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Resumen

El suero lacteo es el subproducto obtenido durante la elaboracidn del queso tras la separacion del coagulo lacteo formado por
la gelificacion de las caseinas. Las proteinas del suero lacteo (PSL) constituyen el 0.7 % P/V de los nutrientes del suero lacteo y
representan el 20% de las proteinas totales de la leche, siendo sus principales componentes p-lactoglobulina, a-lactoalblimina y
glicomacropéptido. Resulta de interés comprender el comportamiento a nivel macro de las proteinas presente en el suero lacteo.
Utilizando un modelo de grano grueso para representar una molécula de B-lactoglobulina (BLG) y una cadena de polielectrolito
(PE) se estudié la formacion del complejo a distintos valores de pH. Se observé que el comportamiento del polielectrolito aislado
es independiente de su pKa. Los resultados mostraron que la interaccion entre BLG-PE es significativa a pH por debajo del punto
isoeléctrico de la proteina ~ 4.8. En este rango la carga de la proteina se ve modificada adquiriendo una mayor carga positiva lo
cual se debe a la presencia de PE anidnico favoreciendo la interaccion electrostatica atractiva entre ambos. Por el contrario, a pH
> 4.8 ambas macromoléculas tienen carga negativa, por lo tanto, la interaccion entre las macromoléculas es de caracter repulsiva.
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Abstract

Beta-lactoglobulin is one of the main proteins in the lacteum serum. We studied the interaction of one beta-lactoglobulin
(BLG) molecule with one polyelectrolyte (PE) chain. For this study both molecules were represented with a coarse-grained model
and monte carlo simulations at different pH values. We observed that in isolated conditions the polyelectrolyte behaviour was
independent of its intrinsic pKa value. The results demonstrated that the main interaction protein - polyelectrolyte was at pH
below the isoelectric point of the protein ~ 4.8. In this pH range the protein has a net positive charge which in the presence of the
anionic polyelectrolyte becomes more positive, this benefits the attractive electrostatic interaction between the two
macromolecules. On the contrary, at pH > 4.8 the main interaction is repulsive since in these conditions both molecules have a
net negative charge.
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Introduccién

Las proteinas de suero lacteo son importantes en la industria alimenticia debido a sus propiedades funcionales. Las proteinas
en mayor proporcion son la a-lactalbumina (20%) y B-lactoglobulina (50%). Estas proteinas se obtienen como un concentrado
del liquido remanente en la produccidn del queso. La precipitacién de estas proteinas usando polielectrolitos es un método simple
y puede ser aplicado a escala industrial. Una gran diversidad de polisacaridos es utilizada para formar complejos con proteinas en
la industria alimenticia (Harnsilawat et al., 2006; Narambuena et al., 2005). En el presente trabajo se estudia la coacervacion entre
una molécula de B-lactoglobulina y una cadena de polielectrolito en un amplio rango de pH utilizando simulaciones de Monte
Carlo.

Desarrollo

El presente trabajo se llevo a cabo realizando el estudio de la interaccion entre B-lactoglobulina y polielectrolitos debiles
mediante simulacion computacional. El principal beneficio es poder distinguir detalladamente las contribuciones al proceso de
formacion del complejo proteina-polielectrolito.(Narambuena et al., 2015)

El modelo de grano grueso utilizado para la proteina fue construido a partir de la posicion de cada atomo que la compone
obtenida del Protein Data Bank (1BEB), figura 1A. Cada aminoéacido es representado por dos esferas, una para el carbono a 'y
otra para la cadena lateral del residuo del aminoacido. Los carbonos a constituyen la columna vertebral de la proteina, cada uno
estd conectado a un residuo (Grupo R), el cual establece la naturaleza de cada aminoacido. Cada grupo R comprende un grupo de
atomos y fue representado como una esfera rigida para aproximar el volumen excluido correspondiente. La cadena de
polielectrolito fue modelada como un grupo de perlas cargadas (0 monémeros) enlazados formando una cadena lineal, ver figura
1B. Cada esfera fue representada como una esfera rigida con su correspondiente carga eléctrica embebida en el centro y separadas
una distancia l,. (P. Torres et al., 2017; P. B. Torres et al., 2019)
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Figura 1. Modelo de Grano Grueso: (4) -lactoglobulina y (B) Polielectrolito.

