b e c o n s i d e r e d a s a s p e c i cfi

i n t e r a c t i o n b e t w e e n t h e g l y p h o s a t e a n d t h e D P P C l i p i d b i l a y e r , w h i c h

s t r o n g l y d e p e n d s o n t h e c h a r g e s t a t e o f g l y p h o s a t e s .

3.2. E ect of glyphosate on the membrane structureff

3.2.1. Area per lipid, area compressibility and lipid bilayer thickness
T h e a v e r a g e a r e a p e r l i p i d ( ) i s r e l a t e d w i t h s o m e l i p i d m e m -〈 〉A

b r a n e p r o p e r t i e s , s u c h a s a c y l c h a i n o r d e r i n g , c o m p r e s s i b i l i t y , a n d

m o l e c u l a r p a c k a g i n g , a m o n g o t h e r s ( ) . A s i t b e e nA n é z o e t a l . , 2 0 0 3

s h o w n i n a p r e v i o u s w o r k ( ) t h e t i m e -P o r a s s o a n d L ó p e z C a s c a l e s , 2 0 1 2

d e p e n d e n t a r e a p e r l i p i d i s a l s o a g o o d c r i t e r i o n t o d e t e r m i n e i f t h e

s y s t e m h a s r e a c h e d t h e s t e a d y s t a t e . T h e t i m e e v o l u t i o n o f t h e a r e a p e r

l i p i d , r e s u l t i n g o f t h e u n b i a s e d s i m u l a t i o n s , i s r e p r e s e n t e d i n f o rF i g . 4

t h e c a s e o f c h a r g e d g l y p h o s a t e ( l e f t c o l u m n ) a n d n e u t r a l g l y p h o s a t e

( r i g h t c o l u m n ) a t d i e r e n t G : L r a t i o s . T h e g u r e s d e p i c t i n g t h e a b s e n c eff fi

o f h e r b i c i d e , ( a ) a n d ( e ) , a r e t h e s a m e , a n d t h e y h a v e b e e n d u -F i g . 4

p l i c a t e d f o r f u r t h e r c l a r i t y i n c o m p a r i n g t h e d i e r e n t s y s t e m s a n dff

c o n c e n t r a t i o n s . A s t h e s e r e s u l t s s u g g e s t , a l l s y s t e m s a p p e a r t o b e s t a b l e

a f t e r 5 1 0 n s o f s i m u l a t i o n . I n , w e a l s o r e p r e s e n t t h e a v e r a g e∼ – F i g . 4

a r e a p e r l i p i d ( h o r i z o n t a l l i n e s ) f o r e a c h s y s t e m , w h i c h w a s c a l c u l a t e d

a f t e r d i s c a r d i n g t h e r s t 1 0 n s o f t h e s i m u l a t i o n t i m e ( s t a b i l i z a t i o nfi

p e r i o d ) . T h e c a l c u l a t e d a v e r a g e a r e a p e r l i p i d f o r a l l s i m u l a t e d s y s t e m s
a r e s h o w n i n . A s i t i s o b s e r v e d i n t h i s T a b l e , t h e f o r t h eT a b l e 1 〈 〉A
r e f e r e n c e s y s t e m s , i . e . p u r e D P P C , i s o b s e r v e d t o b e e q u i v a l e n t t o

0 . 6 8 4 ± 0 . 0 1 0 n m2 , w h i c h a g r e e w i t h t h e p r e v i o u s e x p e r i m e n t a l

r e s u l t s ( c o n s i d e r i n g t h a t t h e t e m p e r a t u r e o f t h e e x p e r i m e n t 3 5 3 K i s a
b i t h i g h e r t h a n t h e t e m p e r a t u r e o f t h e s i m u l a t i o n s , 〈 〉A exp = 0 . 7 1 9 n m2

P e t r a c h e e t a l . , 2 0 0 0 ) a n d s i m u l a t i o n s d a t a a t 3 5 0 K ( a r e a p e r l i p i d

v a l u e s r a n g e f r o m 0 . 6 6 3 n m2 t o 0 . 7 0 3 n m2 ) ( P o r a s s o a n d L ó p e z

