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El objetivo de este trabajo es estudiar el efecto del solvente y del estado de carga sobre la flexibilidad de cadenas de acido
péctico (poli(1—>4)-a-D-galacturénico). Para ello se construyeron cadenas de longitud creciente mediante un algoritmo de Monte
Carlo que utiliza los resultados de dinamica molecular (DM) para asignar probabilidades para la orientacion de cada mondmero
agregado a la cadena. Mediante este procedimiento se crearon asambleas estadisticas de cadenas no perturbadas de hasta 900
monodmeros, para los cuatro casos de interés: cadenas totalmente ionizadas o neutras de acido péctico en agua o dimetilsulféxido
(DMSO). Las correspondientes longitudes de persistencia y cocientes caracteristicos calculados en estas asambleas estadisticas
establecen que, en agua, el acido péctico ionizado es mas rigido que el descargado, confirmando algunos resultados de literatura.
En DMSO se revierte la situacion, sefialando la complejidad de la dependencia con el estado de carga y el solvente de las
propiedades conformacionales de este biopolimero. Un analisis de los resultados de las respectivas DM muestra que los puentes
hidrégenos intramoleculares no se correlacionan con este comportamiento de la longitud de persistencia, pero que si lo hace la
masa de las moléculas de solvente unidas mediante enlaces de hidrogeno al soluto. Se especula que, para este polisacarido
extendido y relativamente rigido, la interaccion con las moléculas del solvente, manifestada a través del efecto inercial de esta
masa "extra", puede ser un factor importante de estabilidad conformacional.
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The aim of this work is to study the effect of different molecular solvents and charge state on the conformational properties of
pectic acid (poly(1—4)-a-D-galacturonic). For that purpose statistical ensembles of long polygalacturonic chains have been
created using a Monte Carlo approach in which, after an initial monomer is selected, the dihedral angles of the following
monomer are assigned through a Metropolis algorithm that uses conformational probabilities obtained from the trajectories of
molecular dynamics simulations of the four cases of interest; the fully protonated and charged polymer in molecular water or
DMSO solvents. For all these cases characterization of polymer flexibility is obtained by calculating characteristic ratios and
persistence lengths on the respective populations. The results show that the charged chains in water are more rigid than the
neutral counterpart, while in explicit DMSO the situation is reversed. Analyses of the previous MD show that intramolecular H-
bond patterns (both direct and mediated by solvent molecules) do not correlate with this flexibility pattern. An important
correlation is found, however, between the variation of the persistence length and the “extra” mass, defined as the mass of
solvent molecules H-bonded added to the saccharide. We speculate that, for this type of elongated molecules, whose
conformational space is restricted to a single region at large values of both glycosidic angles, the large inertia of this “extra”
mass could play an important role in hindering its torsional mobility.

Keywords: polysaccharides, pectic acid, molecular dynamics, charge effect, solvent effect.

I. INTRODUCCION dos mondmeros consecutivos estan restringidos a

Las pectinas constituyen una familia de Valores positivos de estos angulos, distribuidos en
regiones caracterizadas por uno o mas minimos de
energia, que dependen de las condiciones fisico-
quimicas de la solucion. Estos trabajos se han realizado
en general modelando el solvente como un medio
continuo, relegando aspectos moleculares que
determinan las interacciones soluto-solvente. En este
trabajo se propone estudiar como las moléculas del
solvente y el estado de ionizacion de las unidades
poliméricas incide sobre la flexibilidad de cadenas de

