Energia de interaccion entre fragmentos de arabinogalactano tipo II presente en
las particulas coloidales del jugo de manzana calculadas por simulacion
computacional.

Benitez, E. L**, Peruchena, N. M.** y Lozano, J. E."

* Universidad Tecnologica Nacional, Facultad Regional Resistencia, French 414,
Resistencia. E-mail: ebenitez@frre.utn.edu.ar

® Lab. Estructura Molecular y Propiedades. Departamento de Quimica, FACENA,
Universidad Nacional del Nordeste, Av. Libertad 5460 (3400) Corrientes, Argentina.
‘PLAPIQUI (UNS-CONICET), Camino La Carrindanga Km.7, 8000 Bahia Blanca,
Argentina

Resumen

En este trabajo se estudi la variacion de la barrera de energia, entre fragmentos de
oligosacaridos presentes en particulas coloidales de jugos manzana, por cambios en la
orientacion de los fragmentos analizados, utilizando la simulacién computacional. Para
ello se selecciond un fragmento representativo de Arabinogalactano tipo II, un
oligosacarido formado por una cadena principal, un tetrasacarido ([-D-Galp-(1—3)]4)
y una ramificacion formada por un disacarido (a-L-Araf-(1—6)-[B-D-Galp-(1—06)]),
con union 1-6 entre la 3-D-Galp de la cadena lateral y una B-D-Galp de la cadena
principal. Se colocaron dos moléculas de oligosacaridos en una caja conteniendo 1000
moléculas de agua, para evaluar el efecto del solvente. Las estructuras del oligosacérido
y de las moléculas de agua fueron generadas por simulacion computacional con el
método de Metropolis Monte Carlo (MC), usando el programa DICE. Se considerd la
interaccion intermolecular entre dos moléculas de oligosacarido, descripta por el
potencial intermolecular Coulombico mas el de Lennard-Jones, usando el campo de
fuerza AMBER para oligosacaridos y el modelo SPC para el agua. Luego de un
periodo de equilibracion de 1x10° pasos se llevo a cabo la simulacion con 1,5x10°
pasos. Se realizaron en total 12 simulaciones, 6 para cada variacion de la orientacion de
los oligosacaridos, variando la distancia de separacion entre ellos cada 0,05 nm.
Debido a que el oligosacarido presenta una distribucion de las cargas sobre la superficie
se ubico las particulas: 1) orientadas enfrentando los potenciales positivos y ii)
orientadas enfrentando potenciales electrostaticos de signo contrario. En ambos casos se
observo una barrera de energia cercana a los 1,9 nm de distancia de separacion de las
particulas. Sin embargo la configuracion 1) presenta una barrera de energia de 22,70
kcal/mol y la configuracion ii) una barrera de 12,95 kcal/mol. Es decir la energia de
interaccion entre particulas individuales se reduce en un 43% de la orientacion ii) con
respecto a 1). Esta metodologia de simulacion de particulas coloidales por el método de
MC permite comprender y dar explicacion a varios aspectos observados
experimentalmente. Asimismo permitiria predecir los cambios en la barrera de energia
debida a variaciones no solo en la orientacion de las particulas al aproximarse sino
también variaciones en la composicioén de las mismas, por la presencia de grupos acidos
o grupos metilos, ambos presentes en las particulas por provenir de moléculas de
pectina degradada y que estan siendo estudiados actualmente.



