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Resumen

La formacion de patrones en depoésitos de gotas secas de proteinas no solo refleja los
procesos subyacentes de transporte y autoensamblaje molecular, sino que también abre
nuevas perspectivas para aplicaciones en microfabricacion, diseno de materiales funciona-
les y biotecnologia. Este trabajo explora dos enfoques experimentales que manipulan la
cristalizacion en gotas: la orientacion vertical y los tratamientos térmicos intermitentes,
utilizando soluciones de albtimina sérica bovina (BSA) y cloruro de sodio (NaCl). Se obser-
v6 que la orientacion vertical genera un notable gradiente en la distribucion de solutos y la
cristalizacion a lo largo del deposito. En la region superior, la elevada tasa de evaporacion
genera una sobresaturacion local que favorece una nucleacién anisotrépica y un rapido cre-
cimiento de estructuras dendriticas. Por el contrario, en la parte inferior, la evaporacion
més lenta permite una acumulacién progresiva de solutos, dando lugar a un crecimiento
cristalino més uniforme y compacto.

En el estudio de tratamientos térmicos, se analizaron soluciones proteicas con concen-
traciones de NaCl (1 wt % y 0.1 wt %) sometidas a diferentes ciclos térmicos intermitentes.
Los depositos de proteina en estado nativo formaron patrones tipicos de “anillo de café”,
mientras que los tratamientos térmicos modificaron la conformacion de la BSA, generando
patrones tnicos como el “0jo”. El uso de las curvas ROC y el area bajo la curva (AUC) con-
firmo la capacidad de distinguir eficazmente entre diferentes estados conformacionales de
proteina basado en el analisis de Entropia configuracional. Este trabajo demuestra cémo el
control de parametros como la orientacion y los tratamientos térmicos intermitentes puede
revelar patrones cristalinos distintivos, estableciendo nuevas bases para la manipulacion
precisa de estructuras en sistemas coloidales y biomoleculares.



Abstract

The formation of patterns in dry deposits of protein droplets not only reflects the
underlying processes of molecular transport and self-assembly but also opens new perspec-
tives for applications in microfabrication, functional material design, and biotechnology.
This work explores two experimental approaches to manipulate crystallization in droplets:
vertical orientation and intermittent thermal treatments, using solutions of bovine serum
albumin (BSA) and sodium chloride (NaCl). It was observed that vertical orientation gene-
rates a notable gradient in solute distribution and crystallization throughout the deposit.
In the upper region, the high evaporation rate produces local supersaturation, favoring
anisotropic nucleation and rapid growth of dendritic structures. In contrast, in the lower
region, slower evaporation allows for progressive solute accumulation, resulting in more
uniform and compact crystalline growth.

In the study of thermal treatments, protein solutions with NaCl concentrations (1 wt %
and 0.1 wt %) were subjected to different intermittent thermal cycles. Protein deposits in
their native state formed typical “coffee ring” patterns, while thermal treatments altered
the conformation of BSA, generating unique patterns such as the “eye”. The use of ROC
curves and the area under the curve (AUC) confirmed the ability to effectively distinguish
between different protein conformational states based on configurational Entropy analysis.
This work demonstrates how controlling parameters such as orientation and intermittent
thermal treatments can reveal distinctive crystalline patterns, establishing new foundations
for the precise manipulation of structures in colloidal and biomolecular systems.
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Introduccion General

La deteccion de proteinas y los cambios conformacionales en ellas son areas de gran
relevancia tanto en la biologia como en la medicina [1]. El estado conformacional de las pro-
teinas es clave en procesos biologicos que incluyen desde la regulacion de reacciones hasta
la senalizacion celular [2, 3. Las alteraciones en su estructura pueden generar disfunciones
que desencadenan la aparicion de enfermedades como el Alzheimer y el Parkinson [4, 5, 6].
La caracterizacién precisa de estas macromoléculas permite no solo el monitoreo de su es-
tabilidad estructural, sino también la identificaciéon de posibles malformaciones asociadas
a condiciones patologicas |7, 8, 4]. En este contexto, la investigacion sobre la formacion
de patrones en soluciones de proteinas durante el secado de gotas se ha consolidado como
una metodologia prometedora para la deteccion y caracterizacion de proteinas [9, 10, 11].
Este enfoque ofrece nuevas perspectivas para el estudio de la estabilidad y funcionalidad
proteica en sistemas complejos.

Las gotas secas, al evaporarse, dejan patrones que revelan informacién sobre la distribu-
cion de solutos y las interacciones moleculares presentes [12, 13, 14]. Estos patrones se ven
influenciados por las corrientes capilares y de Marangoni dentro de las gotas [15, 16, 17].
Los cambios conformacionales de las proteinas, inducidos por factores como la concentra-
cion de soluto y las condiciones ambientales, pueden servir como indicadores de procesos
de desnaturalizacion, agregacion o estabilizacion de proteinas [18, 19, 20]. La agregacion
de proteinas en soluciones con sales como el cloruro de sodio (NaCl) modifica tanto la
dindmica de evaporacion de gotas como la cinética de agregaciéon proteica, promoviendo
la nucleaciéon y el crecimiento cristalino que facilitan la identificaciéon de biomarcadores
[21, 22, 23].

Se han explorado diversas estrategias de secado para mejorar la detecciéon de biomar-
cadores en depositos de gotas secas [24, 25, 26, 27|. La inclinacion del sustrato durante
el secado de gotas ha emergido como un factor crucial para promover la agregacion de
moléculas de relevancia [28, 29, 30, 31|. En superficies verticales, el efecto de la gravedad
altera la distribucion de solutos, promoviendo la formacion de estructuras cristalinas mas
complejas y mejor definidas en la base de las gotas secas [30, 28, 32|. Esta orientacion no
solo afecta las dinamicas de evaporacion, sino también la nucleacion y crecimiento de cris-
tales, optimizando la deteccion y caracterizacion de proteinas en entornos de diagnosticos
y de biofabricacion [33, 34].

Los tratamientos térmicos ofrecen una herramienta poderosa para investigar los cam-
bios moleculares y conformacionales en las proteinas [35, 36, 37, 38|. Durante el tratamiento
térmico, las proteinas pueden sufrir desnaturalizacion y renaturalizacion, lo que les permite
reconfigurarse en estados conformacionales méas estables [39, 40]|. El tratamiento térmico
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Introduccién General

puede llevar a la formacion de agregados amiloides o estados fibrilares que son clave para
la investigacion biomédica y el desarrollo de nuevos biomateriales [41, 6, 42, 43, 44]. Estos
tratamientos facilitan la observacién de fenémenos como transiciones de fase, los cuales
son indicadores de alteraciones en las estructuras proteicas [45, 46]. Por lo tanto, el tra-
tamiento térmico en proteinas surge como un excelente punto de partida para explorar la
deteccion de cambios conformacionales sutiles en proteinas modelo.

A pesar de los importantes avances en la comprensiéon de la formacion de patrones
en gotas secas de soluciones proteicas, ain queda por explorar de manera mas profun-
da como factores externos, como la gravedad y los tratamientos térmicos, influyen en la
configuracion final de estos patrones. Una mayor investigaciéon que combine la orientacion
vertical de las gotas y la manipulacion térmica podria proporcionar avances significativos
en la optimizacion de procesos en la deteccion de cambios conformacionales de proteinas.
Ademas, abre nuevas oportunidades en el diseno de materiales biomédicos al mejorar la
estabilidad, flexibilidad y funcionalidad de los agregados proteicos en depositos.

En este trabajo, exploramos la formacion de patrones en depositos de gotas secas de
soluciones de albiimina sérica bovina (BSA) y NaCl bajo dos enfoques: orientacion vertical
y tratamientos térmicos intermitentes. La orientacion vertical gener6 gradientes de solutos
que produjeron patrones distintivos en las regiones superior e inferior del deposito. Por otro
lado, los tratamientos térmicos modificaron la conformacién de la BSA, transformando pa-
trones tipicos en estructuras tnicas como “ojo”. Utilizando curvas ROC, demostramos que
es posible diferenciar eficazmente entre estados conformacionales de la proteina, destacan-
do la relevancia de estos patrones para aplicaciones en biotecnologia y ciencia de materiales.

El contenido de esta tesis esté organizado de la siguiente manera: el capitulo 1 describe
los materiales y métodos generales utilizados en esta investigacion. En el capitulo 2 se
examina la cristalizaciéon impulsada por gravedad en gotas de proteinas y NaCl, mientras
que el capitulo 3 explora los patrones de gotas secas como indicadores de estados confor-
macionales de proteinas de BSA. Los capitulos 2 y 3 se enfocan en el estudio experimental
y andlisis de patrones en gotas secas, incluyendo en cada uno su resumen, introduccién,
metodologia especifica, resultados, discusion y conclusiones. Esta estructura, junto con la
metodologia general, facilita al lector comprender el contenido de cada capitulo de manera
completa, sin requerir la consulta de otras secciones del documento. El capitulo 4 presenta
las conclusiones generales del proyecto. El apéndice con informacién complementaria se
encuentra en el capitulo 5, y finalmente, el capitulo 6 muestra los productos cientificos
generados durante este proyecto.
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Planteamiento del Problema

Aunque en la literatura se ha reportado sobre la capacidad del analisis de gotas secas
para la deteccion de cambios conformacionales en macromoléculas, la capacidad de iden-
tificar multiples estados conformacionales de una misma proteina permanece inexplorada.
Aumentar la eficiencia en la deteccion de dichos cambios podria revelar nuevas perspectivas
en la caracterizacion de estructuras moleculares.
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Hipdétesis y Objetivos

Hipotesis

El analisis de gotas secas de proteinas tiene la capacidad de revelar cambios conforma-
cionales producidos por tratamientos térmicos.

Objetivos

Objetivo General. Estudiar la formaciéon de patrones en gotas secas de proteinas con
diferentes procesos de recocido.

Objetivos Especificos.

1.

Encontrar las condiciones experimentales 6éptimas de concentraciéon, humedad rela-
tiva y temperatura para alcanzar una alta reproducibilidad en los patrones de gotas
secas de proteinas en configuracion sésil y vertical.

. Estudiar el efecto de las superficies verticales sobre la formacion de patrones de

proteinas sometidas a procesos de recocido.

Encontrar las condiciones 6ptimas para llevar acabo procesos de recocido sobre pro-
teinas.

Estudiar el efecto de diferentes procesos de recocido sobre la formacion de patrones
en gotas secas de proteinas.

Estudiar los mecanismos de transporte de masa durante el secado de gotas de pro-
teinas en estado nativo y desnaturalizado.

Caracterizar los diferentes patrones de gotas secas de proteinas a través de analisis
de textura.



Capitulo 1

Metodologia General

En este capitulo, se describe la metodologia general aplicada a los capitulos 2 y 3 de
esta tesis. Posteriormente, cada capitulo desarrollara su metodologia especifica, disenada
para abordar los problemas particulares de interés en cada caso.

1.1. Preparacién y almacenamiento de soluciones pro-
teicas

Se emplearon polvos de albtmina de suero bovino (BSA) (Sigma-Aldrich, A2153) y
cloruro de sodio (NaCl) (J.T. Baker 3624-01) de alta pureza para la preparacion de las so-
luciones madres. Los polvos fueron disueltos en agua desionizada (Mili-Q, R=18.2 MQcm),
obteniendo concentraciones del 2 wt % bajo condiciones controladas de 25°C. Posteriormen-
te, las soluciones madre de BSA y NaCl fueron diluidas hasta alcanzar las concentraciones
finales: ¢, = 1 wt % para BSA, y ¢ = 1 wt % (alta concentracion) y ¢ = 0.1 wt % (baja
concentracion) para NaCl. Las soluciones preparadas se almacenaron a 2°C y se dejaron
reposar a temperatura ambiente antes de ser utilizadas en los experimentos.

1.2. Arreglo experimental

El arreglo experimental consiste de una camara digital acoplada a un microscopio
optico, que captura imagenes frontales de alta resolucion de los depositos. Paralelamente,
se utiliza un microscopio digital para obtener imégenes laterales del proceso de evaporacion.
Ambos dispositivos estdn montados en soportes fijos sobre una plataforma movil sellada
con una bolsa transparente, lo que permite crear un microambiente controlado. En la
superficie de la platina del microscopio se coloca un portaobjeto de acrilico, junto con un
sensor de temperatura y humedad relativa (Xiaomi NUN4126GL). La humedad relativa se
control6 utilizando el efecto de la actividad de agua (a,,) mediante gel de silice, un material
poroso que captura las moléculas de agua del aire. La actividad del agua mide la cantidad
de vapor de agua en un material respecto al agua pura a la misma temperatura, varia
entre 0 y 1, mientras que la humedad relativa (HR) muestra el porcentaje de humedad en
el aire. La efectividad del gel de silice para reducir la actividad del agua depende de sus



Capitulo 1. 1.1. Metodologia General

propiedades, temperatura y humedad inicial [47]. En la Figura 1.1 se muestra un esquema
del arreglo experimental.

Figura 1.1: Representacién esquematica de la configuraciéon experimental. El sis-
tema estd compuesto por una camara digital (a), un microscopio 6ptico (b) y una fuente
de luz (d) para capturar imagenes frontales de la gota sobre el sustrato (¢). Un microscopio
digital (e) registra imagenes laterales durante el proceso de evaporaciéon. Ambos micros-
copios estan montados en soportes fijos (f). La temperatura y la humedad se controlan
mediante un sensor (g) y gel de silice (h).

1.3. Protocolo de limpieza

Se emplearon sustratos de poli(metilmetacrilato) (PMMA) en su estado original para
el deposito de las gotas. Antes de su uso, se retir6 cuidadosamente la pelicula protectora
que los recubre, y la superficie fue limpiada con un pano especial para lentes, eliminando
posibles impurezas. Para neutralizar cargas estéaticas, los sustratos se pusieron en con-
tacto con una lamina de aluminio. Cada sustrato se utilizé6 una tnica vez para evitar la
contaminacion.

1.4. Adquisicién de imagenes

El proceso de secado fue monitorizado mediante capturas de imagenes de alta calidad
en vistas frontal y lateral. Para la perspectiva frontal, se utiliz6 una camara montada en
un microscopio 6ptico, con pardmetros ajustados segin cada capitulo: en el capitulo 2, se
adquirieron 3600 imégenes a 1024x822 pixeles (resolucion espacial de 0.0037 mm/pixel)
con intervalos de 2 segundos, mientras que en el capitulo 3, se obtuvieron 300 imagenes
a 4512x3000 pixeles (resolucion espacial de 0.015 mm /pixel) cada 30 segundos. En ambos
capitulos, la perspectiva lateral se capturé utilizando un microscopio digital USB-1600x,
que registré imagenes con una resolucion de 640x480 pixeles (0.015 mm /pixel). Para cada
capitulo, se adquirieron 2600 imagenes con un intervalo de 5 segundos entre capturas.



Capitulo 2

Cristalizacion impulsada por gravedad
en gotas de proteinas y NaCl

2.1. Resumen

La manipulaciéon de la orientacion de las gotas durante la evaporaciéon surge como
un método potencialmente revolucionario para controlar la formaciéon de patrones en so-
luciones de proteinas y sales, crucial para aplicaciones en tecnologias de recubrimiento
y microfabricacién. Presentamos un estudio experimental que investiga el impacto de la
orientacion vertical en la dinamica de evaporacion y los patrones de cristalizacion en gotas
que contienen soluciones de albumina de suero bovino (BSA) y cloruro de sodio (NaCl).
Descubrimos que la configuracion vertical crea un gradiente notable en la distribucién de
solutos y morfologias cristalinas a lo largo del depdsito. En la parte superior del depoésito,
las estructuras dendriticas se forman rapidamente debido a una alta tasa de evaporacion
que promueve la sobresaturacion local, lo que resulta en la nucleacién anisotrépica y el
crecimiento de cristales. En contraste, la parte inferior presenta un crecimiento de crista-
les mas homogéneo y compacto, lo que resalta una tasa de evaporaciéon mas lenta y una
acumulacion gradual de solutos. La orientaciéon vertical impacta significativamente tanto
en el efecto de anillo de café como en la cinética de cristalizacién. Este comportamiento
constante en distintos volimenes de gotas y concentraciones de NaCl demuestra el im-
pacto significativo de la gravedad en la orientacion y la velocidad de crecimiento de los
cristales. La relevancia de este fendmeno es fundamental para la formacién de patrones,
con importantes implicaciones en el diseno de procesos de biofabricacion y la ingenieria de
materiales funcionales.



Capitulo 2.

2.2. Introduccion

El estudio de las proteinas es esencial en biologia y medicina, desempenando roles clave
que van desde la catalizaciéon de reacciones bioquimicas hasta la regulaciéon de procesos
celulares que influyen en el desarrollo de enfermedades como el cancer y los trastornos
neurodegenerativos [48, 49]. Los avances en técnicas como la espectroscopia de resonan-
cia magnética nuclear (NMR) y la microscopia de fuerza atomica (AFM) han permitido
grandes avances en el entendimiento de las dindmicas de proteinas. [50, 51|. Ademés, un
estudio con solucién polimérica con paracetamol explora como el incremento en la viscosi-
dad contribuye a evitar patrones de distribucion no deseados durante el secado de gotas,
promoviendo aplicaciones farmacéuticas mas uniformes y efectivas [52]. En este contexto,
la investigacion sobre la formacion de patrones en soluciones de proteinas durante el secado
de gotas ha emergido como un area crucial para aplicaciones diagnosticas y farmacéuticas,
centrandose en el estudio de gotas secas y biofluidos [53, 54, 55]. Esto resalta la necesidad
de explorar estos fendémenos en otras formas de secado, como el secado de gotas verticales
[30, 56, 57, 28, 29|.