El algoritmo Metrépolis Monte Carlo es un método estocastico basado en movimientos al azar en un espacio coordinado, en
el cual cada configuracion tiene un peso estadistico definido por la distribucién de Boltzman. Durante la simulacién de Monte
Carlo los iones pequefios tienen la posibilidad de trasladarse en cualquier direccion mientras la carga de la proteina fluctta de
acuerdo a los siguientes movimientos en ensamble semi-canénico:

1. Unsitio titulable en la proteina es elegido al azar.

2. Si se encuentra desprotonado, se mueve la carga de la solucidn al sitio titulable (proceso de protonacién). Si esta
protonado, se mueve el proton a la solucién (proceso de desprotonacion).

3. Los movimientos son aceptados de acuerdo con la probabilidad: (1,e~#4Vet(PH-PKIn10) ‘Donde AU, es el
cambio en la energia electrostatica total. El segundo término en la exponencial tiene en cuenta el cambio de energia
libre del proceso de (des) protonacion para un aminoacido, no afectado por la presencia del resto de la proteina ni la
sal. La magnitud de este término es determinada por el pH y la constante intrinseca pKa.

La interaccion B-lactoglobulina-polielectrolito fue molecularmente cuantificada por medio de un simple criterio estructural,
calculando el nimero de mondmeros de la cadena del polielectrolito que esta en intimo contacto con el grupo titulable de la
proteina. Se calcul6 también la distancia de separacidn Ar entre el centro de cada monémero y cada residuo titulable. Se adopta
como criterio para considerar un monémero adsorbido que la distancia cumpla: r < 1., donde r. = 0.5 nm es el radio de corte.
Este simple criterio de distancia fue utilizado para cuantificar la condensacion de las cadenas del PE, mostrando una excelente
coincidencia con los datos experimentales (P. Torres et al., 2017).

Resultados

En esta seccidn se presentan los resultados obtenidos de las simulaciones entre una molécula de beta-lactoglobulina y una
cadena de polielectrolito anidnico débil. Como primera seccion se presentan los resultados obtenidos para cada macromolécula
en estado aislado, es decir sin interactuar entre ellas. Y como segunda seccidn se presentan los resultados de la interaccion.

I.  Titulacién de Proteina Aislada y Polielectrolito Aislado.

La carga neta de la proteina aislada es estudiada como una funcién del pH, figura 2A. Los resultados obtenidos de la simulacién
de monte carlo a csar= 10 mM son representados con simbolos y comparado a la curva de titulacion en linea de trazo. En
condiciones de extrema acidez (pH = 1.0) la proteina tiene una carga neta positiva. Con el aumento del pH comienza la
desprotonacién de los grupos acidos, es decir la proteina adquiere una carga negativa negativa.
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Figura 2. (A) Carga neta de la proteina como una funcidn del pH. (B) Grado de disociacion del PE aislado como una
funcién del pH. Resultados obtenidos de la simulacién de monte carlo.

El polielectrolito fue modelado con un valor de pKa intrinseco pKa= 1.0 y una cadena de N = 40 mondémeros. Adicionalmente,
se modificd la distancia de equilibrio entre monémeros (lo), siendo la misma de 0.25 nm (circulos), 0.50 nm (cuadrados) y 0.75
nm (triangulos) en la figura 2B. El grado de disociacion aumenta con el pH, con la variacion de la distancia de equilibrio se
observa que el maximo grado de disociacion se alcanza mas rapidamente para lo = 0.75 nm. En comparacion a la curva ideal de
disociacion del PE (linea de trazo) se puede notar que a medida que disminuye la distancia de equilibrio entre monémeros se
produce un corrimiento del pka efectivo del PE, es decir el valor de pH al cual el PE tiene apg= 0.5.