Introduccion

Un jugo turbio de manzana es una suspension coloidal cuyas particulas estan
mayormente formadas por restos celulares provenientes del procesamiento de la fruta.
El tratamiento enzimatico que se le realiza al jugo, para degradar la pectina que
complica el proceso de clarificacién, produce una reduccion notable de la turbiedad y
por lo tanto de la cantidad de particulas presentes en el jugo, sin embargo aun
permanecen en suspension un gran numero de particulas con carga neta negativa
(Benitez y Lozano, 2006). Brillouet y col. (1996) han encontrado que esas particulas
estan mayormente compuestas por proteinas unidas a arabinogalactano tipo II (AG). Los
AG, conforman un subgrupo perteneciente a lo que se denomina pectina (Vincken y
col., 2003). Para elaborar jugos clarificados es necesario eliminar las particulas del
medio, ya sea por ultrafiltracion o por clarificaciéon por media de agentes clarificantes.
Se han realizado varios estudios tendientes a dilucidar el mecanismo por el cual las
particulas permanecen en suspension, postulandose que las mismas se encuentran
altamente hidratadas (Benitez y Lozano, 2006; Benitez y col., 2007). Esta energia de
hidratacion es una propiedad inherente a las particulas, siendo los cambios en su
composicion los que mayormente podrian ocasionar cambios en la barrera de energia.
La barrea de energia es el punto de maxima energia de repulsion que se origina al
representar la energia neta de interaccion en funcion de la distancia entre las particulas.
Las particulas luego del tratamiento enzimatico se atraen y aglomeran en una primera
etapa hasta alcanzar un tamafio cercano a Ipm, luego del mismo las particulas
disminuyen su interaccion, ya que se forman coloides de mayor tamano que se repelen
entre si, por su carga eléctrica negativa (Benitez y col., 2007).

El objetivo de este trabajo es estudiar la variacion de la barrera de energia, entre
fragmentos de oligosacaridos presentes en particulas coloidales de jugos manzana, por
cambios en la orientaciéon de los fragmentos analizados, utilizando la simulacion
computacional. Para ello se selecciond un fragmento representativo de
Arabinogalactano tipo II, un oligosacarido formado por una cadena principal, un
tetrasacarido ([3-D-Galp-(1—3)]4) y una ramificacion formada por un disacarido (Q-L-
Araf-(1—6)-[3-D-Galp-(1—6)]), con unién 1-6 entre la B-D-Galp de la cadena lateral y
una B-D-Galp de la cadena principal (Fig.1) El anélisis conformacional con solvente
explicito fue realizado previamente por la técnica de dindmica molecular (DM) para
oligosacaridos. En este trabajo se presentan las interacciones intermoleculares entre
fragmentos iguales cuya estructura de partida es la mas estable. Previamente por MC se
encontro que la particula se encuentra hidratada formando puentes de hidrégeno con 39
moléculas de agua y que ademads presentan zonas con potencial electrostatico positivo y
negativo, lo que permitiria explicar la difusion e interacciéon de las particulas
individuales para formar agregados de mayor tamafio observados experimentalmente.
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Figura 1: Esquema del fragmento de arabinogalactano tipo II utilizado en la simulaciéon computacional.
En la parte inferior de la figura se indica los residuos de monosacaridos involucrados.

Metodologia

La estructura del polisacarido y de las moléculas de agua fue generado por simulacion
computacional con el método de Metropolis Monte Carlo (MC), usando el programa
DICE (Coutinho y Canuto, 2003). Se considerd la interaccion intermolecular entre el
oligosacarido y el agua y entre los oligosacaridos descripta por el potencial
intermolecular Coulémbico mas el de Lennard-Jones, usando el campo de fuerza
AMBER (Cornell y col., 1995) para oligosacaridos y el modelo SPC para el agua
(Berendsen y col., 1981). El sistema esta compuesto por dos oligosacaridos y 1000
moléculas de agua, a la presion de 1 atm y una temperatura de 298 K. Luego de un
periodo largo de equilibracion de 1x10° pasos se llevo a cabo la simulacion con 1,5x10°
pasos. Se realizaron en total 12 simulaciones, 6 para cada variacion de la orientacion de
los oligosacaridos, variando la distancia de separacion entre ellos cada 0,05 nm.