El proceso de secado de gotas sésiles es un fenémeno complejo que ha captado el in-
terés de investigadores en areas como la fisica de fluidos y la biotecnologia, debido a su
relevancia en diversos procesos cientificos e industriales [58, 59, 60, 61]. Durante el secado,
se generan principalmente dos tipos de flujos dentro de la gota: los flujos capilares y los de
Marangoni [15, 62]. Los flujos capilares, impulsados por los gradientes de presion causados
por la curvatura de la interfaz liquido-aire, tienden a mover el solvente del centro de la
gota hacia los bordes, produciendo el conocido efecto anillo de café, caracterizado por la
acumulacion de particulas en el perimetro de la gota [63, 64, 65]. En contraste, los flujos
de Marangoni, resultante de los gradientes de tension superficial inducidos por cambios
en la temperatura o composicion de la superficie de la gota, pueden redirigir el transporte
de solutos, contrarrestando o potenciando los flujos capilares [66, 67, 68]. Estos flujos son
cruciales para entender la distribucion final de los solutos y la morfologia de los patrones
de secado, influyendo en aplicaciones que van desde la impresion por inyecciéon de tinta
hasta la creaciéon de biosensores y el desarrollo de diagnoésticos médicos, lo que hace que
su estudio sea un area de interés cientifico y tecnoldgico de gran relevancia |27, 69, 70].

La investigacion sobre el secado de gotas verticales, definidas como aquellas deposita-
das en una superficie perpendicular al plano horizontal, muestra que la gravedad tiene un
impacto clave sobre las gotas, ya que no solo modifica la distribucién de solutos, sino que
también afecta la dindmica de evaporacion y cristalizacion |30, 28, 32]. En comparacion
con las gotas sésiles, donde la evaporacion y los patrones de deposito son relativamente
simétricos, las gotas verticales exhiben un comportamiento distinto: la gravedad induce un
flujo descendente del solvente que lleva a una acumulacién de solutos en la parte inferior
de la gota |71, 72, 29, 73|. Esto resulta en una evaporacion méas rapida en la parte supe-
rior y una region de mayor concentracion de soluto en la parte inferior. Este gradiente no
solo impacta la uniformidad del depésito, sino que también puede llevar a variaciones en
la cinética de nucleacion y crecimiento cristalino, produciendo estructuras mas grandes y
posiblemente méas complejas en la base. Por otro lado, se ha observado que la gravedad
también influye en el comportamiento de gotas coloidales levitadas actisticamente al pro-
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vocar la sedimentacion de particulas, lo que altera la distribuciéon de la capa superficial
elastica y genera invaginaciones [74]. Asimismo, los campos de ultrasonido aceleran signi-
ficantemente la evaporacion en gotas salinas y mejoran la calidad de los cristales de NaCl
[75].

El secado de gotas que contienen proteinas es un area de investigacion que ha atraido
considerable atencion debido a su relevancia en campos como los diagnésticos médicos, el
desarrollo farmacéutico y las tecnologias de microarrays de proteinas |76, 77, 78|. Durante
el proceso de secado, las interacciones entre proteinas, solutos y el solvente dentro de
una pequenia gota pueden llevar a la formacion de patrones y estructuras complejas como
anillos, filamentos y dendritas |79, 80]. El estudio de estos patrones puede proporcionar
informacion valiosa sobre la estabilidad y funcionalidad de las proteinas. Estos patrones
estan significativamente influenciados por los flujos de Marangoni y capilares, asi como
por la concentracion inicial de proteinas y la presencia de otros solutos como sales o
azucares. Las investigaciones han demostrado que la presencia de sales puede inducir la
cristalizacion de proteinas durante el secado, afectando la morfologia del residuo seco
[81, 82]. Ademas, la velocidad de evaporacion del solvente, que puede ser manipulada
controlando la temperatura y la humedad ambiente, desempena un papel crucial en la
cinética de agregacion y desnaturalizacion de proteinas (83, 84].

A pesar de los avances en la comprension de la formacion de patrones en gotas secas de
soluciones de proteinas y NaCl, existe una necesidad crucial de explorar mas a fondo las
dinamicas especificas de las gotas depositadas en superficies verticales. Comprender como
la orientaciéon vertical influye en los patrones formados en soluciones de proteinas y NaCl
podria proporcionar avances significativos en el conocimiento de la cristalizacion y la nu-
cleacion, ofreciendo informacién clave para optimizar procesos en la ciencia de materiales
y biofabricacion.

En este capitulo, nos centramos en la formacion de patrones en gotas verticales de
soluciones de proteinas y NaCl. Mediante experimentacion detallada, investigamos cémo
la orientacion vertical influye en la distribucion y la morfologia final de los solutos después
del proceso de secado. Esta investigacion no solo busca profundizar en la comprension de
la fisica de fluidos de las gotas en orientacion vertical, sino también en cémo manipular las
condiciones experimentales para influir en las interacciones moleculares entre proteinas y
sales, afectando la formacion de cristales.
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2.3. Metodologia especifica

2.3.1. Arreglo Experimental

El sistema experimental descrito en el capitulo 1 se amplia para incluir una funciona-
lidad de rotaciéon, permitiendo el analisis de configuraciones horizontales y verticales. El
sistema gira a una velocidad angular de w = 0.25rad/s hasta alcanzar un angulo de 90°, lo
que permite observar la transicion de una configuracion horizontal (panel I) a una vertical
(panel II) en la Figura 2.1.

(1) VS (IT)

(b)

Figura 2.1: Esquema del sistema experimental con capacidad de rotacién. (I)
Configuracion inicial con el sustrato orientado a 0°, donde la gota permanece en posicion
horizontal. La reorientacion se realiza utilizando las ruedas (a) acopladas a los soportes fijos
(b). (II) Configuracion ajustada, en la que el dispositivo se posiciona a 90°, permitiendo
la observacion de gotas verticales.

2.3.2. Desnaturalizacion térmica

Las soluciones de BSA, preparadas con concentraciones altas y bajas de NaCl, se so-
metieron a una exposicion térmica constante de 90°C en un Mini Dry Bath Incubator
(TC0401005). Posteriormente, las muestras se dejaron enfriar y alcanzar el equilibrio tér-
mico a temperatura ambiente durante un periodo de 20 minutos.

2.3.3. Evaporacion de gotas

Utilizando una micropipeta, se deposité una gota de BSA y NaCl, de entre 3 y 15 ul,
sobre el portaobjetos de acrilico que ya estaba previamente montado en nuestro arreglo
experimental (ver Figura 2.1). Para evaluar la repetibilidad en la formacion de patrones, se
coloco otra gota en el mismo portaobjetos. Este procedimiento de deposicion y evaluacion
se repitid 4 veces bajo las mismas condiciones para cada volumen. La evaporacion se llevd
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acabo bajo condiciones controladas, con temperaturas entre 21.5°C y 24°C, y una humedad
relativa entre 31-36 %.



Capitulo 2. 2.4. Resultados

2.4. Resultados

Patrones en gotas verticales secas

Sésil

Figura 2.2: Patrones en dep6sitos de gotas sésiles con proteinas y NaCl. El panel
I ilustra la simetria radial y complejidad estructural en el depodsito de una gota sésil que
contiene 1 wt % de BSA y 1 wt% de NaCl. El panel II muestra cristales méas pequenos
y un efecto de anillo de café pronunciado en una mezcla con 1 wt % de BSA y 0.1 wt %
de NaCl. El volumen de las gotas fueron de 15 pL. Las barras de color rojo, amarillo,
azul y verde indican regiones marcadas por los recuadros de colores respectivos. Las lineas
moradas representan una escala de 1 mm, mientras que las lineas negras denotan 0.5 mm.

La Figura 2.2 muestra depoésitos generados por la evaporacion de gotas en configu-
racion sésil que contienen proteinas y NaCl. En el panel I, se presentan imégenes de un
deposito con ¢, = 1 wt% de BSA y ¢ = 1 wt % para NaCl. El deposito exhibe simetria
radial, caracterizado por patrones complejos con bordes claramente definidos. La periferia,
resaltada con el recuadro en rojo, muestra un efecto tipico de anillo de café, con acumula-
cion de material en el borde externo, donde las particulas sélidas son transportadas hacia
el perimetro de la gota a medida que el liquido se evapora. En contraste, el centro del
deposito revela morfologias diversas. La seccion resaltada en amarillo muestra estructuras
alargadas y puntiagudas que se asemejan a cristales con forma de aguja y de helecho,
indicativos de una cristalizaciéon rapida debido a una sobresaturacion local significativa.
Estas estructuras reflejan un crecimiento controlado por difusion, donde las cinéticas de
agregacion de los iones Nat y Cl~ son considerablemente rapidas. En la seccion resaltada
en azul, aparecen pequenos cristales amorfos con forma de aguja interconectados sin una
clara preferencia direccional. Una comparaciéon entre las dos areas centrales indica un gra-
diente de deposicion, desde agregados amorfos en la periferia hasta cristales mas grandes
y bien formados hacia el centro, reflejando variaciones en la concentraciéon de proteinas
y NaCl, y, por ende, en la tasa de nucleaciéon a lo largo del sustrato. La zona resaltada
en verde refleja caracteristicas similares a las observadas en la regiéon marcada en rojo, en
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concordancia con la simetria radial del deposito.

El Panel IT de la Figura 2.2 ilustra una serie de imagenes que detallan la morfologia
de los patrones en una mezcla que contiene ¢, = 1 wt% de BSA y ¢ = 0.1 wt% de
NaCl. Este deposito, simétrico radialmente, presenta cristales més pequenos en compara-
cién con los observados a mayores concentraciones de NaCl. Cabe destacar que el anillo de
café (recuadro rojo y verde) muestra grietas prominentes, junto a una zona de agregados
cristalinos amorfos. Estos agregados probablemente se deben a procesos de precipitacion
desordenados, donde incrementos rapidos en la concentracion local de solutos, causados
por la evaporacion del solvente, superan la capacidad de los iones para organizarse de ma-
nera ordenada en cristales bien definidos. Ademas, los recuadros amarillo y azul resaltan la
formacion de islas dendriticas en toda la region central. Esto sugiere que la sobresaturacion
de iones es rapida en esta area, lo que provoca una nucleaciéon que supera el crecimiento
lateral de las facetas cristalinas, generando asi una morfologia ramificada.

Vertical

Figura 2.3: Patrones en depésitos de gotas verticales con proteinas y NaCl. Panel
I, muestra el impacto de la gravedad en la cristalizacién dentro de una gota que contiene
¢p =1 wt% de BSA 'y ¢ =1 wt% de NaCl, destacando el crecimiento direccional y la
formacion de patrones. El Panel II detalla el transporte de solutos y su depdsito en una
gota vertical con menor concentracion de NaCl (¢ = 0.1 wt %). El volumen de las gotas fue
de 15 pL. Las barras de color rojo, amarillo, azul y verde indican regiones marcadas por
los recuadros de colores respectivos. Las lineas moradas representan una escala de 1 mm,
mientras que las lineas negras denotan 0.5 mm. Las flechas rojas indican la orientacion de
la gravedad.

En el Panel I de la Figura 2.3 se presentan imagenes de los patrones de cristalizacion
formados durante el secado de una gota que contiene ¢, = 1 wt % de BSAy ¢ =1 wt%
para NaCl sobre una superficie vertical. Estos patrones reflejan nucleacion heterogénea y
crecimiento dirigido influenciado por la gravedad (flechas rojas). La region superior del
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deposito (recuadro rojo) muestra estructuras dendriticas con un desarrollo ramificado ali-
neado con la aceleracion gravitacional. Las dendritas suelen formarse bajo condiciones de
alta concentracion de soluto, donde la sobresaturaciéon y el crecimiento anisotropico se
favorecen debido a la evaporacion rapida y la difusion limitada, creando un entorno ideal
para su nucleacién. En gotas verticales, este efecto se acentiia en la regién superior debi-
do a la interaccion entre las dindmicas de evaporacion y la redistribucion del soluto. En
la region enmarcada en amarillo, aparecen cristales mas compactos e interconectados, lo
que indica una tasa de crecimiento més lenta en comparacion con la zona superior. Esto
puede deberse a una tasa de enfriamiento mas equilibrada, favoreciendo un crecimiento
cristalino isotropico mientras se mantiene la alineaciéon con la gravedad. El drea marcada
en azul contiene estructuras alargadas en forma de hojas de palma orientadas hacia abajo,
que probablemente se forman en un entorno de sobresaturacion controlada que facilita
un crecimiento homogéneo y simétrico, produciendo estructuras altamente ordenadas. Fi-
nalmente, el segmento enmarcado en verde, que representa el borde inferior del depésito,
exhibe una cristalizacién cadtica con contornos poco definidos. Este escenario se acom-
pana de una pronunciada acumulacion de material, producto del flujo influenciado por la
gravedad y la evaporacion, lo que aumenta la concentracion de solutos en esa zona.

El Panel II de la Figura 2.3 muestra el deposito formado por el secado de una gota que
contiene proteinas y NaCl (¢, = 1 wt % de BSA 'y ¢ = 0.1 wt % de NaCl) en una superficie
vertical. La influencia gravitacional (flechas rojas) en el transporte de solutos es evidente,
destacando una acumulacion significativa de material en la parte inferior, lo que sugiere que
las regiones superiores experimentan una evaporacion mas rapida y una menor deposicion
de material. El recuadro rojo, que corresponde a la regiéon superior del deposito, revela
un patréon de deposicion uniforme sin presencia de agregados y caracterizado por grietas
ortogonales. Estas grietas no presentan una acumulacion evidente de material en los bordes
ni en su interior, lo que sugiere que son resultado del estrés mecanico generado durante el
secado de la pelicula. El area marcada en amarillo, que representa una region intermedia
superior, muestra predominantemente una deposicién uniforme con dispersion esporadica
de cristales més pequenos y simples. La ausencia de ramificaciones y el menor tamano de
los cristales sugieren cinéticas de cristalizacion mas lentas, lo que sugiere una concentracion
de solucién cercana al umbral de saturacion, sin alcanzar una sobresaturacion significativa
que favorezca la formacion de estructuras dendriticas o ramificadas. En una superficie
vertical, la gravedad induce un flujo descendente del solvente, lo que podria reducir la
concentracion local de soluto en las partes superior e intermedia del depésito mientras se
desplaza hacia abajo. En consecuencia, las regiones superiores podrian no experimentar
la misma tasa de sobresaturacién que las inferiores, lo que lleva a una nucleacién menos
frecuente y a un crecimiento cristalino restringido. En la region marcada por el color azul,
que corresponde a la zona intermedia inferior del depdsito vertical, se identifica un patrén
cristalino intrincado, caracterizado por la presencia de cristales dendriticos que parecen
entrelazarse. Los ejes principales de estas estructuras estan orientados en la direccion
de la fuerza gravitacional. La disposicion de estos cristales sugiere que las dinamicas de
evaporacion y difusion presentes en este segmento favorecen activamente su formacion y
crecimiento. El entrelazado observado podria reflejar una competencia por recursos de
soluto, lo que conduce a un desarrollo cristalino mas heterogéneo. Esto es indicativo de
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un proceso constante de nucleacion, posiblemente alterado por variaciones locales en la
sobresaturacion del soluto debido a la evaporacion diferencial a lo largo de la superficie
vertical. Finalmente, el color verde indica la region inferior del depoésito, donde se evidencia
una morfologia claramente distinta, con estructuras més compactas y menos extendidas.
Este patron es tipico de un proceso de cristalizacion lento, donde la evaporacion del solvente
y la consecuente sobresaturacion ocurren a una tasa mucho mas reducida, posiblemente
debido a la acumulacién de soluto y una disminuciéon en la movilidad molecular a medida
que se alcanza la parte inferior del depoésito.

Dindmica de formacion de cristales en gotas de proteina-NaCl en
orientacién vertical

Las dinamicas de secado de gotas que contienen una soluciéon de proteina-NaCl fueron
analizadas para comprender la interaccion entre evaporacion, transporte de solutos y cris-
talizacion en la formacion de patrones (ver Figura 2.4). Panel I de la Figura 2.4 ilustra
los patrones formados por una gota sobre un sustrato sésil con ¢, = 1 wt% de BSA y
¢ = 1 wt% de NaCl. En la etapa inicial (¢ = 3,158s), la gota mostré una distribucion
homogénea de solutos, evidenciada por su apariencia uniforme. A medida que avanzo el
secado, se observo un leve incremento en la densidad del borde (¢ = 4,278s), lo que senala
el inicio del efecto anillo de café. Esto se atribuye a la mayor tasa de evaporacion en la
linea de contacto debido a la mayor curvatura, lo que induce un flujo capilar compensatorio
desde el centro hacia los bordes. Durante la etapa intermedia, la formacién del anillo de
café esta practicamente completada. Sin embargo, cerca de esta estructura, se produce un
crecimiento radial de cristales (¢ = 4,408s), mientras que una deposicién de NaCl emerge
sobre este anillo, culminando en la formacion de pequenas estructuras alargadas y pun-
tiagudas (t = 4,490s). Esto sugiere una mayor tasa de deposiciéon de soluto, con el flujo
hacia el exterior transportando més proteina y sal hacia la periferia. En la fase final de
secado, surgi6 un patron dendritico pronunciado en la regiéon central (¢t = 4,6125s). Esta
morfologia sugiere el inicio de la cristalizacion de NaCl, donde un frente de sal interrumpio
la distribucién homogénea de proteinas, llevando a la formaciéon de estructuras cristalinas
cruciformes incrustadas en agregados amorfos de proteinas. Para t = 4,692s, el patron
final de la gota seca ya estaba completamente formado.

Las gotas con ¢, = 1 wt % y ¢ = 0.1 wt % exhibieron comportamientos iniciales simila-
res a los observados en concentraciones més altas de NaCl. Como se muestra en ¢t = 3,554 s
en el Panel IT de la Figura 2.4, la gota presento inicialmente una apariencia uniforme. Para
t = 4,0068s, se observo la formacion de un anillo periférico, indicando la migraciéon de par-
ticulas hacia el borde. Esta etapa corresponde a una fase critica, donde el flujo inducido
por la evaporacion es lo suficientemente fuerte como para transportar el soluto a través
de la superficie de la gota hacia la periferia. A medida que avanza el proceso de secado
(det =4,600s at =4,694s), la densidad del anillo aumenta. Simultdneamente, emergen
puntos de nucleaciéon en la region central, lo que lleva a la formacion de islas dendriticas.
Estos patrones sugieren un mecanismo de separaciéon de fases, posiblemente debido a la
pérdida de agua y la consecuente agregacion de proteina—sal. Dado que las ramas cristali-
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nas presentan una morfologia similar a un fractal (¢t = 4,624 s), esto indica un proceso de
agregacion limitado por difusion. Las etapas finales del secado revelan un notable aumento
en la complejidad del patréon dentro de la region central (¢t = 4,694 s).