C a s c a l e s , 2 0 1 2 , 2 0 0 9 ; L ó p e z C a s c a l e s e t a l . , 2 0 1 2 , 2 0 1 4 ) .
I n g e n e r a l , t h e r e i s a s l i g h t i n c r e a s e i n t h e w i t h t h e i n c r e a s i n g〈 〉A

a m o u n t o f h e r b i c i d e . T h i s f a c t i s a l i t t l e m o r e n o t i c e a b l e f o r t h e c h a r g e d

f o r m o f g l y p h o s a t e , a l t h o u g h t h e l a r g e s t i n c r e a s e o f t h e a r e a i s a p -

p r o x i m a t e l y 5 % , d u e t o t h e p r e s e n c e o f t h e h e r b i c i d e .

T h e a r e a c o m p r e s s i b i l i t y m o d u l u s m e a s u r e s t h e i s o t h e r m a l v a r i a t i o n

o f t h e s u r f a c e t e n s i o n w i t h t h e m e m b r a n e a r e a , a n d c a n b e c a l c u l a t e d a s

( ) :F e l l e r a n d P a s t o r , 1 9 9 9

= ⎛
⎝
∂
∂

⎞
⎠

=K A
γ

A

k T A

δAT
A

B

2 ( 4 )

w e r e i s t h e s u r f a c e t e n s i o n ,γ kB i s B o l t z m a n n ' s c o n s t a n t , i s t h e t e m -T
p e r a t u r e , i s t h e a v e r a g e t o t a l a r e a a n d〈 〉A 〈δA2

〉 i s t h e m e a n s q u a r e
fl u c t u a t i o n . T h e r e s u l t i n g KA a r e s h o w n i n , f o r t h e r e f e r e n c eT a b l e 1

c a s e t h e o b t a i n e d v a l u e i s 2 4 6 ± 5 m N / m , w h i c h a g r e e s w i t h t h e e x -

p e r i m e n t a l v a l u e o f r e f e r e n c e ( N a g l e a n d T r i s t r a m - N a g l e , 2 0 0 0 ) a t
3 5 3 K . I n g e n e r a l , i t c a n b e a p p r e c i a t e d t h a t t h e v a l u e o f KA i n p r e s e n c e

o f g l y p h o s a t e , p r e s e n t s a d e c r e a s e w i t h t h e i n c r e a s e i n t h e c o n c e n t r a -

t i o n o f t h e h e r b i c i d e ( f o r b o t h s t a t e s o f c h a r g e ) . B e i n g m o r e p r o n o u n c e d
f o r t h e c h a r g e d g l y p h o s a t e . T h i s b e h a v i o r i s c o n s i s t e n t w i t h t h e i n c r e a s e

i n t h e l a t e r a l d i u s i o n c o e c i e n t ( s e e s e c t i o n ) .ff ffi 3 . 2 . 3

T h e t h i c k n e s s o f t h e l i p i d b i l a y e r w a s c a l c u l a t e d a s a f u n c t i o n o f t h e

G : L r a t i o a n d t h e g l y p h o s a t e s t a t e o f c h a r g e r e s u l t i n g f r o m t h e d i s t a n c e

m e a s u r e d b e t w e e n t h e c r o s s o v e r p o i n t s ( s e e ( a ) ) o f t h e p a r t i a lF i g . 2

m a s s d e n s i t y v a l u e s f o r t h e l i p i d a n d t h e s o l v e n t ( R e p á k o v á e t a l . ,

2 0 0 5 T a b l e 1 T a b l e 1) , w h i c h i s p r e s e n t e d i n . A s s h o w n i n , t h e n e u t r a l

f o r m o f g l y p h o s a t e i n d u c e s a n i n c r e a s e o f t h e l i p i d b i l a y e r t h i c k n e s s ,

w h i l e t h e c h a r g e d g l y p h o s a t e p r o d u c e s a d e c r e a s e i n t h e t h i c k n e s s o f

t h e l i p i d b i l a y e r . A l s o w e o b s e r v e t h a t t h e c h a n g e i n t h e t h i c k n e s s i s n o t

l i n e a r i n r e l a t i o n w i t h t h e i n c r e a s i n g a m o u n t o f h e r b i c i d e .