polisacaridos con un esqueleto polimérico de unidades
a-D-(1-4)- galacturonano”. Aunque en general los
polisacaridos  exhiben wuna importante riqueza
conformacional, las uniones glicosidicas de tipo axial-
axial que -caracteriza a las pectinas resultan en
conformaciones bastante extendidas y relativamente
rigidas. Trabajos previos de mecéanica molecular®™® han
mostrado que los angulos glicosidicos (¢,y) que unen
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acido poligalacturdnico, caracterizada por medio del
cociente caracteristico (una medida de cuanto se aleja el
comportamiento del polimero de una cadena totalmente
libre) y la longitud de persistencia (proyeccion de la
distancia entre extremos del polimero sobre la direccion
de la primera union) de cadenas de creciente grado de
polimerizacién. Estas cadenas son construidas mediante
un algoritmo de Monte Carlo que utiliza para asignar las
probabilidades de una dada configuracién de angulos
glicosidicos (d,y) los resultados de dinamicas
moleculares (DM) de dimeros realizadas previamente.
Dado que en estas simulaciones de DM se utilizan
moléculas explicitas del solvente (agua o DMSO), las
probabilidades asi obtenidas representan un modelo mas
real de la solucién. Experimentalmente se ha
determinado que las pectinas son polisacaridos bastante
rigidos, pero que diferentes impurezas modifican
fuertemente su flexibilidad®'”. Cross et. at.” han
determinado la longitud de persistencia (Lp) de distintas
pectinas de citrus y manzana mediante dispersion de
neutrones a bajo 4angulo (SANS) y viscosimetria,
obteniendo valores entre 45 y 75 A mediante SANS y
entre 59 y 115 A por viscosimetria. Otros resultados
confirman que este polimero es bastante rigido con
longitudes de persistencia de 90 A® o cocientes
caracteristicos para cadenas muy largas, C,, entre 22 y
70 para pectinas parcialmente metiladas”’, mientras que
mediante experimentos de dispersion de la luz se han
obtenido valores de C,, en el rango de 77 a 156®.

El esquema computacional mas comuinmente
utilizado es el de generar asambleas estadisticas de
cadenas construidas mediante algoritmos de Monte
Carlo similares al aqui utilizado, pero donde las
probabilidades se asignan a partir de los mapas no
perturbados de energia interna en el espacio (¢,vy),
llamados de mapas Ramachandran, obtenidos mediante
simulaciones de mecanica molecular realizadas en vacio
o en solvente implicito®>'""'9  Mediante este
procedimiento Cross et. al.”) obtuvieron valores de C,,
=57 y de Lp =135 A, independientemente del grado de
esterificacion de la cadena. Con un procedimiento
similar Noto et al'® reportan valores de la longitud de
persistencia de 121 y 131 A, para cadenas neutras y
completamente ionizadas, respectivamente. Braccini et.
at.Y reportan para similares cadenas un valor de C,, =
72 y una longitud de persistencia Lp = 166 A. Ruggiero
et. al'*" también mediante una combinacion de
mecéanica molecular y Monte Carlo, investigaron el
efecto de la ionizacion y el contenido de impurezas de
ramnosa sobre la flexibilidad de cadenas de acido
péctico, encontrando que las cadenas totalmente
ionizadas y neutras tienen casi igual flexibilidad, pero
que cuando solo la mitad de los mondmeros esta
ionizado, la flexibilidad aumenta al doble. Encontraron
ademas que una pequeia fraccion (10%) de impurezas
de ramnosa disminuye el cociente caracteristico hasta en
un factor de 10, calculando longitudes de persistencia
entre 50 y mas de 350 A.

Recientemente Noto et. al."”’, utilizando resultados de
DM con solvente explicito para asignar probabilidades
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en el algoritmo de Monte Carlo, encuentran una
longitud de persistencia Lp=120+ 20 A para el acido
poli(galacturénico) neutro, que se incrementa a
Lp=300+50 A para cadenas completamente ionizadas.
La importante diferencia entre estos valores de Lp y los
que estos mismos autores obtienen utilizando mecanica
molecular para asignar probabilidades a las
orientaciones de los angulos glicosidicos, resalta la
importancia de considerar explicitamente las moléculas
del solvente en la simulaciéon. En conclusion, los
resultados experimentales y teoricos indican un cierto
acuerdo sobre la relativa rigidez de este biopolimero,
pero que los efectos de carga polimérica y de distintos
solventes sobre la flexibilidad molecular en solucion es
todavia materia de estudio, tanto experimental como
teorica. Nuestro interés en las propiedades
conformacionales del acido péptico también se debe a la
necesidad de dar una base molecular a un modelo de
campo medio propuesto recientemente!'” para la
asociacion de cadenas de acido péctico mediadas por
iones Ca"", paso inicial en la formacién de geles.

La siguiente seccion describe el algoritmo de
construccion de cadenas poliméricas. Es seguida por
una descripcion de los principales resultados y una
discusion de los mismos, donde, analizando los
resultados de la DM, se encuentra que los enlaces de
hidrogeno intramoleculares no correlacionan con el
comportamiento de la longitud de persistencia, pero si
lo hace la masa "extra" de las moléculas de solvente
unidas por enlaces hidrégeno a cada unidad polimérica.