Sésil
t=38,158s t=4,278s t=4,408s t=4,490s =
t=38,564s t=4,068s t=4,600s t=4,608s t=4,624s

Figura 2.4: Proceso de formacion de patrones en depdsitos de proteinas y NaCl
en configuracion sésil. El panel I muestra la progresion del secado en una gota sésil que
contiene 1 wt % de BSA y 1 wt % de NaCl. Inicialmente (¢ = 3, 158s), la gota exhibe una
distribucién uniforme del soluto. A medida que avanza el secado, se observa un aumento
gradual en la densidad en el borde, marcando el inicio del efecto de anillo de café (t =
4,278s). Posteriormente, el crecimiento radial de los cristales y la deposicion de NaCl
conducen a la formaciéon de estructuras alargadas (¢ = 4,490s). Un patron dendritico
pronunciado emerge en la etapa final (t = 4,612s), lo que indica la cristalizacion de NaCl
en la region central. Se observan comportamientos similares en una gota con 1 wt % de
BSA y 0.1 wt% de NaCl, donde la uniformidad inicial pasa al desarrollo de un anillo
periférico y la formacion de islas dendriticas durante el secado (Panel II). Las gotas eran
de 15 pL. Las lineas moradas indican 1 mm.

Se investigaron las dindmicas de secado y la formacion de patrones de una gota vertical
que contiene BSA y NaCl bajo la misma configuracion experimental que las gotas sésiles,
pero orientadas a 90 grados para estudiar el efecto de la gravedad (ver Figura 2.5). El
Panel I de la Figura 2.5 muestra la formacién de patrones resultante de una gota vertical
con 1 wt % de BSA y 1 wt % de NaCl evaporandose. Inicialmente, la gota muestra un gra-
diente de concentracion de soluto causado por la gravedad, mostrando una acumulacion
mas densa en la parte inferior (¢t = 3,540s). A diferencia de las gotas sésiles, la ausencia
de un efecto inmediato de anillo de café sugiere que las fuerzas gravitacionales superan
al flujo capilar. Para t = 3,844 s, se hacen evidentes estructuras estriadas alineadas con
la gravedad, marcando un flujo direccional del soluto. A medida que continia la evapora-
cion, se desarrolla un contraste claro entre las regiones superior e inferior de la gota para
t = 4,170s. Las estructuras estriadas llenan la region superior, mientras que la parte infe-
rior permanece libre de agregados hasta ¢t = 4,286 s. Una depresion periférica en la region
inferior retiene tanto solvente como solutos, ralentizando la evaporacion y extendiendo la
cristalizacion y la formacion de agregados hasta t = 4, 370 s. El patrén completo se observa
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ent=4,634s.

En la dinamica de secado de una gota vertical que contiene 1 wt % de BSA y 0.1 wt %
de NaCl (Panel 11, Figura 2.5), se hace visible un gradiente en la concentracion de soluto en
t = 3,008s, con una region mas densa en la seccién inferior de la gota debido a la gravedad.
La ausencia de un pronunciado anillo periférico en esta etapa sugiere un efecto de anillo de
café reducido, influenciado por la orientacion vertical de la gota y la atraccion gravitatoria.
A medida que avanza el secado, las particulas de soluto migran y se depositan hacia la
parte inferior de la gota en ¢ = 3,878s, donde se forma una estructura periférica inferior
distinta debido a que la gravedad domina sobre el flujo capilar. La conveccién interna, que
juega un papel significativo en el transporte de solutos y la formaciéon de fases cristalinas
asimétricas en gotas verticales, puede ser suprimida bajo condiciones confinadas, como se
ha demostrado en experimentos de cristalizacién de proteinas [85]. La nucleacion comienza
en t = 4,078 s, cuando la concentracién de soluto alcanza la sobresaturacion, iniciando la
formacion de estructuras verticales bajo la influencia de la gravedad. En ¢ = 4,168 s, estas
estructuras comienzan a exhibir un patréon dendritico. La evaporacion continua del solvente
intensifica la concentracion de soluto, lo que promueve el crecimiento de estas formaciones
cristalinas en t = 4, 220 s. Finalmente, las estructuras dendriticas se expanden para ocupar
mas espacio dentro de la gota en ¢t = 4,280 s, impulsadas por un suministro constante de
soluto a los puntos de nucleacién y mayores tasas de deposicion de soluto.

Vertical -
t=3,540s t=3,844s t=4,170s t=4,286s t=4,370s t=4,634s
t=3,008s t=3,878s t=4,078s t=4,168s t=4,220s t=4,280s

Figura 2.5: Proceso de formacion de patrones en depositos de proteinas y NaCl
en configuracion vertical. El panel I muestra que la gota exhibe un gradiente en la
concentracion de soluto debido a la gravedad, con pronunciadas estructuras alineadas con
la fuerza gravitacional en la parte inferior (¢ = 3,540 s). En esta configuracion, no se detecta
de inmediato un efecto de anillo de café. Con el progreso del secado, emergen estructuras
estriadas (¢t = 4,170s) y se forman agregados concentrados en la region periférica inferior
(t = 4,370s). El proceso de secado de una gota con 1 wt % de BSA y 0.1 wt % de NaCl
sobre un sustrato vertical muestra comportamientos similares, con efectos gravitacionales
que influyen en la migracion de soluto y la formacion de estructuras dendriticas (panel IT).
Las gotas eran de 15 pl. Las lineas moradas indican 1 mm y las flechas rojas indican la
orientacion de la gravedad.
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El proceso de secado de gotas de proteinas puede caracterizarse mediante la evolucion
del perfil de altura relativa (h/hg), donde hg representa la altura inicial de la gota en funcion
del radio relativo (r/rg), donde rq es el radio inicial de la gota durante la evaporacion. El
Panel I de la Figura 2.6 muestra una secuencia de imagenes que ilustran diferentes etapas
del secado de una gota sésil que contiene ¢, = 1 wt% y ¢ = 1 wt %, representadas en
funcion del tiempo relativo de evaporacion (t/t., donde t. es el tiempo total de evaporacion
de la gota). El perfil de altura correspondiente se presenta en el grafico del Panel II de la
Figura 2.6.

1 t/t.= 0.008

t/t,= 0.008

Alta concentracion =

|

t/t=0.75

Figura 2.6: Dindmica de secado de gotas sésiles con alta concentracién de NaCl.
Panel I: Muestra la evolucion del secado de una gota sésil con 1 wt % de BSA y 1 wt % de
NaCl observada desde una perspectiva lateral. Inicialmente, la gota mantiene una forma
eliptica estable, pero a medida que avanza el secado, se observa un aplanamiento progresivo.
Panel II: Tlustra el perfil de altura de la gota durante el proceso de secado, evidenciando una
fase inicial de estabilidad seguida por un aplanamiento. Las lineas moradas corresponden
a 1 mm.

En las etapas iniciales, el perfil es notablemente estable, con una forma eliptica bien
definida, un fenémeno atribuible a la tension superficial que prevalece sobre los efectos
gravitacionales. Durante este periodo, la gota experimenta una fase de tasa de evapora-
cion constante, en la cual la dinamica esté principalmente gobernada por la difusion de
vapor de agua hacia la atmosfera circundante. La observacién de un radio de gota con-
sistentemente estable sugiere una fuerte adhesiéon molecular entre la soluciéon proteica y
el sustrato, lo que da como resultado un borde de contacto invariable a lo largo del se-
cado. A medida que avanza el secado, se produce un cambio notable en la morfologia:
el perfil se aplana progresivamente, lo que indica una reducciéon del volumen de la gota.
Este aplanamiento, concurrente con la pérdida de altura, sugiere una transicion de diné-
micas de secado dominadas por la evaporacion hacia aquellas influenciadas por efectos
capilares y la difusién de la solucion en las regiones méas delgadas de la gota. Se observa
un comportamiento analogosésil en las dindmicas de secado de gotas sésiles de proteinas
con baja concentracion de NaCl (¢ = 0.1 wt %), como se muestra en la Figura 2.7. La
consistencia de este comportamiento, a pesar de la variacién en la concentracion salina, su-
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Figura 2.7: Dindmica de secado de gotas sésiles con baja concentracién de NaCl.
Panel I: Muestra la evolucion del secado en una gota sésil con 1 wt % de BSA y 0.1 wt % de
NaCl. Panel II: Tlustra el perfil de altura durante el proceso de secado. Las lineas moradas

corresponden a 1 mm.

giere que los mismos procesos de difusion y evaporacion predominan en las fases de secado.

La dindmica de secado de las gotas verticales difiere significativamente de la observada
en gotas sésiles, principalmente debido a la intervencion de la gravedad. El Panel I de la
Figura 2.8 muestra el proceso de secado de una gota que contiene ¢, = 1 wt % de BSA
y ¢ = 1% de NaCl en solucion, colocada sobre un sustrato en orientacion vertical. La
evolucion temporal del perfil de altura de la gota se cuantifica en el Panel II de la Figura

2.8.
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Figura 2.8: Dindmica de secado de gotas verticales con alta concentracién de
NaCl. Panel I: El proceso de secado de una gota vertical con 1 wt % de BSA y 1 wt % de
NaCl exhibe cambios significativos en el perfil de altura debido a los efectos gravitacionales,
lo que provoca una disminucién mas rapida en la altura que en el radio a medida que
avanza el secado. Panel II: La cuantificacion del perfil de altura de la gota vertical revela
una cinética de secado compleja, con una evaporaciéon no uniforme influenciada por la
fuerza gravitacional, culminando en efectos de contraccion radial y cambios morfolégicos.
Las lineas moradas corresponden a 1 mm y las flechas rojas indican la orientacion de la
gravedad.

La observacion directa del secado de la gota, bajo la influencia de la gravedad actuando
perpendicularmente al sustrato, revela cambios significativos en su perfil de altura. En el
estado inicial, la forma eliptica con un eje mayor vertical se alinea con el reciente deposito
de la gota y su alto contenido de solvente. A medida que avanza el secado, se observa una
disminucién mas rapida de la altura de la gota en comparacion con su radio, resultando
en un perfil més delgado.
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Figura 2.9: Dindmica de secado de gotas verticales con baja concentracion de
NaCl. Panel I: Proceso de secado de una gota vertical con 1 wt% de BSA y 0.1 wt%
de NaCl. Panel II: Perfil de altura de una gota vertical a baja concentracion de NaCl.
Las lineas moradas corresponden a 1 mm y las flechas rojas indican la orientaciéon de la
gravedad.

Este comportamiento sugiere una cinética de secado compleja, donde la evaporaciéon no
es uniforme a lo largo de la gota, probablemente debido a un gradiente de concentracion
de soluto generado por la fuerza gravitacional. Hacia el final del proceso, se observa una
rapida reduccion del radio de la gota. Este cambio puede interpretarse como una transicion
en la dinamica de secado. Durante esta fase, las interacciones adhesivas entre las proteinas
y el sustrato se ven influenciadas por la gravedad. Eventualmente, estas interacciones son
dominadas por la accién gravitacional. Los efectos de contraccion radial se intensifican a
medida que disminuye la masa de la gota y aumenta la viscosidad del residuo proteico.

El aumento de la viscosidad durante la evaporaciéon también tiene implicaciones signi-
ficativas para el proceso de cristalizacion dentro de las gotas. A medida que el solvente se
evapora y aumenta la concentracion de solutos, la viscosidad de la soluciéon incrementa,
reduciendo la movilidad de las moléculas dentro de la gota. Este aumento en la viscosidad
puede llevar a una disminucién en la tasa de nucleacién, ya que las moléculas encuentran
mas dificultad para reorganizarse en posiciones cristalinas. Ademés, el crecimiento de los
cristales se ralentiza debido a la difusiéon limitada de moléculas hacia los frentes de cre-
cimiento cristalino, lo que puede resultar en cristales més pequenos y menos definidos,
especialmente en regiones donde la evaporacion es més lenta. En areas donde la viscosidad
es extremadamente alta, la cristalizacién puede ser completamente inhibida, conduciendo
a la formacion de estructuras amorfas. Estos cambios en la dinamica de cristalizacion se
reflejan en la morfologia final de los depésitos, que muestran una mayor heterogeneidad
en la distribucion y el tamano de los cristales, con estructuras mas compactas en regiones
de mayor viscosidad, tipicamente hacia el final del proceso de evaporaciéon. Se observa un
comportamiento cualitativamente similar en la formacién de patrones durante las dinami-
cas de secado de gotas verticales de proteina con bajas concentraciones de NaCl (¢ = 0.1
wt %), como se ilustra en la Figura 2.9.
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Figura 2.10: Evolucién de la altura durante el secado de gotas. Evolucion temporal
de la altura normalizada (h,/hg, donde h, es la altura del vértice y hg es la altura inicial
de la gota) para gotas sésiles (a) y verticales (b). En las gotas sésiles, la altura disminuye
linealmente, lo que indica un proceso de evaporacion controlado por difusién con una tasa
constante de pérdida de masa. Las gotas verticales muestran un comportamiento similar
hasta t/t. = 0.9, momento en el que la tasa de reducciéon de altura disminuye debido a la
acumulacion de liquido en la base. Los simbolos en negro corresponden a la orientacién
sésil, mientras que los simbolos rojos representan la orientaciéon vertical. Las barras de
error indican la desviacion estandar para n = 4.

Se investigaron las cinéticas de secado de gotas liquidas depositadas en superficies, tan-
to en orientaciones horizontales como verticales. La Figura 2.10 muestra la altura de las
gotas en funcion del tiempo relativo de evaporacion t/t.. En las gotas sésiles, se observa
una disminucion lineal en la altura relativa del vértice (h,/hg, donde h, es la altura del
vértice y hg es la altura inicial de la gota) a lo largo del tiempo (ver las lineas negras en
la Figura 2.10), lo que indica un proceso de evaporaciéon dominado por una tasa constante
de pérdida de masa. Este comportamiento concuerda con lo esperado en un régimen con-
trolado por difusién, donde la tasa de evaporacion es proporcional al area expuesta de la
gota. Aunque la altura de las gotas verticales también disminuye linealmente (ver lineas
rojas en la Figura 2.10), la tasa de reduccion se desacelera en la etapa final del proceso de
secado (a partir de t/t. = 0.9). Esta desaceleracion se debe a la acumulacion de liquido
que forma la estructura inferior de la gota.

Por otro lado, el radio relativo r/ry de las gotas sésiles permanece casi invariable a
lo largo del tiempo (ver lineas negras en la Figura 2.11). En contraste, el radio de las
gotas verticales disminuye de manera no lineal. Inicialmente, las gotas verticales siguen
un patron similar al de las gotas sésiles, pero después de un punto de inflexion (a partir
de t/t. = 0.35), la tasa de reduccion del radio se vuelve més pronunciada (ver lineas
rojas en la Figura 2.11). Estas diferencias en el proceso de secado resultan de un cambio
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en el mecanismo de evaporacion, posiblemente debido a la formacion de un gradiente
de concentracién més pronunciado a lo largo de la interfaz liquido-aire, inducido por la
gravedad.
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Figura 2.11: Evolucién del radio durante el secado de gotas. Evolucion temporal del
radio normalizado (r/rg) para dos orientaciones: sésil (a) y vertical (b). El radio de las gotas
sésiles permanece practicamente constante a lo largo del tiempo. En contraste, las gotas
verticales siguen inicialmente el mismo patrén, pero presentan un cambio significativo en la
tasa de reduccion del radio a partir de t/t, = 0.35, atribuido a gradientes de concentracion
inducidos por la gravedad que afectan el mecanismo de evaporacién. Los simbolos en
negro corresponden a la orientacion sésil, mientras que los simbolos rojos representan la
orientacion vertical. Las barras de error indican la desviacion estandar para n = 4.

La Figura 2.12 muestra datos sobre el tiempo total de formacion de patrones (¢,,q.($))
para gotas sésiles y verticales en diferentes volimenes (3, 6,9, 12 y 15 uLL) en dos categorias:
alta concentracion de NaCl (HS y HV con simbolos en negro (configuracion sésil) y rojo
(configuracion vertical), respectivamente) y baja concentracion de NaCl (LS y LV con
simbolos en gris (configuracion sésil) y naranja (configuracion vertical), respectivamente).
El t,42(s) se alcanza cuando el sistema presenta su tltimo cambio morfologico y tiende
a aumentar con el volumen tanto en gotas sésiles como en verticales. Sin embargo, existe
un solapamiento considerable en las barras de error. Esto implica que, aunque los tiempos
promedio de secado parecen ser diferentes entre las gotas sésiles y verticales, la variabilidad
en los tiempos es tal que no se pueden establecer diferencias estadisticas definitivas entre
estas dos condiciones en todos los voliumenes evaluados.

La Figura 2.13a muestra el 4ngulo de contacto inicial de gotas sésiles y verticales con
alta concentracion de NaCl (¢ = 1 wt %), en funciéon del volumen inicial de la gota. Para
las gotas sésiles (simbolos negros), la variabilidad del angulo de contacto con el volumen
es minima. Es importante destacar que este angulo de contacto es representativo de toda
la interfaz liquido-superficie debido a su simetria.