A s f o r t h e a r e a p e r l i p i d , t h e o b s e r v e d c h a n g e s i n t h e t h i c k n e s s

s u g g e s t a s m a l l p e r t u r b a t i o n i n t h e s t r u c t u r e o f t h e l i p i d b i l a y e r d u e t o

t h e p r e s e n c e o f g l y p h o s a t e , w h i c h d e p e n d s o n t h e l e v e l o f G : L r a t i o s .

H o w e v e r , h i g h e r g l y p h o s a t e c o n c e n t r a t i o n s w o u l d l e a d t o m o r e s i g -

n i c a n t c h a n g e s i n l i p i d s t r u c t u r e p r o p e r t i e s .fi

3.2.2. Deuterium order parameter
T h e e e c t o f t h e g l y p h o s a t e o n t h e o r d e r o f t h e a c y l c h a i n c a n b eff

s t u d i e d b y c o m p u t i n g t h e d e u t e r i u m o r d e r p a r a m e t e r , |SCD| , a l o n g t h e

l i p i d c h a i n . A s i t h a s b e e n d e s c r i b e d i n p r e v i o u s w o r k ( L ó p e z C a s c a l e s ,
1 9 9 6 ) , t h e |SCD| c a n b e c a l c u l a t e d u s i n g t h e e q u a t i o n :

= −θ|
3

2
cos

1

2
CD

2

( 5 )

w h e r e i s t h e t i m e - d e p e n d e n t a n g l e b e t w e e n a C H b o n d a l o n g t h e a c y lθ –

c h a i n a n d t h e m e m b r a n e p l a n e n o r m a l ( - a x i s ) . T h e b r a c k e t s d e n o t e t h ez
a v e r a g e a l o n g t h e s i m u l a t i o n t i m e a n d l i p i d m o l e c u l e s . I n o u r r e -

p r e s e n t a t i o n o f t h e s y s t e m ( u n i t e d a t o m ) i s r e p r e s e n t e d b y t h e a n g l eθ

b e t w e e n t h e u n i t a r y v e c t o r p e r p e n d i c u l a r t o t h e v e c t o r f r o m t h e t o t h ei
i + 2  CH 2 p l a n e a n d t h e - a x i s . T h e v a l u e s o f |z SCD| r a n g e f r o m 0 . 5 ,−

w h i c h c o r r e s p o n d s t o a n o r d e r i n g p a r a l l e l t o t h e l i p i d / w a t e r i n t e r p h a s e ,

t o 1 , w h i c h c o r r e s p o n d s t o a f u l l o r d e r i n g a l o n g t h e n o r m a l o f t h e l i p i d

b i l a y e r .

F i g . 5 d e p i c t t h e d e u t e r i u m o r d e r p a r a m e t e r s o f D P P C i n t h e p r e -

s e n c e o f ( a ) G L Y P a n d ( b ) G L Y P2− a t a G : L r a t i o s o f 1 : 1 8 , 1 : 9 a n d 1 : 3 ;

a l s o , a p u r e D P P C s y s t e m i s i n c l u d e d a s a r e f e r e n c e . T h e r e f e r e n c e v a -
l u e s o f |SCD| s h o w g o o d a g r e e m e n t w i t h t h e e x p e r i m e n t a l v a l u e s
( ) a n d p r e v i o u s s i m u l a t i o n s (B r o w n , 1 9 8 2 B e r g e r e t a l . , 1 9 9 7 ; P e t r a c h e

e t a l . , 2 0 0 0 ) . A s e x p e c t e d f r o m t h e a n a l y s i s o f t h e m e a n a r e a p e r l i p i d

( ) , a s m a l l d e -P a n d i t e t a l . , 2 0 0 3 ; P o r a s s o a n d L ó p e z C a s c a l e s , 2 0 0 9

c r e a s e o f t h e o r d e r p a r a m e t e r i s o b s e r v e d f o r b o t h s t a t e s o f c h a r g e a n d

Fig. 4. T i m e - d e p e n d e n t a r e a p e r l i p i d i n p r e s e n c e o f t h e G L Y P2− ( l e f t c o l u m n )

a n d G L Y P ( r i g h t c o l u m n ) a t d i e r e n t G : L r a t i o s : ( a ) a n d ( e ) 0 : 7 2 ; ( b ) a n d ( f )ff