Los mapas de potencial electrostatico molecular (PEM) fueron calculados con el
método AM1 utilizando el programa Gaussian03 y visualizados con el programa
Molekel (Fliikiger y otros, 2002; Portmann y Liithi, 2000)

Resultados

Los mapas tridimensionales de potencial electrostatico (Fig. 2) representan los
potenciales electrostaticos dispuestos sobre una superficie de densidad constante (0.001
e/au’). Debido a que el potencial electrostatico se define como la energia de interaccion
de una carga puntual positiva con los nucleos y electrones de una molécula, el color rojo
(V(r) < 0) indican las zonas mas fuertes de atraccion (asociadas con atomos
electronegativos) y el azul (V(r) > 0) indica las zonas de repulsion mas intensas. De esta
forma el potencial electrostatico provee una medida de la distribucion de carga total de
una molécula.



Debido a la diferencia observada en la distribucion de las cargas sobre la superficie se
ubico las particulas:

i- orientadas enfrentando los potenciales positivos
1i- orientadas enfrentando potenciales electrostaticos de signo contrario
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Figura 2: Mapas de potencial electrostatico para la estructura del oligosacarido utilizado. Los fragmentos
de oligosacaridos fueron orientados de la siguiente manera: i) enfrentando potenciales electrostaticos
positivos y ii) enfrentando potenciales electrostaticos de signo contrario. Se utilizé para todos los mapas
la misma escala de colores para el potencial de interaccion.

La primer orientacion se debid a que previamente se habia observado que en las zonas
de potencial positivo habia menos moléculas de agua interaccionando que en el resto de
la molécula y por lo tanto la energia de hidratacion, que experimentalmente se habia
observado que es la que mayor influencia ejerce en la estabilidad de las particulas, seria
minima.

Una vez finalizada la simulacion se evalud la energia de interaccion intermolecular
entre ambas moléculas de polisacaridos. El programa DICE permite almacenar el
calculo de las energias de interaccion entre oligosacaridos; entre oligosacaridos y el
agua; y entre moléculas de agua. Para este trabajo se seleccionaron los datos
correspondientes a la energia de interaccion entre oligosacéridos, calculada de la
siguiente manera:
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Donde r;; es la distancia entre los sitios iy j de las diferentes moléculas, &; y &;son las
combinaciones de los pardmetros de Lennard-Jones para los sitios 1y j; q; es la carga del
sitio 1. Los datos para los diferentes sitios en la molécula fueron tomados de Homans,
1995. El potencial de interaccion entre ambas moléculas es la suma de U(r;j) de todos
los sitios de cada una de las la moléculas. Para mas detalles del célculo ver referencia:
Coutinho y Canuto, 2003.



En la Fig. 3 se grafico el potencial de interaccion en funcion de la distancia de
separacion entre particulas, medida desde el centro de masa, para las dos orientaciones
seleccionadas. En ambos casos se observéd una barrera de energia cercana a los 1,9 nm.
Sin embargo en la configuracion 1) presenta una barrera de energia de 22,70 kcal/mol y
la configuracién ii) una barrera de 12,95 kcal/mol. Es decir la energia de interaccion
entre particulas individuales se reduce en un 43% de la orientacidn ii) con respecto a 1).
Por lo que se puede observar como las distintas orientaciones modifican las energias de
interaccion y a su vez podrian explicar la atraccién observada experimentalmente entre
particulas individuales.
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Figura 3: Potencial de interaccion en funcion de la distancia de separacion entre particulas, medida desde
el centro de masa, para las orientaciones i) e ii)

Conclusion

Esta metodologia de simulacion de particulas coloidales por el método de MC permite
comprender y dar explicacion a varios aspectos observados experimentalmente.
Asimismo permitiria predecir los cambios en la barrera de energia debida a variaciones
no solo en la orientacidon de las particulas al aproximarse sino también variaciones en la
composicion de las mismas, por la presencia de grupos acidos o grupos metilos, ambos
presentes en las particulas por provenir de moléculas de pectina degradada y que estan
siendo estudiadas actualmente.
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