En contraste, las gotas verticales estan sujetas a fuerzas gravitacionales asimétricas,
por lo que es necesario estimar el dngulo de contacto tanto en la parte superior como
en la inferior. El dngulo de contacto superior (simbolos azules) disminuye significativa-

17



Capitulo 2. 2.4. Resultados

3
6X1(') 1 L L T T T
5 - é .
; ]
41 & : iy
O &
"
- 3 -
: 2
.
21 ¢ e us| |
e IS
14 e HV| T
LV
O T T T T L]

2 4 6 8 llO 12 14 16
V(uL)

Figura 2.12: Tiempo total de secado (t,,q.(s)) en gotas con diferente volumen,
concentracion y configuracion. El grafico muestra ¢,,,,(s) para gotas sésiles (HS en
negro para alta concentracion de NaCl y LS en gris para baja concentracion de NaCl) y
verticales (HV en rojo para alta concentracion y LV en naranja para baja concentracion),
a través de volimenes de 3, 6, 9, 12 y 15 uL.

mente con el aumento del volumen, hasta aproximadamente 8 pL, antes de estabilizarse.
Por otro lado, el angulo de contacto inferior (simbolos rojos) muestra un comportamiento
peculiar: permanece constante independientemente del aumento en el volumen. Este com-
portamiento contradice la suposicion intuitiva de que el &ngulo de contacto inferior deberia
variar debido a la acumulacion de liquido en la base de la gota (un efecto inducido por la
gravedad).

La explicacion de esta invariabilidad podria estar relacionada con una elongacion ver-
tical de la gota, orientada hacia la fuerza gravitacional. A medida que aumenta el volumen
de la gota, esta elongacion podria equilibrar la distribucion del peso, resultando en una
compensacion que estabiliza el angulo de contacto inferior. En otras palabras, el incremen-
to en la longitud de la gota actuarfa como un mecanismo compensatorio, redistribuyendo
la tension superficial de manera que contrarresta las fuerzas gravitacionales y mantiene
constante el angulo de contacto en la base.

En la figura 2.13b confirma que, incluso con baja concentraciéon de NaCl (¢ = 0.1
wt %), las gotas verticales de proteina muestran un comportamiento similar del angulo de
contacto, lo que indica que la presencia de sal a esta concentracion no ejerce una influencia
significativa en las dindmicas de humectaciéon y secado.

El comportamiento del &ngulo de contacto inicial, tanto en la parte superior como infe-
rior de las gotas verticales, es crucial para las diferencias en las dinamicas de evaporacion
y en la formacion de patrones resultantes. En particular, las variaciones del angulo de
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Figura 2.13: Angulo de contacto inicial en gotas sésiles y verticales. (a) Angulo
de contacto inicial en gotas con alta concentracién de NaCl (¢ = 1 wt%). (b) Angulo
de contacto inicial en gotas con baja concentracion de NaCl (¢ = 0.1 wt%). S, VI y
VS representan los dngulos de contacto de gotas sésiles (negro), y el angulo de contacto
superior (azul) e inferior (rojo) de gotas verticales, respectivamente.

contacto entre la parte superior e inferior de la gota, inducidas por la gravedad, afectan
directamente el flujo de solutos y las tasas de evaporacion en diferentes regiones de la gota.
Como se muestra en las Figuras 2.5, 2.8 y 2.9, un angulo de contacto mas pronunciado en
la parte superior de la gota favorece una evaporacion mas rapida en esa region, lo que con-
duce a una nucleaciéon anisotrépica y un crecimiento acelerado de cristales. En contraste,
un angulo de contacto mas consistente en la base de la gota permite una acumulacion gra-
dual de solutos, lo que resulta en una evaporaciéon mas lenta y la formacion de estructuras
cristalinas més compactas y homogéneas en el fondo del deposito.

La Figura 2.13 demuestra que el dngulo de contacto inicial tiene un impacto decisivo
en la distribuciéon de solutos y en los patrones de cristalizacion formados, especialmente
en configuraciones verticales donde la gravedad altera la simetria de la gota.

Finalmente, exploramos cémo las variaciones en la concentracion de NaCl y la BSA en
estado desnaturalizado modulan la formaciéon de patrones de deposicion en gotas verticales.

Patrones en gotas verticales secas de proteina desnaturalizada

En condiciones de alta concentracion de NaCl (Figura 2.14, Panel I), el deposito se
caracteriza por regiones de alta opacidad, donde predominan los agregados amorfos de
proteinas desnaturalizadas. Estas regiones carecen de la organizacion cristalina observada
en el estado nativo, lo que sugiere una nucleaciéon desordenada y un crecimiento limita-
do debido a la pérdida de interacciones especificas entre las proteinas y los iones. Las
estructuras que logran formarse presentan bordes difusos y una distribucién irregular, re-
flejando una disminucion en la movilidad molecular y una mayor viscosidad en las dltimas
etapas del secado. En el caso de baja concentracion de NaCl (Figura 2.14, Panel II), los
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patrones son atin menos definidos, con una morfologia dominada por depositos amorfos y
ausencia casi total de estructuras cristalinas. Esto indica que la combinacién de proteinas
desnaturalizadas y bajas concentraciones de iones resulta en una dinamica de evapora-
cion y deposicion dominada por interacciones débiles y gradientes de concentraciéon menos
pronunciados.

Vertical

Figura 2.14: Patrones en depésitos de gotas verticales con proteina desnatu-
ralizada. El Panel T muestra un deposito a alta concentracion de NaCl (¢ = 1 wt %),
caracterizado por regiones opacas con agregados amorfos y estructuras de bordes difusos.
El Panel II ilustra un depésito a baja concentracion de NaCl (¢ = 0.1 wt %), con morfolo-
gias amorfas y ausencia de estructuras cristalinas. Las gotas tenfan un volumen de 6 pL.
Las barras de color rojo, amarillo, azul y verde indican regiones marcadas por los recuadros
de colores respectivos. Las lineas moradas representan una escala de 1 mm, mientras que
las lineas negras denotan 0.5 mm. Las flechas rojas indican la orientaciéon de la gravedad.

Dinamica de formacién de cristales en gotas verticales con proteina
desnaturalizada

La Figura 2.15 muestra dos secuencias de fotografias que documentan el proceso de
evaporacion de gotas de proteinas en estado desnaturalizado, diferenciadas por alta y baja
concentracion de NaCl, y organizadas cronolégicamente segiin el tiempo de secado. En el
panel I, correspondiente a alta concentracion de NaCl (¢ = 1 wt %), la gota presenta al
inicio (¢ = 0s) una forma regular con bordes bien definidos. Conforme avanza el proceso de
evaporacion (t = 1950s a t = 2130's), se observa una contraccion progresiva del volumen de
la gota, manteniéndose una distribuciéon aparentemente uniforme en las primeras etapas.
Sin embargo, hacia los tltimos tiempos de secado (t = 2610s a t = 2820s), emergen
patrones caracterizados por estructuras cristalinas anisotropicas, con dendritas claramente
visibles que se orientan hacia la direcciéon de la aceleracion gravitacional. En esta etapa, los
bordes del depoésito exhiben grietas radiales que sugieren tensiones internas, probablemente
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generadas por un gradiente de concentraciéon de soluto y una dindmica de evaporacion
diferencial entre el centro y la periferia.

Vertical
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Figura 2.15: Proceso de formacién de patrones en gotas verticales de proteina
desnaturalizada. Panel I: Dinamica de secado de una gota vertical con proteina en estado
desnaturalizado y 1 wt % de NaCl. Panel II: Dinamica de secado de una gota vertical con
proteina desnaturalizada y 0.1 wt % de NaCl. El volumen de las gotas fue de 6 uL. Las
lineas moradas indican 1 mm y las flechas rojas indican la orientacion de la gravedad.

En el panel II de la Figura 2.15, correspondiente a baja concentraciéon de NaCl, el
comportamiento de la gota desnaturalizada difiere significativamente. Desde los primeros
instantes (t = 0s), la gota muestra una menor opacidad y una apariencia mas uniforme en
comparacion con la de alta concentracion. A medida que avanza el proceso de evaporacion
(t =1590s a t = 2130s), se perciben cambios sutiles en la distribucion del material, siendo
menos evidentes las estructuras cristalinas. En los tiempos finales (t = 2190s a t = 2400s),
los patrones que emergen estan dominados por agregados amorfos, con una organizacion
menos definida y homogénea en toda la superficie del deposito. En esta condicion, la
falta de dendritas y la apariciéon de estructuras difusas reflejan un proceso de nucleacion
desordenado, resultado de una baja supersaturacion y de interacciones mas débiles entre
las proteinas y los iones.
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2.5. Discusidon

Este estudio detalla las dinamicas de secado y la formaciéon de patrones en gotas de
soluciones de proteinas y NaCl, destacando la influencia de la concentraciéon de solutos,
la gravedad y la orientacion del sustrato, factores que desempenan roles cruciales en la
dindmica de formacion de patrones en sistemas de evaporacion controlada [86, 56].

El estudio revela que la cristalizaciéon impulsada por la gravedad en gotas orientadas
verticalmente afecta significativamente tanto el efecto de anillo de café como la cinética de
cristalizacion. Las soluciones con alta concentracion de NaCl tienden a mostrar depdsitos
més pronunciados en los lados y en la base de las gotas verticales, un fenémeno atribuible
al drenaje gravitacional y la redistribucion de solutos. En concentraciones méas bajas de
NaCl, la redistribuciéon inducida por la gravedad se vuelve mas evidente, lo que sugiere un
impacto adicional de los gradientes de concentraciéon en la dindmica de cristalizacion.

De manera consistente con nuestros resultados, otros estudios sobre gotas coloidales
inclinadas han demostrado que la inclinacién induce patrones de deposicién asimétricos
debido a la sedimentacion gravitacional y al flujo capilar, con depositos que se concentran
en las regiones inferiores de las gotas |56, 87, 86].

La orientacion y la influencia de la gravedad en la evaporacion de gotas sirven como
herramientas efectivas para controlar tanto la distribuciéon de solutos como la morfolo-
gia cristalina resultante. Esta capacidad para manipular la morfologia de los depdsitos
en superficies verticales puede aprovecharse para disenar recubrimientos con propiedades
especificas, como una mayor resistencia a la corrosion, lo que resulta particularmente va-
lioso en la ingenieria de recubrimientos. Ademés, la modulacién de los patrones formados
a partir de la evaporacion de soluciones de proteinas podria desempenar un papel critico
en técnicas como la espectroscopia Raman por deposicion de gotas (DCDR), donde la pre-
concentracion de analitos es esencial, especialmente cuando el analito o la proteina estan
presentes en concentraciones muy bajas y volimenes reducidos.

Asimismo, la formaciéon de patrones en gotas verticales exhibe variaciones en la cinética
de cristalizacion a lo largo del eje vertical debido a las diferencias en la tasa de evaporacion.
Esto da lugar a cristales mas definidos y complejos en la parte superior, donde la evapo-
racion es més rapida y la concentracion de solutos es menor. En contraste, las regiones
inferiores, con mayor acumulaciéon de solutos debido a la gravedad, muestran estructuras
cristalinas menos definidas y més compactas. Este fenémeno ilustra como la gravedad no
solo afecta la acumulaciéon de solutos, sino que también modula las dinamicas de crista-
lizacion, lo que lleva a una heterogeneidad en la morfologia cristalina. Este control sobre
los patrones de cristalizaciéon puede explotarse para aplicaciones especificas, incluyendo la
biofabricaciéon y la ingenieria de materiales funcionales.

La formacion de patrones en depoésitos de gotas verticales de BSA y NaCl ofrece utilidad
practica en el diseno de biosensores al permitir una concentracion localizada de proteinas
en una superficie. Este control preciso sobre la distribucion de proteinas puede mejorar
significativamente la sensibilidad en la detecciéon de sus estados conformacionales. Ademas,
estos resultados son esenciales para optimizar la agregacion de proteinas en la fabricacion
de peliculas, permitiendo un control mas preciso de su funcionalidad. La manipulaciéon
de la estructura de estos depositos también abre la posibilidad de adaptar propiedades
materiales, como la adhesion celular dirigida.
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Futuras investigaciones podrian explorar como las variaciones en la temperatura am-
biental, la humedad relativa y el tipo de sustrato impactan la formaciéon de patrones en
estas configuraciones verticales, considerando que estos factores pueden influir sustancial-
mente en la tasa de evaporacion y, por ende, en la dinamica de formacion de cristales. Por
ultimo, serfa relevante estudiar la interaccion entre diferentes tipos de proteinas y sales
en configuraciones verticales, para observar cémo las interacciones moleculares especificas
afectan la formacion de patrones. Esto podria llevar a la personalizaciéon de recubrimientos
y a la optimizacién de procesos en las industrias biotecnolégica y alimentaria, donde el
control preciso de la morfologia a nivel microscopico es crucial.
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2.6. Conclusiones

En este estudio, exploramos como la orientaciéon vertical afecta la formacion de patro-
nes y la distribuciéon de solutos durante la evaporacion de gotas que contienen albiimina
de suero bovino (BSA) y cloruro de sodio (NaCl), con un enfoque particular en como estas
caracteristicas varfan en un amplio rango de volimenes iniciales de gotas. Los resultados
revelan que la orientacion vertical induce un gradiente marcado en la distribucion de solu-
tos a lo largo de la gota, lo que resulta en una morfologia cristalina distinta entre las partes
superior e inferior del deposito. En la parte superior del deposito, la formacion acelerada de
estructuras dendriticas se observa de manera consistente en todos los voltiimenes probados,
atribuida a altas tasas de evaporacion que promueven una rapida sobresaturacion local,
facilitando asi la nucleacion rapida y el crecimiento predominantemente anisotropico de
cristales. Este fendmeno permanece constante independientemente del volumen inicial de
la gota, lo que subraya la solidez del efecto de la orientacion vertical en la dindmica de
evaporacion y cristalizacion. Por el contrario, las regiones inferiores del deposito muestran
un crecimiento de cristales mas homogéneo y controlado, con cristales mas compactos y
uniformes, indicativo de una tasa de evaporaciéon maés lenta y una acumulacion gradual de
solutos. Sorprendentemente, los patrones que se alinean con la direcciéon de la gravedad se
manifiestan de manera consistente en distintos volimenes de gotas y concentraciones de
NaCl, lo que resalta la capacidad predecible de esta fuerza para modular las condiciones
de crecimiento cristalino en una amplia variedad de condiciones experimentales. El estu-
dio también muestra que la cristalizacion impulsada por la gravedad en gotas orientadas
verticalmente afecta significativamente tanto el efecto de anillo de café como la cinética de
cristalizacion, y que las concentraciones mas altas de NaCl reducen el espesor del anillo de
café debido al drenaje gravitacional.

En general, nuestros resultados resaltan el potencial de manipular las condiciones ex-
perimentales para influir en la cinética de la formaciéon de patrones en los biofluidos,
allanando el camino para futuras investigaciones que exploren aplicaciones especificas de
estos fenébmenos.
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Patrones de Gotas Secas como
Indicadores de Estados
Conformacionales de Proteinas de BSA

3.1. Resumen

La investigacion de la formacion de patrones en depoésitos de gotas secas de proteinas
es clave para el desarrollo de superficies funcionales y mejoradas propiedades de humec-
tabilidad. Estudiamos la formacion de patrones en depoésitos de gotas secas de soluciones
proteicas con diferentes concentraciones de NaCl (1 wt % y 0.1 wt %). Las soluciones fue-
ron sometidas previamente a tratamientos térmicos intermitentes de diversas duraciones
(1, 2, 4, 6 y 12 minutos) y ciclos de calentamiento (12, 6, 3, 2, y 1). Los cambios con-
formacionales en las proteinas se estimaron con espectroscopia de UV-VIS. Se emplearon
técnicas de microfotografia para analizar la morfologia de los depoésitos y se midié la en-
tropfa configuracional para evaluar la complejidad estructural resultante. Los resultados
mostraron que las proteinas en estado nativo producen patrones tipicos de “anillo de café”
con cristales distribuidos en todo el depoésito. Sin embargo, los tratamientos térmicos al-
teraron el estado configuracional de la BSA, generando patrones completamente distintos
para cada solucion, lo que se gener6 cambios en la Entropia. Las curvas ROC y el area bajo
la curva (AUC) demostraron que el andlisis de patrones en gotas secas puede distinguir
eficazmente entre diferentes estados conformacionales de proteinas, con alta sensibilidad
y especificidad. La microscopia 6ptica y el perfil de altura normalizado de la gota revelan
que, durante la evaporacion, especialmente en gotas de soluciones sometidas a tratamien-
tos térmicos, se produce una contracciéon radial de la linea de contacto. Esta contraccion
concentra los solutos en el centro, facilitando asi la nucleacién y formacion de agregados
que dan origen al patréon de ojo. Los resultados proporcionan una base solida para el di-
seno de superficies funcionales y la optimizaciéon de propiedades de humectabilidad, con
implicaciones relevantes en biotecnologia y ciencia de materiales.
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3.2. Introducciéon

La agregacion de proteinas en interfaces puede alterar de manera significativa las pro-
piedades estructurales y dinamicas de los biopolimeros, modificando su estabilidad, fle-
xibilidad y capacidad de interaccion [88, 89|. Estas alteraciones, a su vez, impactan en
las funciones biologicas de los biopolimeros, afectando procesos clave como la senalizacion
celular, la catéalisis enzimatica y la formacion de materiales biolégicos. Las interacciones en
interfaces, tales como solido-liquido (SLI), aire-agua (AWI) y liquido-liquido (LLI), desem-
penian un papel critico en la nucleacién y la cinética de la agregacion proteica, induciendo
configuraciones estructurales especificas que no se presentan en soluciones homogéneas
[88, 90|. Estos entornos interfaciales restringen la movilidad y promueven contactos an-
isotropicos, influyendo en el ensamblaje supramolecular de las proteinas, lo que altera su
conformaciéon nativa y, por ende, su funcionalidad biolégica. En estas interfaces, las pro-
teinas pueden experimentar transiciones de fase que favorecen la formacion de peliculas
estructurados, caracterizados por la disposicién ordenada en laminas beta, un fenémeno
comunmente observado en interfaces aire-agua (AWI) [91, 92]. Las configuraciones supra-
moleculares resultantes son altamente dependientes de las propiedades interfaciales, que
dirigen el ensamblaje proteico hacia estados agregados con caracteristicas mecanicas y
funcionales distintivas [93, 94|. Estas nano-peliculas, formados a través de mecanismos de
agregacion similares a los amiloides, presentan un gran potencial en aplicaciones biomédi-
cas debido a su capacidad para adherirse de manera estable a diversas superficies y resistir
condiciones extremas de pH y solventes organicos [95].