1 : 1 8 ; ( c ) a n d ( g ) 1 : 9 a n d ( d ) a n d ( h ) 1 : 3 . H o r i z o n t a l s o l i d l i n e s r e p r e s e n t t h e

m e a n a v e r a g e v a l u e o f t h e a r e a p e r l i p i d f o r t h e l a s t 4 0 n s o f t h e s i m u l a t i o n .
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a l l G : L r a t i o s . T h e m a x i m a l c h a n g e c o r r e s p o n d t o t h e i n i t i a l ( C 2 C 5 )–

c a r b o n a t o m s , w h i c h i s d u e t o t h e - l o c a t i o n o f t h e g l y p h o s a t e m o l e -z
c u l e s . A s i t h a s b e e n s h o w n i n S e c t i o n , t h e p r e f e r r e d l o c a t i o n o f t h e3 . 1

G L Y P ( f o r b o t h s t a t e o f c h a r g e ) i s n e a r t o t h e i n i t i a l C H2 o f t h e a c y l

c h a i n s a n d f a r a w a y f r o m t h e h y d r o p h o b i c r e g i o n s .

3.2.3. Translational di usion coe cientff ffi

F r o m t h e M D t r a j e c t o r i e s , i t i s p o s s i b l e t o c a l c u l a t e t h e d i s p l a c e m e n t

o f t h e l i p i d m o l e c u l e s f r o m t h e s l o p e o f t h e m e a n s q u a r e d i s p l a c e m e n t

( M S D ) c u r v e , t h r o u g h t h e E i n s t e i n f o r m u l a i n t w o d i m e n s i o n s :

= +
→∞

D
d

x ylim
1

4 dtt
t

lat 2 2

( 6 )

w h e r e 〈x2
+ y2

〉 i s t h e d i s p l a c e m e n t i n t h e p l a n e d u r i n g t h e t i m e ,xy t
s t a r t i n g a t t0 , a n d a v e r a g i n g o v e r a l l l i p i d s m o l e c u l e s . A s b e e n d e s c r i b e d

i n p r e v i o u s w o r k ( ) , t h e t r a n s l a t i o n a l c o e f -L ó p e z C a s c a l e s e t a l . , 2 0 0 6

fi ffc i e n t d i u s i o n c a n b e e s t i m a t e d f r o m t h e s l o p e o f t h e M S D v s t i m e , o f

t h e l i p i d s , a f t e r d i s c a r d i n g t h e r s t 1 0 n s w e r e r a p i d s m o v e m e n t a s s o -fi

c i a t e d w i t h v i b r a t i o n s a r o u n d a n d e q u i l i b r i u m p o i n t t a k e p l a c e , r a t h e r

t h a n d i u s e p r o c e s s e s . D i e r e n t s t u d i e s (  ff ff C a m l e y e t a l . , 2 0 1 5 ; V ö g e l e

a n d H u m m e r , 2 0 1 6 ; V e n a b l e e t a l . , 2 0 1 7 ) h a v e s h o w n t h a t d i u s i o nff

c o e c i e n t t h e o r e t i c a l c a l c u l a t i o n s a r e s u b j e c t t o d i e r e n t a r t i f a c t s d u effi ff

t o t h e s c a l e s i z e o f t h e l i p i d b i l a y e r , t h e p e r i o d i c b o u n d a r y c o n d i t i o n s

( P B C ) , a n d f o r c e e l d , w h i c h s u g g e s t s t h a t t h e a g r e e m e n t w i t h t h efi

e x p e r i m e n t a l r e s u l t s i s n o t g o o d e n o u g h . T h i s c o r r e c t i o n s a r e o u t o f t h e
s c o p e o f t h e p r e s e n t s t u d i e s , i n t h i s s e n s e , t h e r e s u l t s s h o w n b e l o w

s u g g e s t o n l y t h e t e n d e n c y o f t h e b e h a v i o r o f t h e c o e c i e n t a s t h effi

c o n c e n t r a t i o n o f h e r b i c i d e i n c r e a s e s ( a n d t h e c h a r g e d f o r m o f t h e g l y -

p h o s a t e ) .