I1. Interaccién proteina-polielectrolito

En la seccion anterior se observod el comportamiento de la proteina aislada, la cual tiene una carga positiva por debajo del
punto isoeléctrico. Con esto podemos predecir una interaccion electrostatica atractiva con el polielectrolito aniénico en dicho
rango de pH. La interaccion de la proteina con una cadena de PE débil fue cuantificada molecularmente mediante un criterio
estructural, detallado en la seccién de Desarrollo.
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Figura 3. Cantidad de mondmeros adsorbidos en residuos cargados opuestamente de la proteina como una funcidn del pH.
(A) Proteina-PE Débil (B) Proteina-PE Fuerte. Resultados obtenidos de la simulacién de monte carlo.

La figura 3A muestra la adsorcion de monémeros en residuos cargados opuestamente de la proteina como una funcion del pH
para la interaccidn proteina-PE débil. Cuando el pH aumenta por encima del punto isoeléctrico la proteina tiene carga neta negativa
que genera una repulsion electrostatica con la cadena de PE anidnica. A pH < pl la adsorcion de mondmeros aumenta rapidamente
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hasta alcanzar un maximo de nj,=10. Luego la adsorcién de mondémeros decae con el pH hasta un minimo de njp~ 6. Es interesante
comparar la interaccion de la proteina y un polielectrolito débil con lo observado en un trabajo anterior de la proteina con un
polielectrolito fuerte, figura 3B. En el caso del polielectrolito fuerte se puede notar a pH ~ 4 la adsorcion alcanza un plateau, es
decir la proteina tiene una capacidad limitada para formar pares i6nicos con mondmeros de la cadena de PE. A pH por encima
del punto isoeléctrico el comportamiento es similar al del polielectrolito débil.

Luego analizamos como afecta la presencia del polielectrolito a la proteina y asimismo como se ve afectado el polielectrolito.
Para ello, analizamos el comportamiento de ionizacion de ambas macromoléculas, figura 4.
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Figura 4. (A) Carga neta de la proteina en presencia de una cadena de PE débil como una funcién del pH. (B) Densidad de
carga lineal del polielectrolito en presencia de la proteina como una funcién del pH. Resultados obtenidos de la simulacion de
monte carlo.

La interaccion del polielectrolito cargado a valores de pH por debajo del punto isoeléctrico genera una modificacion en la
carga neta de la proteina, figura 4A. Los grupos acidos de la proteina se encuentran protonados por lo tanto la carga neta de la
proteina toma valores mas positivos. Con el incremento de la distancia de equilibrio entre mondmeros |, carga neta de la proteina
se acerca a la carga ideal de proteina. Adicionalmente, estudiamos el efecto de esta interaccién en el grado de disociacion del
polielectrolito, figura 4B. Notamos que en el rango de interaccion (1 < pH < 4.8) el grado de disociacién del polielectrolito se
incrementd en los tres casos estudiados. Se encontr6 que a medida que aumenta el pH desde valores extremadamente acidos la
densidad de carga lineal toma valores mas negativos. Para el caso de lo=0.5nm y lp= 0.75 nm se alcanza la méaxima densidad lineal
carga que corresponde a la cadena a pH~1.
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Conclusiones

La interaccion molecular de beta-lactoglobulina con un polielectrélito débil anidnico fue estudiada usando el método de monte
carlo. Estudiamos el equilibrio acido base de los grupos titulables de la proteina y polielectrélito usando un esquema semi-gran
candnico. Utilizamos un PE con un valor intrinseco de pK,=1.0 y tres valores de distancia de equilibrio de separacion (lo): 0.25
nm, 0.50 nmy 0.75 nm. La interaccion entre proteina y polielectrolito tuvo lugar a valores de pH menores al punto isoeléctrico.
Encontramos que la adsorcidn tenia un méaximo para los tres casos estudiados de PE. A pH superior al punto isoeléctrico las dos
especies tienen carga neta negativa por lo que se genera una interaccion electrostatica repulsiva. La carga neta de la proteina fue
modificada debido a la presencia del PE anionico que gener6 un aumento de la carga neta positiva por debajo del pl. El perfil de
disociacion del PE también se vio modificado por la presencia de la proteina adquiriendo un mayor grado de disociacion
comparado al PE aislado a valores de pH &cidos.
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