El recocido térmico, un proceso fundamental en la ciencia de los materiales, consiste
en el calentamiento controlado de un material a una temperatura especifica, seguido de un
enfriamiento gradual, permitiendo a los &tomos o moléculas superar barreras energéticas y
reconfigurarse en estados mas estables y menos defectuosos. Este proceso induce cambios
estructurales significativos que modulan las propiedades mecanicas, eléctricas y térmicas
del material, tales como la reduccion de dislocaciones, eliminacién de defectos cristalinos
y la promocién de recristalizaciéon en granos mas grandes y uniformes, optimizando asi
la resistencia y minimizando la propagacion de grietas, lo cual es esencial en aplicaciones
que requieren alta robustez y estabilidad estructural [96]. La reorganizacion estructural
de proteinas y macromoléculas durante el tratamiento térmico comparte principios funda-
mentales con el recocido térmico de materiales [97, 98]. Las proteinas, al someterse a un
tratamiento térmico, pueden experimentar desnaturalizacion y renaturalizacion, donde sus
cadenas polipeptidicas exploran configuraciones energéticamente favorables [39, 99]. Este
proceso implica la superacion de barreras conformacionales y la posibilidad de replegarse
en estructuras secundarias y terciarias més estables, o en casos extremos, la agregacion en
estados amorfos o fibrilares, como en la formacion de agregados tipo amiloide [100, 101].

Numerosos estudios han investigado la formacion de patrones en gotas secas de soluciones
proteicas, mostrando que factores como la concentraciéon y composiciéon proteica, asi co-
mo las interacciones entre proteinas, solutos y solventes son factores determinantes en la
produccion de estructuras, tales como anillos de café, redes fractales y agregados fibrilares
[8, 11, 25, 21, 102]. La evaporacion de gotas con soluciones proteicas generalmente crea
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revestimientos uniformes con patrones variables segtin la concentraciéon y el tamano de
gota [103, 104]. Mezclar proteinas puede generar patrones fractales en depositos uniformes
[80]. Sett et al. [105] destaca que la interaccion de proteinas con micro y nanoparticulas
produce una acumulaciéon de material en los bordes que induce cambios morfolégicos en el
anillo de café.

De manera similar, la interaccién de proteinas con cristales liquidos da lugar a patrones
de grietas mas complejas en los bordes de las gotas [106, 107]|. Las sales en una solucion
proteica determinan la diversidad estructural en el interior de los depositos [25, 108, 109].
La formaciéon de un patrén “ojo de café” resulta de la transformaciéon conformacional irre-
versible de proteinas en sustratos calentados por arriba de su transicion de fase [24]. El
estrés térmico tiene un impacto significativo en la formaciéon de patrones de grietas en go-
tas secas de proteinas, intensificando la formaciéon de anillos concéntricos, redes fractales y
grietas irregulares [110, 9]. Los patrones de grietas observados en gotas secas de soluciones
proteicas proporcionan informacién valiosa sobre las dinamicas de secado y las propieda-
des mecéanicas de las proteinas [12]|. Se ha observado también una transicion morfologica
con cambios en las concentraciones proteicas, destacandose la aparicién de patrones tinicos
como el “hoyuelo”, que es altamente dependiente de la concentracion inicial de la soluciéon
[103]. Altas concentraciones proteicas forman patrones denominados “daisy”, mientras que
a bajas concentraciones se desarrollan patrones de “anillo ondulado” en las gotas secas [111].

Las técnicas de procesamiento de imagenes han demostrado ser herramientas valiosas
para analizar los cambios en la agregacion de extracto de “Viscum album” en recubri-
mientos generados por la evaporacion de gotas [112, 113]. Las herramientas de anélisis de
imagen no solo permiten visualizar la evolucion de los patrones, sino que también permiten
explorar indirectamente en los componentes de una soluciéon, proporcionando informacion
crucial sobre la estabilidad estructural y la funcionalidad de las proteinas [8]. En un es-
tudio con lisozima, se utilizo un algoritmo de reconocimiento de patrones que identifico
variaciones en la concentracion de la solucion, sugiriendo que estos patrones podrian ac-
tuar como una “huella dactilar” [114]. El analisis de la matriz de coocurrencia de niveles
de gris (GLCM, por sus siglas en inglés) ha permitido analizar cambios en la agregacion
de particulas de proteinas a diferentes concentraciones salinas [115, 10| y detectar altos
niveles de colesterol en sangre [27]. La GLCM evalaa la textura de un objeto mediante el
analisis de la distribucion espacial de las intensidades de los pixeles dentro de una regiéon
de interés. Los parametros de la GLCM sirven principalmente como indices que cuantifican
la frecuencia de combinaciones especificas de niveles de gris en una imagen [116].

La morfologia final de los patrones en depositos secos resulta de la interacciéon comple-
ja entre los procesos de transporte de masa y agregacion. Durante el secado de gotas, se
desarrollan dos flujos principales en su interior [15, 62]. Los flujos capilares, inducidos por
gradientes de presion derivados de la curvatura de la interfaz liquido-aire, dirigen el movi-
miento del solvente hacia los bordes de la gota. En soluciones coloidales, este flujo radial
favorece la acumulacion de particulas en la periferia, lo que da lugar al caracteristico “anillo
de café”, un fendémeno ampliamente reconocido que se observa durante la evaporaciéon de
las gotas [63, 64, 65]. Sin embargo, la formacion de este patron puede verse alterada por los
flujos de Marangoni, que se generan a partir de gradientes de tension superficial debido a
variaciones en la temperatura o la composicion a lo largo de la superficie de la gota. Estos
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flujos de Marangoni producen un movimiento en sentido contrario al flujo capilar, lo que
puede inhibir o modificar significativamente la formacion del anillo de café [66, 67, 68].
Comprender la interaccion entre estos flujos es esencial para predecir y controlar la morfo-
logia de los patrones en depositos secos, especialmente en sistemas coloidales, donde estos
patrones pueden tener aplicaciones cruciales en la deteccion y control de calidad.

A pesar de los avances significativos en el estudio de la formacién de patrones en gotas
secas de soluciones proteicas, atn se entiende poco coémo los recocidos térmicos aplica-
dos a las proteinas afectan la configuracion final de estos patrones. El control sobre los
patrones influenciados por el recocido térmico de proteinas podria abrir nuevas oportuni-
dades para el diseno de materiales biomédicos y aplicaciones en la ciencia de materiales, su
estabilidad, flexibilidad y capacidad de interaccion de los agregados proteicos son cruciales.

En este capitulo, exploramos como los tratamientos térmicos intermitentes afectan la
conformacion y el ensamblaje supramolecular de la BSA, analizando la formacion de pa-
trones en gotas secas de soluciones proteicas con diferentes concentraciones de NaCl. A
través del uso de técnicas de microfotografia y la evaluacion de la entropia configuracional,
investigamos cémo las variaciones en los ciclos y la duracién de los recocidos térmicos
modifican las morfologias resultantes y la distribucién de solutos dentro de los depositos.
Nuestro enfoque permite evaluar la sensibilidad y especificidad de los patrones como in-
dicadores de estados conformacionales de proteinas, proporcionando nuevas perspectivas
sobre la manipulacién térmica de proteinas para aplicaciones avanzadas en biotecnologia
y ciencia de materiales. Los resultados presentados en este trabajo no solo contribuyen a
una comprension més profunda de la relacion entre el tratamiento térmico y la formacion
de patrones, sino que también abren la puerta a estrategias innovadoras para el diseno de
superficies funcionales basadas en la manipulacion de las propiedades conformacionales de
proteinas.
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3.3. Metodologia especifica

3.3.1. Tratamiento térmico

Se realizaron cinco tratamientos térmicos con diferentes duraciones (1, 2, 4, 6 y 12
minutos) y ciclos de calentamiento (12, 6, 3, 2 y 1) para evaluar el efecto del estrés térmico
en las soluciones. Las muestras se colocaron en un Mini Dry Bath Incubator (TC0401005)
a una temperatura constante de 90°C. Después de cada exposicion térmica, las muestras se
dejaron equilibrar térmicamente a temperatura ambiente durante 20 minutos (ver Figura
3.1).

La Solucion 1 (1x12 min) se calenté una tnica vez durante 12 minutos, seguida de un
periodo de termalizacion de 20 minutos. La Solucion 2 (2x6 min) se sometié a dos perio-
dos de calentamiento de 6 minutos cada uno. La Solucion 3 (3x4 min) fue expuesta a tres
intervalos, cada uno de 4 minutos. Para la Solucion 4 (6x2 min), se aplicaron seis sesiones
de calentamiento de 2 minutos, mientras que la Solucion 5 (12x1 min) fue sometida a doce
ciclos de calentamiento de 1 minuto. Este procedimiento se llevo a cabo tanto para solucio-
nes con alta como baja concentraciones de NaCl (¢ = 0.1 wt % y 1 wt %, respectivamente).
Cabe destacar que el tiempo total de exposicion térmica fue de 12 minutos para todas las
muestras. Posteriormente, las muestras desnaturalizadas fueron depositadas.

3.3.2. Evaporacion de gotas

Se depositdé una gota de 6 pul. de BSA con una micropipeta sobre un portaobjetos
de acrilico, previamente montado en nuestro arreglo experimental (ver Figura 1.1). Para
evaluar la reproducibilidad de los patrones, se deposité una segunda gota en el mismo
portaobjetos. El proceso de evaporacion se llevd acabo bajo condiciones controladas de
temperatura (entre 21°C y 25°C) y humedad relativa (30-35 %), ambas monitorizadas con
un sensor Xiaomi NUN4126GL.

3.3.3. Analisis de imagenes
Matriz de Coocurrencia de Niveles de Gris (GLCM)

La Matriz de Co-ocurrencia de Nivel de Gris (GLCM, por sus siglas en inglés) es una
matriz de dimensiones N, x N, donde NN, representa el niimero de niveles de gris en una
imagen. Este anélisis permite cuantificar las relaciones espaciales entre los niveles de gris
de los pixeles, considerando una distancia d y un dngulo ¢ especificos.

La probabilidad de co-ocurrencia entre dos niveles de gris, ¢ y j, se define matematica-
mente como:

_ C(i, J)

T Ny LNy 1 .
> i Zj:gO C(i,5)

donde C(i, j) es la frecuencia con la que el par (i, j) aparece en una ventana definida

por los parametros (d, ¢). El denominador corresponde al total de pares posibles de niveles
de gris (¢, j) dentro de la ventana, con un limite superior de N, x Nj.

p(i, ) (3.1)
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Figura 3.1: Representaciéon esquematica del proceso de recocido térmico. Las
muestras se sometieron a diferentes duraciones (1, 2, 4, 6 y 12 minutos) y ciclos (12
6, 3, 2y 1) a 90°C. Este procedimiento se realiz6 tanto para soluciones con alta y baja
concentracion de NaCl. El tiempo total de exposicion térmica fue de 12 minutos para todas

las soluciones.
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A partir de p(i,7), se pueden calcular métricas estadisticas fundamentales como la
media (u) y la desviacion estandar (o) para las columnas y filas de la matriz:

Ny—1 Ny—1 Nyg—1 Ny—1
ue= > Y ip(i,g), wy= Y > jepli,g), (3.2)

=0 j=0 i=0 j=0

Ng—1 Ng—1 Ny—1 Ny—1
o= Y (i—w)plig) oy =D Y (—w)plig),  (33)

=0 j=0 i=0 j=0

Una métrica clave derivada de la GLCM es la Entropia configuracional, que cuantifica
la complejidad de la textura en funciéon de la distribucion de las probabilidades:

Ny—1 Ny—1
H==>">"pli,j)log(p(i, j)). (34)
i=0  j=0

Valores altos de entropia estan asociados con regiones de textura heterogénea, mientras
que valores bajos indican areas homogéneas. Estas propiedades hacen de la GLCM una
herramienta estadistica poderosa que ha demostrado su efectividad en la caracterizacion
de patrones complejos, como peliculas de proteinas con grietas [106, 117], cristales de sal

[10], y aplicaciones practicas como el diagnostico médico [27].

Curva ROC (Caracteristica Operativa del Receptor)

El area bajo la curva (AUC, por sus siglas en inglés) de la Caracteristica Operativa del
Receptor es una de las métricas mas relevantes para evaluar el desempeno de un modelo
de clasificacion. Esta medida permite analizar la eficacia de un algoritmo para diferenciar
entre dos clases.

(b)
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Figura 3.2: Distribucion de clases. (a) Distribucion poblacional en funcién de una mé-
trica predictiva. (b) Clasificacion de resultados mediante un umbral: region violeta co-
rresponde a verdaderos negativos (V N), region verde a verdaderos positivos (V P), region
cazul a falsos negativos (F'V) y region amarilla a falsos positivos (F'P).

Por ejemplo, en la Figura 3.2a se muestran dos distribuciones correspondientes a cate-

31



Capitulo 3. 3.3. Metodologia especifica

gorias distintas en funciéon de una métrica continua que varia entre 0 y 1. Para clasificar
los elementos, es necesario definir un umbral que permita dividir las categorias, asignando
los valores por encima del umbral a la clase positiva y los valores por debajo a la clase
negativa, como se ilustra en la Figura 3.2b. Los valores clasificados correctamente en la
categoria positiva se denominan verdaderos positivos (V' P), mientras que aquellos clasifi-
cados incorrectamente se identifican como falsos positivos (F'P). De manera analoga, los
elementos clasificados correctamente en la categoria negativa corresponden a verdaderos
negativos (VN) y los incorrectamente clasificados como falsos negativos (FN).

La sensibilidad y la especificidad son métricas clave para evaluar el rendimiento del
modelo. La sensibilidad mide la proporcién de elementos correctamente identificados como
positivos respecto al total de elementos positivos:

. VP
Sensibilidad = VPLFN (3.5)

Por otro lado, la especificidad evaliia la proporcion de elementos correctamente identi-
ficados como negativos respecto al total de elementos negativos:

VN
VN + FP’

La curva ROC se construye graficando la sensibilidad frente a “l1—especificidad”, como
se observa en la Figura 3.3b. La relacion entre estas métricas se define como:

Especificidad = (3.6)

FpP
VN + FP’

Por lo tanto, mientras la especificidad mide la tasa de verdaderos negativos, “1—especificidad”
mide la tasa de falsos positivos. La curva ROC describe como varia la sensibilidad en fun-
cion de la tasa de falsos positivos (ver Figura 3.3).

(a) (b)

1 — Especificidad = (3.7)

Sensibilidad
Sensibilidad

Especificidad 1-Especificidad

Figura 3.3: Relacion entre sensibilidad y especificidad. (a) Sensibilidad en funcién
de la especifidad. (b) Sensibilidad en funcion de "1—especifidad".

Un AUC de 1 representa una clasificacién ideal, mientras que un AUC de 0.5 indica un
rendimiento equivalente a una seleccion aleatoria. La Figura 3.4 ilustra ejemplos de curvas
ROC correspondientes a los valores de AUC.
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Figura 3.4: Curvas ROC. Desempeno mediante la sensibilidad y especificidad.

3.3.4. Analisis de cambios conformacionales mediante espectros-
copia UV-Vis

Para la correccion de la linea base en los espectros UV-Vis, primero se importaron los
datos desde un archivo Excel que contenia las intensidades de absorcion registradas para
diferentes longitudes de onda en soluciones de BSA y NaCl en estado Nativo y sometidas
a tratamientos térmicos de 1x12, 6x2, 3x4, 2x6 y 1x12 minutos.

Se realizé una visualizacion inicial de los espectros para identificar posibles desplaza-
mientos en la linea base, los cuales podrian interferir en la comparacion precisa entre los
tratamientos. Esta inspeccion revel6 la necesidad de ajustar la linea base a cero, elimi-
nando asi las posibles contribuciones de artefactos experimentales o ruido instrumental.
La correcciéon de la linea base se llevd acabo identificando, para cada espectro, el valor
minimo de intensidad de absorciéon. Este minimo se rest6 de todos los puntos de datos
correspondientes a ese espectro, asegurando que todas las curvas compartieran una linea
base comiin en las regiones donde no se espera absorcion significativa. Este procedimiento
permitié resaltar exclusivamente los cambios intrinsecos en la absorciéon, atribuidos a las
modificaciones conformacionales de la BSA bajo las distintas condiciones térmicas.
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Patrones en gotas secas de proteina bajo tratamientos térmicos

Nativo
3xX4 min

12x1 min

-

2X6 min

1x12 min

6xX2 min

Figura 3.5: Patrones en gotas secas de soluciones de proteina-NaCl (¢ = 1 wt %)
bajo ciclos térmicos. Columnas a la izquierda: La fila “Nativo” muestra la cristalizacion
de una gota sin tratamiento térmico, destacando la complejidad y simetria radial del
deposito. Filas 12x1 min y 6x2 min, presentan patrones mas complejos en los bordes
de los depésitos, tras someterse a tratamientos térmicos de baja frecuencia pero mayor
duracion. Los niimeros en rojo indican la cantidad de ciclos térmicos, mientras que los
ntmeros en negro corresponden a la duraciéon del calentamiento. Columnas de la derecha:
3x4 min, 2x6 min y 1x12 min muestran tratamientos con menor frecuencia pero mayor
duracion por ciclo. Aqui, los patrones cristalinos muestran un crecimiento mas controlado y
orientado. Las barras codificadas por colores (naranja y azul) indican las regiones marcadas
con colores correspondientes dentro de las gotas. Las barras moradas y negras representan
escalas de 1 mm y 0.5 mm, respectivamente.