T h e c a l c u l a t e d f o r D P P C m o l e c u l e s i s p r e s e n t e d i n i nT a b l e 1

p r e s e n c e a n d i n a b s e n c e o f g l y p h o s a t e m o l e c u l e s . F o r t h e D P P C l i p i d
b i l a y e r , t h e o b t a i n e d v a l u e 2 . 0 9 × 1 0−8 c m2 s−1, e v e n t h o u g h t h i s

v a l u e d i e r o n e o r d e r o f m a g n i t u d e w i t h t h e e x p e r i m e n t a l d a t aff

( ) , a s b e e n e x p l a i n e d a b o v e w e m u s t c o n s i d e r t h eL i n d b l o m e t a l . , 2 0 0 6

c o r r e c t i o n s o f P B C , t h e s c a l e s i z e , a n d a l s o d i e r e n c e i n t e m p e r a t u r e a tff

w h i c h w e p e r f o r m e d o u r s i m u l a t i o n s . F u r t h e r m o r e , t h e p r e s e n c e o f

g l y p h o s a t e p r o d u c e a r i s e i n t h e m o b i l i t y o f t h e l i p i d b i l a y e r w i t h t h e

i n c r e a s i n g G : L r a t i o s , a l t h o u g h i s n o t l i n e a r . T h i s e e c t i s m o r e s i g -ff

n i c a n t f o r t h e c h a r g e d f o r m o f t h e h e r b i c i d e . T h i s i n c r e a s e i n t h efi

d i u s i o n c o e c i e n t c a n b e e x p l a i n e d b y c o n s i d e r i n g t h e i n t e r a c t i o n o fff ffi

t h e h e r b i c i d e s w i t h t h e l i p i d m o l e c u l e s , w h i c h m o d i f y t h e i n t e r a c t i o n

b e t w e e n n e i g h b o r i n g l i p i d s . I n t h i s s e n s e , i n w e d e p i c t t h e r a d i a lF i g . 6

d i s t r i b u t i o n f u n c t i o n b e t w e e n t h e p h o s p h o r u s a t o m s ( P a t o m 8 o f

F i g . 1 ) i n t h e h e a d g r o u p s o f t h e l i p i d s . A n e a r e s t n e i g h b o r p e a k i s

c l e a r l y v i s i b l e a t 0 . 7 5 n m f o r b o t h c h a r g e d f o r m s a t a l l d i e r e n t G : L∼ ff

r a t i o s . F o r G L Y P , t h e p h o s p h o r u s p h o s p h o r u s r a d i a l d i s t r i b u t i o n f u n c -–

t i o n s f o r a l l G : L r a t i o s a r e s i m i l a r i n t h e r s t p e a k . H o w e v e r f o r t h efi

s e c o n d p e a k a d e c r e a s e c a n b e c l e a r l y s e e n i n t h e c a s e o f h i g h e r c o n -
c e n t r a t i o n o f h e r b i c i d e . F o r G L Y P2−, a n o t o r i o u s d e c r e a s e i n t h e r s tfi

p e a k o f t h e r a d i a l d i s t r i b u t i o n f u n c t i o n c a n b e o b s e r v e d f o r t h e h i g h e s t

G : L r a t i o . O n t h e o n e h a n d , b e h a v i o r i s c o n s i s t e n t w i t h t h e i n c r e a s e i n

t h e t r a n s l a t i o n c o e c i e n t f o r t h e c a s e o f G : L 1 : 3 . O n t h e o t h e r h a n d , t h effi

v a r i e s j u s t a l i t t l e f o r t h e c a s e s o f l o w e r h e r b i c i d e c o n c e n t r a t i o n .