Il. METODOS

El primer paso consiste en obtener un banco de
datos representativo de los angulos glicosidicos (¢,y)
que unen dos monoémeros consecutivos. En este trabajo
se postula que en una simulacion suficientemente larga
de dinamica molecular del acido di(galacturénico) los
angulos (¢,y) visitados conforman un banco de datos
representativo de los valores tomados en una solucién
polimérica. Se utilizaran entonces los 50.000
conformeros registrados durante los 10 ns de las DM de
cada uno de los cuatro casos de interés: polimero neutro
y cargado, en agua y DMSO, para calcular la
probabilidad pj(¢,y) de que un evento de la DM caiga
en el j-ésimo reticulo elemental de area 5x5 del mapa
(d,w). Estas probabilidades se calculan entonces
simplemente contando los eventos con angulos en ese
intervalo de (¢,y) y normalizando por el numero total
de eventos.

El presente modelo considera que la cadena
polimérica es una sucesion de uniones virtuales
independientes entre enlaces glicosidicos, generada de
acuerdo al siguiente algoritmo:

I-  Se ordenan los estados p;(¢,y) de mayor a menor
probabilidad de ocurrencia.

2- Para todo i, se calcula la probabilidad acumulada
P= X pj, con j<i.

3- Se genera un numero aleatorio, q, entre 0 y 1.

4- Se toma un estado “i” del banco de probabilidades,
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5- si P> q, entonces el estado i, caracterizado por el
par de angulos diedros (¢,y);, se asigna para unir
el proximo monomero de la cadena.

6- Si Pi< q, se rechaza este estado i y el algoritmo
retorna al punto 3.

7- El proceso termina cuando la cadena asi construida
alcanza el nimero n de monémeros deseado.

Se construyen asambleas estadisticas de un nimero
adecuado de cadenas, para cada grado de
polimerizaciéon n. Este nimero de cadenas debe ser
suficientemente grande para asegurar la convergencia y
estabilidad de los parametros estadisticos calculados, en
este caso la longitud de persistencia y el cociente
caracteristico. En nuestros calculos se han generado
10.000 cadenas para cada grado de polimerizacion n, y
para cada uno de los cuatro casos de interés. Sobre estas
asambleas se calcularon propiedades topoldgicas de

cadenas imperturabadas tales como: el cociente
caracteristico,
) (M
C,=—+
N

donde r es el vector distancia extremo-extremo y la
longitud de persistencia

L, = :—IZE con N — oo 2
i=1

—_

—

donde | es el vector unién virtual de longitud I.

Resultados.

La Figura 1 muestra las funciones de distribucion
calculadas por el método descrito arriba para los cuatro
casos de interés. La caracteristica general es que existe
una sola region permitida del espacio (¢,y) a valores
positivos de ambos angulos glicosidicos. En esta region
cada una de las distribuciones esta caracterizada por
uno, dos 0 mas maximos relativos de probabilidad de
diferente intensidad.

La distribuciéon de probabilidad para la molécula
neutra en DMSO muestra un solo maximo importante, a
valores mayores de ¢y y, anticipando un importante
estiramiento y rigidez de esas cadenas En los otros tres
casos hay mas de un pico de probabilidad, cuyas
intensidades relativas, posicion y extension dependen
del estado de carga y solvente

0.02 1

p(o.w)

0.00

Figural. Funciones de probabilidad p;(¢,v) de que un evento de la DM tenga valores de los angulos diedros (¢, ) para el acido
péctico: a) neutro en agua, b) ionizado en agua, c) neutro en DMSO y d) ionizado en DMSO