La Figura 3.5 muestra una serie de microfotografias de los patrones formados en gotas
secas de una solucion proteica con NaCl = 1 wt %, cada una generada con diferentes tra-
tamientos térmicos. Depositos con proteinas nativas sin calentamiento (Nativo), muestran
una estructura bien definida de “anillo de café” con cristales en forma de aguja distribuidos
radialmente desde el borde hacia el centro. El recuadro naranja indica que en el anillo de
café emergen pequenas estructuras arbolesentes cristalinas. En el cuadro azul, se indica la
presencia de crucetas con helechos y estructuras festoneadas entrelazadas (scalloped) en la
region central. Las gotas secas de proteinas con calentamientos intermitentes de 1 minuto
muestran que la estructura del anillo de café se mantiene, pero en los bordes surgen estacas
de cristal en forma de prisma. El recuadro naranja muestra que el anillo de café tiene un
aspecto rugoso y presenta pequenas grietas ensanchadas. En el cuadro azul se aprecian
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agujas internas y agregados amorfos que surgen en la region central. Con 2 minutos de tra-
tamiento térmico intermitente, las gotas producen depdsitos con un aumento considerable
en la densidad de los cristales en la region central, dando el aspecto al caracteristico patron
de ojo con un gran agregado central. El recuadro naranja muestra que el anillo de café
contiene pequenas grietas sin la presencia de pequenos agregados y con un aspecto liso. El
recuadro azul indica que el gran agregado en la region central del depositos esta confor-
mado por una alta densidad de cristales en forma de aguja con pequenas sub-venaciones
ortonormales.

Las soluciones con tratamientos térmicos intermitentes de 4 minutos producen gotas
secas con el tipico patron de ojo compuesto por cristales que estan rodeados de pequenos
agregados y una region de aspecto rugoso. El recuadro naranja muestra un anillo de café
con aspecto liso y sin agregados, que rodea a una pequena region de deposicion uniforme
con pequenos agregados que circundan al agregado de la region central. El recuadro azul
muestra una baja densidad de cristales en forma de aguja sin sub-venaciones en la region
central. Tratamientos térmicos intermitentes de 6 minutos generan un patrén de ojo sin la
aparicion del anillo de café. En el recuadro naranja se observa una marcada regiéon de depo-
sicion uniforme sin estructuras o grietas. Ademas, la region rugosa en el centro del depdésito
es mucho més marcada. En el recuadro azul, observamos una baja densidad de agregados
amorfos semejantes a los cristales en forma de aguja. Finalmente, las gotas de proteinas con
calentamiento de 12 minutos generan patrones en forma de ojo sin la aparicién de cristales
ni agregados. La periferia muestra un aspecto altamente rugoso que rodea la estructura
fibrosa que forma la region central caracteristica del patron de ojo (recuadro naranja). Es-
ta region, contiene grietas que emergen desde el centro hacia la periferia, ver recuadro azul.

En la Figura 3.6 se muestran los patrones observados en las gotas secas de una solucion
proteica con NaCl al 0.1 wt %, generadas bajo diferentes tratamientos térmicos. Los depo-
sitos sin tratamiento térmico exhiben una estructura definida de “anillo de café”, con una
periferia clara y una region central homogénea. En el recuadro naranja, se aprecia que el
anillo de café tiene un aspecto liso, presenta grietas onduladas y estéd rodeado por una red
densa de cristales prominentes. El recuadro azul revela estructuras dendriticas con peque-
nas elevaciones oscuras dispersas, lo que indica una mayor concentracion de material. En
los depositos generados con tratamientos térmicos intermitentes de 1 minuto, la estructura
del anillo de café persiste, pero sus bordes son difusos, mostrando grietas mas gruesas y
areas de textura irregular (ver recuadro naranja). En la region central (recuadro azul), se
observan pequenos cristales dispersos en forma de aguja con sub-venaciones.

Con tratamientos térmicos intermitentes de 2 minutos, las gotas producen depositos con
una region central asimétrica y rugosa, rodeada por una zona de deposiciéon uniforme con
pequenas areas sombreadas. En estos depositos la linea de contacto no muestra simetria
radial. El recuadro naranja muestra grietas prominentes en la periferia y un anillo de
café muy difuso. La region rugosa contiene agregados amorfos en forma de dendritas con
bordes altamente difusos (recuadro azul). Los depositos generados con soluciones sometidas
a tratamientos térmicos intermitentes de 4 minutos presentan similitudes con los de 2
minutos, pero con un anillo de café que exhibe grietas ensanchadas y pequenas areas
sombreadas, como se muestra en el recuadro naranja. La regiéon rugosa esta compuesta por
estructuras dendriticas bien definidas, observables en el recuadro azul. Los tratamientos
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Figura 3.6: Patrones en gotas secas de soluciones de proteina-NaCl (¢ = 0.1 wt %)
bajo ciclos térmicos. Columna a la izquierda: La fila “Nativo” ilustra un pronunciado
efecto de anillo de café en una gota de solucion proteica (¢, = 1 wt % para BSA and
¢ = 0.1 wt % de NaCl) sin tratamiento térmico. Los patrones de gotas de 12x1 min, 6x2
min y 4x3 min presentan areas de textura irregular, mientras que los depoésitos de 2x6
min y 1x12 min generan un caracteristico patréon de ojo. Los niimeros en rojo indican la
cantidad de ciclos térmicos, mientras que los niimeros en negro corresponden a la duracion
del calentamiento y las barras codificadas por colores (naranja y azul) indican las regiones
marcadas con colores correspondientes dentro de las gotas. Las barras moradas y negras
representan escalas de 1 mm y 0.5 mm, respectivamente.

intermitentes de 6 minutos generan un patréon de ojo, caracterizado por una clara
diferenciacion entre la region central y la periferia. La periferia muestra una deposicion
uniforme sin estructuras significativa (ver recuadro naranja), mientras que el agregado
central estd dominado por cristales en forma de aguja que estan embebidos en una re-
gion de aspecto fibroso (recuadro azul). Finalmente, las gotas de soluciones sometidas a
calentamiento de 12 minutos muestran una alta similitud con los depoésitos generados con
tratamientos intermitentes de 6 minutos. La periferia presenta un aspecto liso con grie-
tas altamente ensanchadas (recuadro naranja), mientras que la region central indica una
estructura fibrosa con cristales en forma de aguja y sub-venaciones, observable en el re-
cuadro azul. Las Figuras 3.7 y 3.8 muestran que, sin importar la concentraciéon de NaCl
y el tratamiento térmico, se observa una alta reproducibilidad en la formacién de patrones.

La Figura 3.9 presenta la cuantificacion del impacto del recocido térmico en la com-
plejidad de los patrones formados por gotas secas. La Figura 3.9a muestra la entropia
configuracional (u.a.) de gotas secas de una solucién proteica con NaCl al 1 wt %, some-
tidas a diferentes tiempos de recocido térmico. Los resultados indican que las gotas sin
tratamiento térmico (Nativo) presentan una entropia de aproximadamente 8 u.a., lo que
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Alta concentracion
X4 min

—

Nativo

Figura 3.7: Reproducibilidad de patrones en depdsitos de gotas secas de proteina
y NaCl (¢ =1 wt %) bajo diferentes tratamientos térmicos. Los ntimeros en rojo
indican la cantidad de ciclos térmicos y los ntimeros en negro, la duracion del calentamiento
(minutos). Las barras moradas representan 1 mm.

Baja concentracion
Nativo $x4 min

12x1 min

1x12 min

Figura 3.8: Reproducibilidad de patrones en depésitos de gotas secas de proteina
y NaCl (¢ = 0.1 wt %) bajo diferentes tratamientos térmicos. Los nimeros en rojo
indican la cantidad de ciclos térmicos y los niimeros en negro, la duracion del calentamiento
(minutos). Las barras moradas representan 1 mm.

6x2 min
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refleja un nivel moderado de complejidad en los patrones iniciales. En depoésitos generados
con tratamientos térmicos intermitentes de 1 y 2 minutos, la entropia aumenta ligeramente
por arriba de 8.5 u.a., sugiriendo un incremento en la complejidad debido al incremento
en la densidad de agregados en toda la superficie. A partir de tratamientos térmicos inter-
mitentes de 4 minutos, se observa una disminuciéon por debajo de 8.1 u.a., derivado de la
disminucién de la apariciéon de estructuras en la periferia.

(a) 9.0 | 4 Alta concentracién (b) | @ Baja concentracién
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_ ¢ i i
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Recocido Recocido

Figura 3.9: Anilisis de textura de gotas secas de proteina y NaCl bajo diferentes
tratamientos térmicos. La Entropia en funcion de los ciclos térmicos. (a) Depositos con
alta concentracion de NaCl (¢ =1 wt %) y (b) depositos con baja concentracion de NaCl

(0 =0.1wt%).

En la Figura 3.9b se muestra que la entropia configuracional de gotas secas de una
solucion proteica con NaCl al 0.1 wt % decrece con la duracion del ciclo de calentamiento
intermitente. Las gotas sin tratamiento térmico (Nativo) presentan una entropia de aproxi-
madamente 7.7 u.a., lo que sugiere una complejidad inicial moderada en los patrones. Con
un tratamiento térmico de ciclos de 1 y 2 minutos, la entropfa disminuye drasticamente
cerca de 7.2 y 6.2 u.a., respectivamente. Esto es debido a la desaparicion de estructuras
cristalinas que cubre todo el deposito. Para tratamientos a partir de 4 minutos por ciclo,
la entropia disminuye ligeramente alcanzando valores alrededor de 5.8 u.a. Esto se debe a
una mayor simplificacion de los patrones por la apariciéon de grandes zonas de deposicion
uniforme en la periferia de los depoésitos, especialmente caracteristicos del patron de ojo
que surgen en depositos generados con ciclos de 6 y 12 minutos.

Estimar curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) para la muestra control y
las muestras sometidas a diferentes tratamientos térmicos podria ser una herramienta tutil
para evaluar la capacidad del método de reconocimiento de gotas secas, basado en la en-
tropfa configuracional, para diferenciar proteinas con distintos estados conformacionales.
La Figura 3.10a muestra que la curva ROC correspondiente a la muestra con ciclos de 1
minuto presenta un alto nivel de sensibilidad y especificidad en la deteccién de cambios
estructurales en las gotas secas con NaCl al 1 wt%. Un comportamiento similar se ob-
serva al comparar las muestras con NaCl al 0.1 wt % sometidas a diversas condiciones de

38



Capitulo 3. 3.4. Resultados

recocido con los depositos de proteinas en estado nativo (ver Figura 2.10b), evidenciando
consistentemente altos niveles de sensibilidad y especificidad en la deteccién de cambios
estructurales bajo diferentes tratamientos térmicos.

(a) FAlta concentracion, 12x1 minl (b) |— Baja concentracion, 6x2 min
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Figura 3.10: Caracteristica Operativa del Receptor (ROC). Curvas ROC estimadas
a partir del analisis de Entropia en patrones de gotas secas de proteina-NaCl. (a) Relacion
de sensibilidad y 1—especificidad de depdsitos con alta concentracion de NaCl (¢ = 1
wt %) bajo tratamientos térmicos de 1 min. (b) Relacion de sensibilidad y 1—especificidad
de depositos con baja concentracion de NaCl (¢ = 0.1 wt %) bajo tratamientos térmicos
de 2 min.

La Figura 3.11a presenta el area bajo la curva ROC (AUC) para las muestras con alta
concentracion de NaCl (1 wt %) sometidas a diferentes duraciones de recocido. A pesar de
las ligeras variaciones en los valores del AUC, todos los tratamientos térmicos presentan
una capacidad de discriminacion elevada, con valores superiores a 0.9.
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Figura 3.11: Efectividad para identificar depdsitos de gotas secas de proteina y
NaCl bajo diferentes tratamientos térmicos. (a) Depositos con alta concentracion
de NaCl (¢ = 1 wt %). (b) Depositos con baja concentracion de NaCl (¢ = 0.1 wt %).
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Esto confirma la robustez y eficacia del método de reconocimiento de gotas secas basado
en la entropia configuracional, incluso a bajas concentraciones de NaCl (Figura 3.11b). En
particular, a esta concentracion, los datos revelan que el método mantiene un AUC cercano
a 1.0 de manera consistente, independientemente del tiempo de recocido (1, 2, 4, 6 y 12
minutos), lo que demuestra una excelente capacidad de discriminacion entre las diferentes
conformaciones proteicas.

Dinamica de formacién de cristales en gotas de proteina-NaCl bajo
tratamientos térmicos

Alta concentracion
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Figura 3.12: Proceso de formaci6én de patrones de depésitos de solucién proteina-
NaCl (¢ = 1 wt %) con diferente ciclo térmico. Las fotografias muestra la progresion
del secado en gotitas proteicas bajo tratamientos térmicos de 2x4 min, 1x12 min y estado
nativo. Los recuadros de colores indican los mecanismos de transporte de masa y agrega-
cion: Violeta= distribucion homogénea, Verde= flujos capilares, Rojo= nucleacién desde
la periferia, Naranja= nucleacion en el centro, Amarillo= flujos de Marangoni, Celeste=
distribucién heterogénea y Azul= morfologia final. Las barras moradas indican 1 mm.

El analisis de la evaporacion de gotas de soluciones proteicas con diferentes tratamientos
térmicos permite identificar mecanismos de transporte de masa y procesos de agregacion
que esculpen la morfologia final de los patrones. La Figura 3.12 muestra la formacién
de patrones en depositos de una soluciéon proteica con 1 wt % de NaCl bajo diferentes
tratamientos térmicos (Nativo, 3x4 min y 1x12 min). En las gotas de proteinas en estado
nativo (Nativo), el proceso de evaporacion inicial ocurre mayormente en la linea de contacto
(t =0s at=1,950s), manteniendo una superficie lisa. Esto ultimo, es indicativo de una
distribucién homogénea de solutos debido a la alta movilidad molecular y la ausencia de
gradientes de concentracion (recuadro violeta). A medida que la evaporacion progresa (t =
2,220s), comienza a formarse un borde en la periferia de la gota debido a la acumulacion de
solutos, derivado del efecto de anillo de café. Este crecimiento del anillo se produce cuando
las proteinas son arrastradas hacia el borde de la gota por flujos capilares que compensan
la evaporacion maés rapida en los bordes (recuadro verde). A los ¢t = 2,580s, la alta
concentracion local de solutos en el borde resulta en una nucleacion rapida, donde emergen
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las primeras estructuras cristalinas en forma de aguja debido a la sobresaturacion localizada
(recuadro rojo). Posteriormente (¢t = 2,640s), la region central de la gota muestra signos
de nucleacion de estructuras festoneadas, resultado de la competencia entre la evaporacion
y la redistribucion capilar de los solutos (recuadro naranja). Finalmente, a los t = 2,820,
la morfologia final del deposito se revela (recuadro azul).

En el caso de gotas de soluciones sometidas a ciclos de 4 minutos de tratamiento
térmico, la superficie de la gota permanece lisa durante la etapa inicial, lo que sugiere un
equilibrio dindmico entre la evaporacion y la difusion de solutos dentro de la gota (recuadro
violeta). Conforme el tiempo avanza (t = 1,800s), la formacion del anillo de café se hace
evidente, indicando que los flujos capilares han comenzado a arrastrar las proteinas hacia
el borde, similar al proceso observado en el estado nativo (recuadro verde). Sin embargo,
debido al tratamiento térmico, la dindmica de evaporacién cambia. Surge una contraccion
radial de la gota sobre el depdsito, concentrando aiin mas los solutos en el centro de la
gota y facilitando la nucleacion (recuadro amarillo). A partir de los t = 2,460's, se observa
un crecimiento abrupto de estructuras cristalinas en forma de aguja que se extienden por
toda la regiéon central, reflejando una nucleacion homogénea debido a la sobresaturacion
sostenida (recuadro naranja). Finalmente, a los ¢ = 3,330s, se forma un patron de ojo
distintivo (recuadro azul). Para las gotas con 12 minutos de tratamiento térmico, la agre-
gacion de proteinas desplegadas favorece una distribuciéon no homogénea de solutos durante
un periodo prolongado (t = 0s a t = 1,410s), creando un aspecto no uniforme sobre la
superficie de la gota (recuadro celeste). A medida que el tiempo avanza (t = 1,740s), la
contraccion radial de la gota sobre el depoésito se vuelve evidente. Este comportamiento se
debe a que la tension superficial de la gota se ajusta para equilibrar las fuerzas de cohesion
y adhesion, permitiendo que el borde de la gota se retraiga hacia el centro a medida que
el volumen de liquido disminuye por la evaporacion (recuadro amarillo). A los t = 2,340,
la concentraciéon de solutos en el centro alcanza niveles de saturacion, iniciando el proceso
de formacion de estructuras fibrosas debido al crecimiento desordenado en condiciones de
evaporacion rapida (recuadro naranja). Finalmente, a los t = 2,910s, la morfologia final
del deposito muestra un patron de ojo bien definido (recuadro azul).

En la Figura 3.13 se muestra la formacion de patrones en depoésitos de una solucién
proteica con baja concentracion de NaCl (¢ = 0.1 wt %) bajo diferentes tratamientos tér-
micos (Nativo, 3x4 min y 1x12 min). Para las gotas en estado nativo (Nativo), inicialmente
(t = 0s), la gota presenta una superficie lisa, indicando un equilibrio entre la evaporacion
y la movilidad de los solutos (recuadro violeta). Durante la evaporacion (¢ = 1,740s), la
gota mantiene su morfologia uniforme, pero al llegar a t = 1,9205s, se empieza a observar
una ligera acumulacion de solutos en la periferia. Este fenomeno se acentta a t = 2,160 s,
donde el borde de la gota se vuelve mas pronunciado (recuadro verde). A medida que la
evaporacion continta (¢t = 2,490s), se forman estructuras cristalinas en la periferia debido
a la sobresaturacion local (recuadro naranja). Este patron de cristalizacion se vuelve mas
evidente a t = 2,550 s y se consolida en ¢t = 2,700 s, donde la gota muestra un depésito con
una periferia cristalina y un centro méas homogéneo (recuadro azul). En el caso de las gotas
sometidas a 4 minutos de tratamiento térmico, al inicio (¢ = 0s), la superficie permanece
homogénea y la distribucion de solutos es uniforme (recuadro violeta). En ¢t = 1,500s, la
formacion del borde se vuelve mas notoria, debido al efecto del anillo de café (recuadro
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verde). A t = 2,070s, se observa una contraccion radial de la gota, indicando una mayor
concentracion de solutos en el centro (recuadro amarillo). Este proceso continua hasta
que produce la aparicion de estructuras (recuadro naranja). La evolucion continua hasta
t = 2,250s, donde la cristalizacion se extiende y se finaliza en ¢ = 2,580 s, mostrando un
patron mas distribuido de estructuras cristalinas (recuadro azul). Para las gotas con 12
minutos de tratamiento térmico, al inicio de la evaporacion (¢t = 0s), la gota muestra una
superficie relativamente lisa, con una distribucion homogénea de solutos (recuadro viole-
ta). A t =1,830s, se observa una mayor contraccion radial, lo que genera un aumento en
la concentracion de solutos en el centro (recuadro amarillo). En ¢t = 2,130, esta tendencia
se intensifica y a t = 2,340s, la formacion del anillo de café es evidente. En t = 2,580,
inicia el proceso de formacion de cristales en forma de aguja y sub-venaciones (recuadro
naranja) hasta formar una estructura fibrosa y el caracteristico patron de ojo (recuadro
azul).