3.2.4. Orientational angle of DPPC head groups
T o s t u d y t h e r e o r d e r i n g o f t h e l i p i d h e a d g r o u p d i p o l e i n t h e p r e -

s e n c e o f t h e g l y p h o s a t e f o r b o t h s t a t e o f c h a r g e a n d a t d i e r e n t G : Lff

r a t i o s , w e c o m p u t e t h e a n g l e d i s t r i b u t i o n o f t h e P N v e c t o r o f t h e D P P C–

l i p i d m o l e c u l e s . T h e P N v e c t o r i s t h e u n i t a r y v e c t o r d e n e d f r o m t h e– fi

Table 1

S o m e q u a n t i t a t i v e p r o p e r t i e s o f t h e s i m u l a t e d l i p i d b i la y e r s y s t e m s a t d i e r e n t G : L r a t i o s : m e a n a r e a p e r l i p i d ;ff 〈 〉A KA a r e a c o m p r e s s i b i l i t y ; DHH t h i c k n e s s o f t h e l i p i d
b i la y e r ; m e a n a n g l e b e t w e e n t h e v e c t o r j o i n i n g t h e P N o f t h e D P P C l i p i d h e a d g r o u p a n d t h e o u t w a r d n o r m a l t o t h e l i p i d b i la y e r ;〈 〉θ – t r a n s l a t i o n a l d i u s i o nff

c o e c i e n t .ffi

System G:L ratio (nm〈 〉A 2) KA (mN/m) DHH (nm) (°)〈 〉θ Dt
lat (10−8 ) cm 2 s−1

DPPC bilayer 0:72 0.684 ± 0.010 246 ± 5 3.93 ± 0.02 90.1 ± 2.2 2.09 ± 0.20

DPPC/GLYP 1:18 0.687 ± 0.011 237 ± 4 3.97 ± 0.02 89.7 ± 2.4 3.63 ± 0.22
1:9 0.697 ± 0.014 230 ± 4 4.00 ± 0.02 89.8 ± 2.6 5.15 ± 0.25

1:3 0.701 ± 0.013 208 ± 4 4.07 ± 0.02 90.7 ± 2.3 21.70 ± 0.27
DPPC/GLYP2− 1:18 0.700 ± 0.012 212 ± 4 3.93 ± 0.02 90.6 ± 2.5 5.40 ± 0.23

1:9 0.704 ± 0.013 204 ± 5 3.91 ± 0.02 89.7 ± 2.7 10.40 ± 0.24

1:3 0.722 ± 0.015 197 ± 4 3.89 ± 0.02 88.3 ± 2.8 22.20 ± 0.25

Fig. 5. T h e d e u t e r i u m o r d e r p a r a m e t e r f o r h y d r o c a r b o n a t o m s i n t h e l i p i d t a i l s

i n p r e s e n c e o f ( a ) G L Y P a n d ( b ) G L Y P2−. S y m b o l s f o r G : L r a t i o : ( * ) 0 : 7 2 ; ( )◊
1 : 1 8 ; ( ) 1 : 9 a n d ( ) 1 : 3 .□ ○

Fig. 6. P h o s p h o r u s p h o s p h o r u s r a d i a l d i s t r i b u t i o n f u n c t i o n o f t h e D P P C i n–

p r e s e n c e o f : ( a ) G L Y P a n d ( b ) G L Y P 2 . A t d i e r e n t G : L r a t i o : 0 : 7 2 ( ) ;− ff ⋯⋯⋯

1 : 1 8 ( ) ; 1 : 9 ( · · · ) a n d 1 : 3 ( ) .−− − − —•—
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p h o s p h o r u s a t o m ( a t o m 8 ) t o t h e n i t r o g e n a t o m ( a t o m 4F i g . 1 F i g . 1 ) of

t h e h e a d g r o u p s o f D P P C , a n d t h e a n g l e i s d e n e d b e t w e e n t h e P Nfi –

v e c t o r a n d t h e o u t w a r d n o r m a l o f t h e m e m b r a n e p l a n e . I n t h i s s e n s e , a n

a n g l e o f 0∘ c o r r e s p o n d s t o a P N v e c t o r a l i g n e d w i t h t h e n o r m a l v e c t o r ,–

a n d a n a n g l e o f 9 0∘ i s p a r a l l e l t o t h e l i p i d - w a t e r i n t e r p h a s e . i l -F i g . 7

l u s t r a t e s t h e a n g l e d i s t r i b u t i o n c a l c u l a t e d f o r b o t h l e a e t s a f t e r d i s -fl

c a r d i n g t h e s t a b i l i z a t i o n p e r i o d o f 1 0 n s , f o r G L Y P a n d G L Y P2− a t d i f -

f e r e n t G : L r a t i o s . I t c a n c l e a r l y b e s e e n t h a t t h e r e i s n o o b s e r v a b l e e e c tff

o n t h e o r i e n t a t i o n o f t h e P N v e c t o r d u e t o g l y p h o s a t e ( n e u t r a l o r–

c h a r g e d ) f o r a l l G : L r a t i o s . T h i s i s a l s o s e e n i n t h e m e a n v a l u e s o f θ

p r e s e n t e d i n , w h i c h v i r t u a l l y d o n o t c h a n g e d u e t o t h e p r e s e n c eT a b l e 1

o f g l y p h o s a t e .