Con esa informacion, y siguiendo el algoritmo
descrito anteriormente, se calcularon las asambleas
estadisticas de cadenas de grado de polimerizacion
creciente, hasta n=900 mondmeros. La Figura 2 muestra
la dependencia del cociente caracteristico con el grado
de polimerizacion n. Para los cuatro casos de nuestro
estudio estas curvas muestran la clasica dependencia
casi lineal a bajo n, para luego nivelarse y determinar,
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tanto el valor limite del cociente caracteristico para
cadenas muy largas, C,, (no mostrado), como de la
longitud de persistencia. La Tabla I muestra estos
valores limites, tomados como el valor medio y la
dispersion obtenidos para cadenas de n>300. En agua
para las cadenas neutras se obtiene asi un valor Lp=
79.5 A que aumenta a 135 A para las cadenas
totalmente ionizadas, mientras que en DMSO las
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cadenas son sustancialmente mas rigidas. Notablemente,
en este solvente se revierte la dependencia con el estado
de carga, con la longitud de persistencia de las cadenas
neutras aproximadamente el doble que para las cadenas
cargadas. La Figura 2 muestra ademas que los valores
limites son muy estables, con una dispersion muy baja
(ver Tabla I). Desde el punto de vista computacional
esto indica que las dinamicas moleculares que dieron
origen a las funciones de probabilidad son
suficientemente largas y estables y que las asambleas
estadisticas de las cadenas calculadas son
suficientemente grandes para garantizar la estabilidad y
confiabilidad de los parametros estadisticos.
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Figura 2: Dependencia de la longitud de persistencia, Lp,
con la longitud de la cadena, n, para los cuatro casos de la
Figura I:7 neutro en agua,# ionizado en agua, o neutro
en DMSO 'y e ionizado en DMSO

Considerando una distancia entre mondmeros a lo largo
de la cadena de 4,35 A, los valores de Lp de la Tabla I
implican que, a partir de un dado mondémero, estas
cadenas mantienen memoria de su direccion por
alrededor de 18 y 32 unidades monoméricas para las
cadenas neutras e ionizadas en agua, y por alrededor de
42 y 72 mondmeros para esos estados de carga pero en
DMSO, respectivamente.

Discusion

El objetivo de este trabajo ha sido estudiar la
dependencia con el solvente y con el estado de
ionizacion de la flexibilidad de cadenas de acido
poligalacturénico en soluciones diluidas. Para ello se

construyeron asambleas estadisticas de cadenas largas
(hasta n=900) sobre las cuales se calcul6 la dependencia

con el grado de polimerizacion de la longitud de
persistencia y del cociente caracteristico. Este analisis
se realizd para los cuatro casos de interés: cadenas
totalmente neutras o ionizadas, en agua o DMSO. En
todos ellos las cadenas se construyeron con un
algoritmo de Monte Carlo que utiliza resultados de
simulaciones previas de dinamica molecular para
asignar las probabilidades de los angulos diedros (¢,y)
que caracterizan a cada mondmero agregado a la
cadena. Los valores de la longitud de persistencia
obtenidos estan en excelente acuerdo con los datos
experimentales disponibles. Los mas apropiados para
esta comparacion son los obtenidos de Cross et.al.”)
mediante experimentos de SANS para la muestra de
pectinas identificada como C28, para la cual reportan
una longitud de persistencia de 75 A en excelente
acuerdo con el valor aqui obtenido para cadenas neutras
en agua. Esta muestra es elegida debido a que tiene la
maxima pureza polimérica (92.7% GalA), la mas
pequeila fraccion de impurezas (ramnosa 0.6%) y a la
alta fuerza idnica de la solucién, que apantalla
fuertemente las interacciones electrostaticas. Calculos
previos reportan valores sustancialmente mas grandes:
Noto et. al'”, utilizando también resultados de MD para
asignar probabilidades en su algoritmo de generacion de
cadenas, encontraron que la longitud de persistencia
aumenta de Lp= (120 +20) A para cadenas neutras a
Lp= (300 +50) A para las totalmente ionizadas. Es
posible que estos altos valores de Lp sean debidos, al
menos en parte, a una restriccion en el algoritmo de
estos autores que limita los valores en que pueden
cambiar los angulos glicosidicos de una union
monomérica a la siguiente. Los mismos autores también
utilizan el procedimiento tradicional de calcular
probabilidades a partir de los mapas de Ramachandran,
obtenidos mediante mecanica molecular, reportando por
este procedimiento valores muy similares para la
longitud de persistencia de cadenas neutras y cargadas
(121 A y 131 A, respectivamente). Por una metodologia
similar Ruggiero et. al."? calculan longitudes de
persistencia bastante mayores, aunque muy similares
para cadenas neutras y cargadas. Respecto del efecto de
distintos solventes, solo encontramos en la literatura el
trabajo de Boutherin et al'”, que compara los resultados
obtenidos en vacio, agua y DMSO, aunque utilizando la
aproximacion de solvente implicito, es decir
introduciendo el efecto del solvente solo como un
cambio en la constante dieléctrica. Estos autores
encuentran que las cadenas ionizadas son mas rigidas

Tabla I: Valores medios, por monémero de acido péctico, de enlaces de hidrogeno intramoleculares directos y
mediados por solvente, nimero y masa “extra” de las moléculas de solvente unidas mediante enlaces de

hidrogeno, longitud de persistencia y cociente caracteristico para los cuatro casos de la Figura 1.