Baja concentracion
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Figura 3.13: Proceso de formacion de patrones de depésitos de solucién proteina-
NaCl (¢ = 0.1 wt %) con diferente ciclo térmico. Las fotografias muestra la progre-
sion del secado en gotitas proteicas bajo tratamientos térmicos de 2x4 min, 1x12 min y
estado nativo. Los recuadros de colores indican los mecanismos de transporte de masa y
agregacion: Violeta= distribucion homogénea, Verde= flujos capilares, Naranja= nuclea-
cién en el centro, Amarillo= flujos de Marangoni y Azul= morfologia final. Las barras
moradas indican 1 mm.

Los tratamiento térmicos de 12x1 min, 6x2 min y 2x6 min, aplicados a soluciones con
alta y baja concentraciéon de NaCl, exhibieron comportamientos similares respectivamente
para cada grupo durante el proceso de secado de los depositos (ver Capitulo 5, Figuras 5.1
y 5.2).

La Figura 3.14 muestra la dindmica de secado lateral de gotas de soluciones de pro-
teinas nativas con altas y bajas concentraciones de NaCl (1 y 0.1 wt %, respectivamente)
expuestas a diferente tratamiento térmico (Nativo, 3x4 min y 1x12 min). Para las gotas de
proteina nativa (Nativo) con alta concentracion de NaCl (1 wt %), se observa inicialmente
una morfologia concava elevada, que se aplana progresivamente durante la evaporacion
hasta que todo el solvente se pierde, dejando un depoésito de proteinas. En la etapa inicial
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de evaporacion, la mayor pérdida de moléculas de agua se localiza en la linea de contacto
debido a la elevada tension superficial y al efecto de evaporacion de borde, donde la evapo-
racion es mas eficiente. Este comportamiento evoluciona a medida que la gota se aplana,
lo que reduce la curvatura interfacial y facilita la transicion al modo de evaporacion en
el volumen. Este modo se caracteriza por una evaporaciéon isotropica en toda la super-
ficie de la gota, promoviendo una distribucién uniforme del flujo de vapor. Los perfiles
de altura normalizados demuestran una reduccién isotropica y simétrica de la altura de
la gota, manteniendo la simetria radial durante todo el proceso de evaporacion. Ademas,
estos perfiles indican que la linea de contacto de la gota permanece pinneada, mostrando
un anclaje constante durante toda la fase de evaporacion, lo que sugiere una adherencia
estable del borde de la gota al sustrato.
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Figura 3.14: Dindmica de secado de gotas con alta concentraciéon de NaCl. Panel
I Fotografias laterales de la progresion del secado en gotas nativas y bajo tratamientos
térmicos de 3x4 min y 1x12 min. Panel II: Gréficas del perfil de altura correspondiente al
proceso de evaporacion de los depositos. Las barras moradas indican 1 mm.
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Para las gotas de proteina con tratamientos térmicos de ciclos de 4 minutos, se observa
una morfologia concava similar a la de gotas con proteinas nativas. Durante la evaporacion,
la gota comienza a mostrar una reducciéon en su altura central, pero mantiene su forma
coOncava por un periodo similar al de proteinas nativas. La evaporacion sigue dominada
por la linea de contacto en las primeras etapas, debido a la elevada tension superficial y
al efecto de evaporacion en el borde, donde la pérdida de masa es maés eficiente. A medida
que el proceso avanza, la gota experimenta una disminucién en la curvatura interfacial,
lo que facilita una transicion gradual al modo de evaporaciéon en el volumen. Los perfiles
de altura normalizados demuestran que, en la etapa final de evaporacion, el retraimiento
de la linea de contacto hacia el centro de la gota es evidente. Esta dindmica se da sobre
el deposito de proteinas y no sobre el sustrato, lo que indica que la pelicula de proteinas
actiia como una nueva interfaz de evaporacion, influenciando la distribuciéon de solutos y
la morfologia final de los agregados en el depoésito. Las gotas de proteina expuestas a un
tratamiento térmico de 12 minutos con alta concentracion de NaCl (1 wt %), muestran
inicialmente una morfologia concava elevada que se mantiene durante un periodo prolon-
gado antes de aplanarse gradualmente. Durante esta etapa, la evaporacion continta siendo
dominada por la region de la linea de contacto. Conforme avanza el tiempo, la gota ex-
perimenta una notable disminucién en su altura central, manteniendo inicialmente una
distribucion simétrica del flujo de vapor. En la etapa final de evaporacion, los perfiles de
altura normalizados indican un retraimiento de la linea de contacto hacia el centro de la
gota. Ademaés, se observa una asimetria en los perfiles de altura, sugiriendo que la distribu-
cion de la evaporacion y la morfologia del depdsito no son completamente uniformes. Esta
asimetria podria deberse a variaciones locales en la concentracion de solutos que podrian
generar diferencias en la dindmica de evaporacion a lo largo de la superficie de la gota.
Este fenomeno influye significativamente en la distribucion de los solutos y en la morfologia
final del deposito, promoviendo una estructura que puede ser més heterogénea y menos
controlada en comparaciéon con etapas anteriores.

La Figura 3.15 ilustra la dinamica de secado de gotas de soluciones de proteinas nativas
con baja concentracion de NaCl (0.1 wt %) sometidas a diferentes tratamientos térmicos
(Nativo, 3x4 min y 1x12 min). Al inicio del proceso de evaporacion, se observa que las
gotas presentan una forma concava pronunciada, que se va aplanando a medida que el
solvente se evapora, dejando un residuo proteico. En la fase inicial, la evaporacion es mas
intensa en la linea de contacto debido a la alta tension superficial y al efecto de borde,
donde la evaporacion es mas eficiente. Este fendmeno se refleja en una reducciéon uniforme
y simétrica del perfil de altura de la gota, manteniendo una simetria radial constante a
lo largo del proceso. Para las gotas sometidas a un tratamiento térmico de 4 minutos,
la morfologia inicial concava persiste, aunque se empieza a notar una disminuciéon en la
altura central durante la evaporacion. Esta reducciéon gradual facilita la transicion de la
evaporacion predominante en la linea de contacto a una evaporacion mas homogénea en el
volumen de la gota. Los perfiles de altura normalizados muestran una reduccion simétrica
de la gota, manteniendo su simetria radial durante todo el proceso. En las etapas finales,
se observa que la linea de contacto se retrae hacia el centro de la gota, indicativo de una
nueva interfaz de evaporacion creada por el deposito de proteinas. Las gotas expuestas
a un tratamiento térmico de 12 minutos también exhiben una morfologia céncava inicial
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prolongada antes de aplanarse gradualmente. Durante este tiempo, la evaporacion sigue
dominada por la linea de contacto, similar a los otros tratamientos. Sin embargo, en la
etapa final, los perfiles de altura muestran un notable retraimiento de la linea de contacto
hacia el centro, lo que sugiere una evaporaciéon no completamente uniforme y posibles
variaciones locales en la concentracion de solutos.
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Figura 3.15: Dinamica de secado de gotas con baja concentracién de NaCl. Panel
I Fotografias laterales de la progresion del secado en gotas nativas y bajo tratamientos
térmicos de 3x4 min y 1x12 min. Panel II: Gréficas del perfil de altura correspondiente al
proceso de evaporacion de los depositos. Las barras moradas indican 1 mm.

La dindmica de secado lateral observada para los ciclos térmicos de 12x1 min, 6x2 min
y 2x6 min, tanto en soluciones con alta como con baja concentracion de NaCl, mostro
un comportamiento de aplanamiento y reduccion consistente con las gotas previamente
descritas (ver Capitulo 5, Figuras 5.3 y 5.4).
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Propiedades de secado

La Figura 3.16 muestra la evolucion de la altura normalizada (h,/ho) como funcion
del tiempo normalizado (t/t.) para gotas de alta y baja concentracion sometidas a tres
tratamientos térmicos diferentes: Nativo, 3x4 min y 1x12 min. En las soluciones de alta
concentracion de NaCl (ver Figura 3.16a), se observa que la altura disminuye progresi-
vamente de manera aproximadamente lineal a lo largo del tiempo de evaporacién para
los tres tratamientos. Sin embargo, las gotas nativas presentan una altura mayor durante
todo el proceso, lo que sugiere una estabilidad estructural superior en comparacién con
los tratamientos térmicos. Por otro lado, las gotas tratadas durante 3x4 min exhiben una
reduccion mas acelerada de la altura en las etapas iniciales de la evaporacion, reflejando
un posible efecto de desnaturalizacion que favorece la pérdida de agua. En contraste, para
las gotas de baja concentracion de NaCl (ver Figura 3.16b), las diferencias entre los trata-
mientos son menos pronunciadas, aunque se mantiene la tendencia de mayor estabilidad en
las gotas nativas. Las gotas tratadas con 1x12 min muestran nuevamente una disminuciéon
mas rapida de la altura, indicando que los cambios inducidos por este tratamiento térmico
afectan la dinamica de evaporacion incluso a bajas concentraciones.
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Figura 3.16: Evoluciéon de la altura durante el secado de gotas sometidas a trata-
mientos térmicos. Evolucion temporal de la altura normalizada (h,/hg, donde h, es la
altura del vértice y hg es la altura inicial de la gota) para gotas con alta (a) y baja (b) con-
centracion de NaCl sometidas a ciclos térmicos. Los simbolos en negro indican depdsitos
con proteina nativa y, los simbolos en verde y rojo representan los tratamientos térmicos
de 3x4 min y 1x12 min, respectivamente. Las barras de error representan la desviaciéon
estandar para n = 4.

La Figura 3.17 presenta la evolucion del radio normalizado (r/ry) como funcion del
tiempo normalizado para los mismos tratamientos térmicos y concentraciones. En solu-
ciones de alta concentracion (ver Figura 3.17a), las gotas nativas mantienen un radio
constante durante casi todo el proceso de evaporacion, lo que indica una fijaciéon estable
de la linea de contacto. En cambio, las gotas sometidas a los tratamientos térmicos 3x4 min
y 1x12 min muestran una disminucién progresiva del radio hacia el final del proceso, refle-
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jando una contraccion de la linea de contacto. Este comportamiento es atin mas evidente
en el tratamiento de 3x4 min, donde la pérdida de estabilidad de la linea de contacto es
més pronunciada. En las soluciones de baja concentracion (ver Figura 3.17b), se observa
un patréon similar, donde las gotas nativas mantienen un radio constante a lo largo del
tiempo, mientras que las gotas tratadas térmicamente experimentan una contracciéon mas
significativa del radio. En particular, el tratamiento 1x12 min muestra una mayor reduc-
cion del radio al final del proceso de evaporacion, lo que refuerza la hipotesis de que este
tratamiento altera significativamente las propiedades de fijaciéon de la linea de contacto.
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Figura 3.17: Evolucién del radio durante el secado de gotas sometidas a trata-
mientos térmicos. Evolucion temporal del radio normalizado (/1) para gotas con alta
(a) y baja (b) concentracion de NaCl sometidas a ciclos térmicos. Los simbolos en negro
indican depésitos con proteina nativa y, los simbolos en verde y rojo representan los trata-
mientos térmicos de 3x4 min y 1x12 min, respectivamente. Las barras de error representan
la desviacion estandar para n = 4.

Los perfiles de altura y radio correspondientes a las gotas tratadas con ciclos térmicos
de 12x1 min, 6x2 min y 2x6 min, en soluciones con alta y baja concentracion de NaCl se
muestran en el Capitulo 5, Figura 5.5 y Figura 5.6.

El analisis del angulo de contacto inicial (f) proporciona informacion sobre la interac-
cion entre las proteinas y la superficie, y revela las propiedades de mojabilidad resultantes
de dicha interaccion. La Figura 3.18 muestra el angulo de contacto inicial (¢) para pro-
teinas sometidas a diferente tiempo del ciclo de recocido. Figura 3.18a, que corresponde a
una alta concentracion de NaCl, se observa que el angulo de contacto inicial de proteinas
nativas es de aproximadamente 72 grados. A medida que la duracién del ciclo de calen-
tamiento incrementa desde 1 hasta 12 minutos, se aprecia una tendencia ascendente en el
angulo de contacto de las gotas, alcanzando un valor maximo cercano a los 82 grados.

Figura 3.18b, que representa una baja concentraciéon de NaCl, muestra un angulo de
contacto inicial similar de aproximadamente 72 grados. Sin embargo, a diferencia del caso
de alta concentracion, la variacion del angulo de contacto es menor. Las gotas con ciclos
de 4 minutos de calentamiento, el d&ngulo de contacto alcanza un valor maximo cercano
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a los 78 grados. Para gotas con ciclos de calentamiento de mayor duracién se mantiene
relativamente constante este valor e incluso muestra una ligera disminuciéon en gotas ge-
neradas con 12 minutos. Este comportamiento indica que, para altas concentraciones de
NaCl, el recocido tiene un impacto mayor en la interaccion de la proteina con la superficie,
lo que impulsa la resistencia a la humectacion y, por tanto, disminuye las propiedades de
mojabilidad de la solucién proteica.
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Figura 3.18: Angulo de contacto inicial en gotitas de proteina-NaCl con dife-
rentes ciclos térmicos. (a) Angulo de contacto inicial en gotitas a alta concentracion
de NaCl (¢ = 1 wt %). (b) Angulo de contacto inicial en gotitas a baja concentracion de

NaCl (¢ = 0.1 wt %).
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Figura 3.19: Tiempo total de secado de gotas bajo diferentes ciclos térmicos. (a)
Tiempo de secado en funcion del ciclo térmico en gotitas de proteina con alta concentracion
de NaCl. (b) Tiempo de secado en funcion del ciclo térmico en gotitas de proteina con
baja concentracion de NaCl.

La evaluacion de la evaporacion de gotas de soluciones proteicas sometidas a diferentes
tratamientos térmicos es clave para disenar procesos de manufactura. En la Figura 3.19
se muestra que, independientemente de la concentracion de NaCl, no existen diferencias
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significativas en el tiempo de evaporacion (t,,q,) de las gotas de soluciones sometidas a
diversos tratamientos térmicos. Para las soluciones de alta y baja concentracion, el tiempo
de evaporacion de las gotas presenta una ligera variabilidad alrededor de los 3000 segundos.
Esto puede tener implicaciones importantes para el diseno de procesos y productos que
requieren estabilidad.

Espectroscopia UV-Vis

La variabilidad en los estados conformacionales de la proteina, a pesar de estar sometida
a un tiempo total de 12 minutos en contacto térmico a una fuente a T= 90°C, puede
explicarse a través de la teoria vitrea y el concepto de tiempo critico t.. Este parametro
representa el tiempo requerido para que la solucién proteica alcance la temperatura critica
tc asociada a la transicion de fase irreversible de la BSA (60°C) [118]. En el contexto
de proteinas sometidas a tratamientos térmicos intermitentes, este tiempo desempena un
papel crucial en la reorganizacion de las configuraciones estructurales en respuesta al calor.
Cuando la duraciéon de los ciclos térmicos de calentamiento a 90°C es menor que t., la
proteina no logra alcanzar a T, antes de que comience el periodo de termalizacién a 20°C.
Esto produce que la BSA alcance configuraciones reversibles fuera de equilibrio, incluidas
aquellas parcialmente desplegadas.
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Figura 3.20: Curvas de temperatura en soluciones de proteinas a 90°C. La tran-
sicion irreversible de BSA ocurre en el tiempo critico t¢ = 80 s. La curva en negro co-
rresponde al agua desionizada en su estado puro, mientras que la curva en rojo y azul
corresponden a soluciones de BSA y NaCl al 1 wt % y al 0.1 wt %, respectivamente.

La Figura 3.20 muestra el incremento de la temperatura de las soluciones de protei-
nas en contacto térmico con la fuente a 90°C. Determinamos que el tiempo critico de las
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muestras es aproximadamente . = 80 s. Por lo tanto, en tratamientos con ciclos cortos y
frecuentes, como 12 ciclos de 1 minuto o 6 ciclos de 2 minutos, la proteina experimenta
multiples perturbaciones térmicas que no permiten un tiempo suficiente para la relajacion
completa hacia configuraciones mas estables. Cada ciclo aporta una cantidad de energia
que, si bien es suficiente para alterar las conformaciones de la BSA, no es lo suficiente-
mente prolongada para superar las barreras energéticas profundas y alcanzar un estado de
equilibrio verdadero en una configuracion irreversible. Esto resulta en que la proteina oscile
entre diferentes conformaciones metaestables, aumentando la complejidad estructural y la
variabilidad en los patrones observados en los depdsitos secos.

En contraste, los tratamientos con ciclos mas largos y menos frecuentes, como 2 ciclos
de 6 minutos o un solo ciclo de 12 minutos, proporcionan tiempo suficiente para que la
proteina sobre pase la T, durante cada ciclo de calentamiento. Esto permite una reorga-
nizaciéon més profunda de las estructuras secundarias y terciarias hacia configuraciones
més estables, favoreciendo la formacion de agregados ordenados, como se observa en la nu-
cleacion de estructuras fibrosas o agregados amorfos més uniformes. El contacto térmico
prolongado facilita que la proteina supere las barreras energéticas y transite hacia estados
conformacionales de menor energia libre, reduciendo asi la complejidad y la variabilidad
de los patrones en los depoésitos secos.