4. Conclusions

D e t a i l e d a t o m i s t i c m o l e c u l a r d y n a m i c s s i m u l a t i o n s w e r e c a r r i e d o u t

t o s t u d y t h e i n t e r a c t i o n s b e t w e e n g l y p h o s a t e a n d a D P P C l i p i d b i l a y e r

i n i t s u i d s t a t e . T w o c h a r g e s t a t e s o f t h e h e r b i c i d e w e r e e x p l o r e d t ofl

t a k e i n t o a c c o u n t i t s b e h a v i o r u n d e r t h e p H c o n d i t i o n s i n t h e s t o m a c h

a n d l a r g e i n t e s t i n e o f m a m m a l s . T h i s s t u d y i n d i c a t e s t h a t t h e s t a t e o f
c h a r g e o f t h e h e r b i c i d e i n u e n c e s t h e f r e e e n e r g y p r o l e s . T h e v a l u efl fi

a n d - l o c a t i o n o f t h e m i n i m u m e n e r g y d e p e n d s o n t h e g l y p h o s a t e s t a t ez
o f c h a r g e , w h i l e t h e m a x i m u m i s l o c a t e d a t t h e c e n t e r o f t h e l i p i d b i -

l a y e r , w h i c h i s c o n s i d e r a b l y h i g h e r f o r t h e c h a r g e d f o r m o f t h e h e r b i -

c i d e . T h i s w o u l d i n d i c a t e t h a t t h e D P P C b e h a v e s a s a b a r r i e r t o G L Y P .

T h e m a i n n d i n g s o f t h e a n a l y s i s o f t h e e e c t o f t h e g l y p h o s a t e o n t h efi ff  

m e m b r a n e p r o p e r t i e s a r e : t h e m e a n a r e a p e r l i p i d i s m i n i m a l l y i n u -fl

e n c e d b y t h e p r e s e n c e o f t h e h e r b i c i d e s m o l e c u l e s , w h i c h i s i n l i n e w i t h

s m a l l c h a n g e s o f t h e d e u t e r i u m o r d e r p a r a m e t e r . B u t , t h e c h a n g e s o b -

s e r v e d i n t h e t h i c k n e s s o f t h e l i p i d b i l a y e r d e p e n d o n b o t h t h e g l y -

p h o s a t e c h a r g e s t a t e a n d t h e G : L r a t i o s . B y c o n t r a s t , t h e n e u t r a l s t a t e

i n c r e a s e s t h e t h i c k n e s s o f t h e b i l a y e r , w h i l e t h e c h a r g e d p r o d u c e s a

t h i n n i n g o f t h e D P P C l i p i d b i l a y e r . T h e o r i e n t a t i o n a l a n g l e d i s t r i b u t i o n s

f u n c t i o n s o f t h e D P P C h e a d g r o u p s r e s u l t s v i r t u a l l y u n c h a n g e d d u e t o

t h e p r e s e n c e o f g l y p h o s a t e i n a l l G : L r a t i o s s t u d i e d . F i n a l l y , t h e p r o p e r t y

t h a t i s m o s t a e c t e d b y t h e p r e s e n c e o f g l y p h o s a t e i s t h e l a t e r a l d i u -ff ff

s i o n c o e c i e n t , w h i c h i s i n c r e a s e d i n o n e o r d e r o f m a g n i t u d e f o r t h effi

c a s e o f h i g h e r c o n c e n t r a t i o n o f g l y p h o s a t e . T h i s e e c t i s m o s t n o t i c e -ff

a b l e f o r t h e c h a r g e d s t a t e o f g l y p h o s a t e .
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