Solvente/carga | Enlaces H Enlaces H No. moléculas Masa “extra” Lpt o (A) Ci=900
directos c/solvente solvente
Agua-neutro 0,04 0,09 11,06 199 79.5+1.1 35
Agua-cargado 0.96 0,88 18,87 340 135.0+1.9 58
DMSO-neutro 0.01 0,02 7,32 572 308.6+4.8 115
DMSO- 1,09 0,01 5,56 434 178.7+1.8 75
cargado
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que las neutras pero con tendencias opuestas para el
efecto del solvente, denotando la complejidad de
simular los efectos del solvente y del estado de
ionizacion en este tipo de polimeros. En busca de las
fuentes de este comportamiento conformacional se han
analizado los resultados de la DM. La Tabla I muestra
que los enlaces de hidrogeno intramoleculares, tanto
directos como mediados por moléculas de solvente, no
se correlacionan con el comportamiento de la longitud
de persistencia o el cociente caracteristico. Se observa
un cuadro similar en ambos solventes: el Unico enlace
relevante se establece, para la molécula ionizada (y en
ambos solventes), entre los O del grupo carboxilo de un
mondémero con el O en posicion 2 del mondémero
siguiente. En contraposicion, tanto en agua como en
DMSO, no se observa ningin enlace de hidrégeno
relevante para las cadenas neutras. Los enlaces
hidrégeno intramoleculares mediados por moléculas de
solvente, que en otros polisacaridos parecen aportar a la
estabilidad conformacional'®'” tienen, en agua, un
comportamiento similar a los enlaces hidrogeno
directos, mientras que en DMSO son practicamente
irrelevantes, debido que este solvente solo puede actuar
como aceptor de hidrogeno. La Tabla I muestra el
nimero de moléculas de solvente que se unen mediante
enlaces hidrogeno a distintos O de cada unidad
polimérica. Notamos que se ligan a cada unidad
polimérica mas moléculas de agua que de DMSO. Este
patron es similar para todos los O poliméricos, excepto
para los O carboxilicos de los mondmeros ionizados que
no pueden establecer enlaces de hidrogeno con las
moléculas de DMSO. El resultado final es que, en agua,
cada monomero de acido poligalacturénico totalmente
ionizado estd unido mediante enlaces hidrogeno a cerca
de 50% mas moléculas de solvente que los mondmero
neutros. En DMSO esta situacion se revierte y la forma
neutra muestra alrededor de 30% mas de moléculas de
DMSO ligadas que la forma totalmente ionizada. Estos
datos se han sintetizado en la columna “Masa extra” de
la Tabla I, que presenta la masa de las moléculas de
solvente unidas mediante enlaces de hidrogeno a cada
unidad monomérica. Para este polisacarido y moléculas
de solvente, esta masa extra representa una gran inercia,
que incrementa la masa de cada mondémero entre 50%
para las cadenas neutras en agua, hasta alrededor del
150% para las mismas cadenas neutras, pero en DMSO.
La Figura 3 muestra la importante correlacion (¢,=0.97)
que existe entre esa “masa extra” y las longitudes de
persistencia calculadas previamente. Nuestra
especulacion es que, para este tipo de moléculas,
relativamente extendidas, y sujetas a un espacio
conformacional restringido®”, la interaccion soluto-
solvente, manifestada a través de la inercia extra que
implican las moléculas de solvente adheridas a cada
mondmero, contribuyen de manera importante a la
dependencia de la flexibilidad con el tipo de solvente y
estado de ionizacion. Estudios en otros sistemas
poliméricos y en distintos solventes y estados de carga
son necesarios para evaluar la importancia de este
efecto.
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Figura 3: longitud de persistencia vs masa de las moléculas
de solvente unidas mediante enlaces de hidrdégeno a cada
monémero del &cido péctico (“extra™). Rétulo de datos:
longitud de persistencia para las cuatro casos de la Figura 1
(ver Tabla I).
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