Los espectros UV-Vis de soluciones de BSA con diferentes concentraciones de NaCl
(p=1wt% y ¢ =0.1 wt%) sometidas a diversos tratamientos térmicos revelan cambios
significativos en la estructura conformacional de la proteina en funcién de los ciclos de
calentamiento. En soluciones con alta concentracion de NaCl (Fig. 3.21a), la muestra nativa
exhibe un maximo de absorcion caracteristico cerca de 291 nm, atribuido a los residuos
arométicos (triptéfano y tirosina) en su entorno nativo. A medida que aumenta el nimero
de ciclos de calentamiento, se observa una disminucién gradual en la intensidad de esta
banda. Este comportamiento sugiere la desnaturalizacion térmica de la BSA, lo que provoca
cambios en el microentorno de los residuos aromaticos y, posiblemente, un aumento en su
exposicion al solvente, indicando una pérdida de estructura terciaria. Ademas, se evidencia
un corrimiento hacia el rojo bajo ciertas condiciones térmicas: el maximo de absorciéon se
desplaza a 300 nm, 297 nm y 296 nm para los ciclos de 1x12 min, 2x6 min y 3x4 min,
respectivamente.

En soluciones con baja concentracion de NaCl (Fig. 3.21b), el méaximo de absorcion
se mantiene en 291 nm independientemente del tratamiento térmico, lo que indica la au-
sencia de desplazamientos espectrales significativos. Sin embargo, se observa un aumento
progresivo en la intensidad de absorbancia para ciclos de calentamiento prolongados, lo que
sugiere que la exposicion térmica extendida altera la estructura de la proteina, aunque sin
provocar desplazamientos importantes en el maximo de absorcion. Estos resultados desta-
can la influencia de la concentraciéon de NaCl en la estabilidad térmica de la BSA, donde
una mayor fuerza iénica favorece modificaciones estructurales e induce desplazamientos es-
pectrales. En contraste, a bajas concentraciones de NaCl, la proteina experimenta menos
alteraciones conformacionales, lo que conduce a propiedades espectrales mas estables.
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Figura 3.21: Espectros UV-Vis de soluciones de BSA a diferentes concentraciones
de NaCl bajo tratamientos térmicos. (a) Alta concentracion de NaCl. Los espectros
revelan cambios conformacionales significativos en BSA con el aumento del tiempo de tra-
tamiento, evidenciado por una disminuciéon en la intensidad del pico de absorcion a 280
nm y el ensanchamiento de la region espectral mas alla de 300 nm, indicativo de agrega-
cion de proteinas y disrupcion estructural. (b) Baja concentracion de NaCl. Los espectros
muestran una magnitud menor de cambios en comparaciéon con la condiciéon de alta con-
centracion. La preservacion del pico de 280 nm sugiere una mayor estabilidad estructural
de BSA bajo estas condiciones, con efectos de agregaciéon menos pronunciados. Todos los
espectros fueron corregidos en funciéon de la linea base para mejorar la comparabilidad y
resaltar los cambios de absorcion intrinsecos resultantes de los tratamientos térmicos.
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3.5. Discusion

En este estudio, se analizaron los patrones de evaporacion y deposicion de gotas de
soluciones proteicas con dos concentraciones distintas de NaCl, previamente sometidas a
diferentes tratamientos térmicos. Los resultados obtenidos revelan que el tipo de trata-
miento térmico influyen significativamente en la morfologia final de los depésitos y en la
complejidad estructural de los patrones formados.

Desde la perspectiva de la teoria vitrea, las proteinas en soluciéon pueden considerarse
como sistemas fuera de equilibrio que se “enfrian” mediante la aplicacion de calor inter-
mitente. Los tratamientos térmicos intermitentes actiian como “impulsos térmicos” que
alteran el “paisaje energético” de la proteina, y dependiendo de la relaciéon entre el tiempo
de relajacion y la duracion de la exposicion térmica, el sistema puede quedar atrapado en
multiples minimos energéticos correspondientes a conformaciones no nativas o lograr tran-
sitar hacia un estado globalmente més estable [119, 120]. Asi, los ciclos largos permiten a la
proteina “relajarse” y acercarse al minimo global de energia, lo que optimiza la estabilidad
estructural y simplifica los patrones formados en los depésitos. De esta manera, la dife-
rencia en los estados conformacionales de la proteina bajo tratamientos térmicos de igual
tiempo total se debe a la capacidad del sistema para alcanzar o no el equilibrio térmico,
moldeando la complejidad de las estructuras resultantes segin el régimen de calentamiento
aplicado.

Los depositos sin tratamiento térmico mostraron estructuras definidas de “anillo de
café” con cristales en forma de aguja distribuidos radialmente desde el borde hacia el
centro, lo que coincide con estudios previos sobre la evaporacion de gotas de soluciones
complejas [121, 122]. Por otra parte, se observo a simple vista que, independientemente de
la concentracion de NaCl, los tratamientos térmicos de 2 minutos o mas generan cambios
morfologicos notables en los depositos. Mas atn, el analisis de textura revela diferencias
significativas en el valor medio de la entropia de los depoésitos. En soluciones con alta
concentracion de NaCl, los tratamientos térmicos de 1 y 2 minutos provocan un aumento
de la entropia, mientras que en las de baja concentraciéon se observa una disminuciéon. El
comportamiento de las gotas con tratamientos térmicos mas prolongados (3x4, 2x6 y 1x12
min) mostré una disminucion en la entropia configuracional, sin importar la concentracion
de NaCl, lo que sugiere una simplificaciéon estructural en los depoésitos. Este fendémeno
puede estar relacionado con la contraccion radial de la gota y la concentracion de solutos
en el centro. Mediante curvas ROC y el AUC se mostré que el método de reconocimiento
de gotas secas, basado en la Entropia, tiene una alta efectividad para distinguir entre
diferentes estados conformacionales de proteina BSA.

La formacion de patrones en depositos de gotas de BSA bajo tratamientos térmicos es
fuertemente influenciada por mecanismos de transporte de masa y agregacion que depen-
den del estado conformacional de las proteinas. Sin tratamiento, predomina el efecto de
“anillo de café”, el cual concentra los solutos en el borde de la gota debido a flujos capilares.
Sin embargo, en tratamientos térmicos a partir de 6 minutos, se observa la aparicién de
flujos, los cuales generan un movimiento del liquido hacia el centro de la gota. Esta di-
namica contrarresta los flujos capilares, induciendo una contraccion radial y la nucleaciéon
central de agregados, lo que resulta en la formacion de patrones de “0jo” caracteristicos en
los depositos (Figura 3.12 y 3.13). Este comportamiento esté alineado con estudios previos
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donde el patréon de ojo surge como resultado de la competencia entre flujos capilares y de
Marangoni, que dirigen los solutos hacia la regiéon central bajo condiciones de sobresatu-
racion local, facilitando la nucleacion de estructuras fibrosas o cristalinas en el centro de
la gota [123].

Una de las principales limitaciones de este estudio es la falta de anélisis a nivel mo-
lecular de las interacciones proteina-proteina y proteina-superficie durante el proceso de
evaporacion. Ademas, el estudio se centr6 en un rango limitado de concentraciones de NaCl
y en un solo tipo de proteina, lo que podria no abarcar completamente la diversidad de
comportamientos posibles en otras condiciones. Futuras investigaciones podrian explorar
el impacto de diferentes tipos de sales y proteinas replegadas para determinar coémo estos
factores afectan la formacion de patrones y la complejidad estructural. Asimismo, seria in-
teresante investigar como la influencia de otros pardmetros, como la humedad relativa y la
temperatura de sustrato, facilitan la deteccion de cambios conformacionales en proteinas.
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3.6. Conclusiones

En conclusion, se investigo el efecto de los tratamientos térmicos intermitentes sobre
la formacion de patrones en gotas secas de soluciones de proteinas de BSA con diferentes
concentraciones de NaCl, utilizando microfotografia y analisis de entropia configuracional
para evaluar los cambios estructurales en los depoésitos. Encontramos que los tratamientos
térmicos intermitentes tienen un impacto claro y predecible sobre la formaciéon de patro-
nes en gotas secas de soluciones proteicas de BSA con NaCl. Las gotas sin tratamiento
térmico muestran el clésico “anillo de café”, mientras que las sometidas a tratamientos mas
largos presentan patrones de “0jo”, asociados a una redistribucion radial del soluto y a la
nucleacion central. El analisis de la entropia configuracional y las curvas ROC confirma la
alta capacidad de estos patrones para distinguir entre diferentes estados conformacionales
de proteinas, lo que sugiere que estos patrones podrian servir como indicadores de confor-
macion proteica. Interesantemente, la complejidad estructural de los depositos aumenta
con tratamientos térmicos cortos, mientras que los tratamientos mas largos promueven
patrones més simples y ordenados.

En general, el anélisis de gotas secas mostro alta efectividad para distinguir entre
diferentes estados conformacionales de proteinas, independientemente de la concentracion
de NaCl.
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Conclusiones Generales

Nuestra investigacion muestra que la formacién de patrones en depodsitos de gotas se-
cas de soluciones de albumina sérica bovina (BSA) y cloruro de sodio (NaCl) puede ser
modulada significativamente mediante el control de la orientacion de las gotas durante
la evaporacion y la aplicacion de tratamientos térmicos intermitentes. Estos métodos ex-
perimentales no solo modifican la morfologia de los depoésitos, sino que también revelan
informacion clave sobre los estados conformacionales de las proteinas.

En el capitulo 2, se observd que la orientaciéon vertical induce gradientes de solutos,
resultando en diferencias morfologicas notables entre las regiones superior e inferior del
deposito. Este fenomeno, controlado por la tasa de evaporacion y el impacto de la gravedad,
demuestra la capacidad de manipular las condiciones de cristalizacion para aplicaciones
especificas en biofabricacion y diseno de materiales funcionales.

El capitulo 3 amplia el analisis al evaluar los efectos de tratamientos térmicos inter-
mitentes, mostrando que estos modifican la conformaciéon de las proteinas y producen
patrones distintivos como el “anillo de café” y el “0jo”. Ademas, el analisis de entropia con-
figuracional y el uso de curvas ROC confirman que los patrones generados son altamente
efectivos para distinguir entre diferentes estados conformacionales de proteinas, indepen-
dientemente de la concentraciéon de NaCl.

Sobre todo, los resultados de este trabajo no solo proporcionan una comprension pro-
funda de los mecanismos de transporte de masa y agregacion involucrados en la formacion
de patrones en gotas secas de proteina, sino que también, mediante una metodologia rapi-
da, eficiente y de bajo costo, abren nuevas perspectivas para la caracterizacion de proteinas
y en el disenio de superficies funcionales.
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Apéndice

En este capitulo se muestran las figuras correspondientes a la formaciéon de patrones
en gotas de proteina y NaCl sometidas a ciclos de recocido de 12x1 min, 6x2 min y 2x6
min. Estos procesos presentan altas similitudes con los observados en los recocidos de 3x4
min, 1x12 min y en estado nativo, descritos en el capitulo 3, tanto para alta como para
baja concentracién de NaCl.
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Dinadmica de formacién de cristales en gotas de proteina-NaCl bajo
tratamientos térmicos
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Figura 5.1: Proceso de formaciéon de patrones de depodsitos de solucion proteina-
NaCl (¢ = 1 wt %) con diferente ciclo térmico. Las fotografias muestra la progresion
del secado en gotas proteicas con alta concentracion de NaCl bajo tratamientos térmicos
de 12x1 min, 6x2 min y 2x6 min. Los recuadros de colores indican los mecanismos de
transporte de masa y agregacion: Violeta= distribuciéon homogénea, Verde= flujos capi-
lares, Rojo= nucleacién desde la periferia, Naranja= nucleacién en el centro, Amarillo=
flujos de Marangoni, Celeste= distribucion heterogénea y Azul= morfologia final. Las ba-
rras moradas representan 1 mm.
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Figura 5.2: Proceso de formacion de patrones de depodsitos de solucion proteina-
NaCl (¢ = 0.1 wt %) con diferente ciclo térmico. Las fotografias muestra la pro-
gresion del secado en gotas proteicas con baja concentracion de NaCl bajo tratamientos
térmicos de 12x1 min, 6x2 min y 2x6 min. Los recuadros de colores indican los mecanis-
mos de transporte de masa y agregacion: Violeta= distribuciéon homogénea, Verde= flujos
capilares, Rojo= nucleaciéon desde la periferia, Naranja= nucleacién en el centro, Amari-
llo= flujos de Marangoni, Celeste= distribucion heterogénea y Azul= morfologia final. Las
barras moradas representan 1 mm.
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Figura 5.3: Dinamica de secado de gotas con alta concentracién de NaCl. Panel
I: Fotografias laterales de la progresion del secado en gotas de proteina bajo tratamientos
térmicos de 12x1 min, 6x2 min y 2x6 min. Panel II: Graficas del perfil de altura corres-
pondiente al proceso de evaporacion de los depositos de proteina-NaCl. Los ntimeros en
rojo indican la cantidad de ciclos térmicos y los niimeros en negro, la duracion del calen-
tamiento (minutos). Las barras moradas representan 1 mm.
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Baja concentracion
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Figura 5.4: Dindmica de secado de gotas con baja concentracién de NaCl. Panel
I: Fotografias laterales de la progresion del secado en gotas de proteina bajo tratamientos
térmicos de 12x1 min, 6x2 min y 2x6 min. Panel II: Graficas del perfil de altura corres-
pondiente al proceso de evaporacion de los depositos de proteina-NaCl. Los ntimeros en
rojo indican la cantidad de ciclos térmicos y los niimeros en negro, la duracion del calen-
tamiento (minutos). Las barras moradas representan 1 mm.
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Propiedades de secado
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Figura 5.5: Evolucién de la altura durante el secado de gotas sometidas a trata-
mientos térmicos. Evolucion temporal de la altura normalizada (h,/hg) para gotas con
alta (a) y baja (b) concentracion de NaCl sometidas a ciclos térmicos. Los simbolos en
azul, naranja y morado indican depoésitos con tratamiento termico de 12x1 min, 6x2 min
y 2x6 min, respectivamente. Las barras de error representan la desviacion estdndar para

n — 4.
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Figura 5.6: Evoluciéon del radio durante el secado de gotas sometidas a trata-
mientos térmicos. Evolucion temporal del radio normalizado (r/r) para gotas con alta
(a) y baja (b) concentracion de NaCl sometidas a ciclos térmicos. Los simbolos en azul,
naranja y morado indican depdsitos con tratamiento térmico de 12x1 min, 6x2 min y 2x6
min, respectivamente. Las barras de error representan la desviaciéon estandar para n = 4.
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Productos cientificos

Durante el desarrollo de este trabajo se elaboraron dos manuscritos, uno de los cuales
ya ha sido publicado en la revista “Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Enginee-
ring Aspects” con el titulo “Gravity-driven crystallization in protein and NaCl droplets”,
mientras que el otro esta en proceso de ser sometido a consideracion para su publicacion.

Ademas, se participé en dos eventos cientificos. El primero de ellos, el XIV Congreso
Nacional y IV Internacional de Tecnologia Aplicada a Ciencias de la Salud, donde se
present6 el trabajo titulado “Cambios estructurales en gotas secas de proteina sometidas
a tratamientos térmicos”, el cual recibié una mencién honorifica. El segundo evento fue
en el Simposio de Quimica Aplicada a Materiales 202/, con el trabajo titulado “Impacto
del Recocido Térmico en Depositos de Gotas Secas de Proteina: Implicaciones para la
Deteccion de Cambios Conformacionales y Aplicaciones Diagndsticas”.
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Keywords: The manipulation of droplet orientation during evaporation emerges as a potentially revolutionary method
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Droplet evaporation and microfabrication. We present an experimental study investigating the impact of vertical orientation on

;:Offe? ring the evaporation dynamics and crystallization patterns in droplets containing bovine serum albumin (BSA)
roteins

and sodium chloride (NaCl) solutions. We found that the vertical configuration creates a notable gradient
in solute distribution and crystalline morphologies along the deposit. At the top of the deposit, dendritic
structures form rapidly due to a high rate of evaporation which promotes local supersaturation, resulting in
anisotropic nucleation and crystal growth. In contrast, the bottom features a more homogeneous and compact
crystal growth, highlighting a slower evaporation rate and a gradual accumulation of solutes. The vertical
orientation significantly impacts both the coffee ring effect and crystallization kinetics, with higher NaCl
concentrations decreasing coffee ring thickness due to gravitational drainage. This consistent behavior across
various droplet volumes and NaCl concentrations demonstrates the significant impact of gravity on orientation
and crystal growth rate. The relevance of this phenomenon is fundamental for pattern formation, with
important implications in the design of biofabrication processes and the engineering of functional materials.

1. Introduction processes that influence the development of diseases such as can-

cers and neurodegenerative disorders [1,2]. Advances in techniques

The study of proteins is essential in biology and medicine, playing like nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy and atomic force
key roles from catalyzing biochemical reactions to regulating cellular
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Morphological Patterns of BSA: Effect of

Thermal Annealing on Protein Conformation
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Abstract

The investigation of pattern formation in deposits of dried protein droplets is key
to the development of functional surfaces and improved wettability properties. We
studied the formation of patterns in deposits of dried droplets from protein solutions
with different concentrations of NaCl (1 and 0.1 wt%). The solutions were previously
subjected to intermittent thermal treatments of varying durations (1, 2, 4, 6, and 12
minutes) and heating cycles (12, 6, 3, 2, and 1). Microphotography techniques were
employed to analyze the morphology of deposits, and configurational entropy was mea-

sured to assess the resulting structural complexity. The results showed that proteins
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“CAMBIOS ESTRUCTURALES EN GOTAS SECAS DE PROTEINA
SOMETIDAS A TRATAMIENTOS TERMICOS”

Mtra. Ana|Mpreno Hernandez Dr. Eduardo Tepichin ﬁ

Presidente del Comité Organizador Local, Presidente del Comité Organizador Nacional,
IBERO - PUEBLA INAOE

64



Capitulo 6.

“

rpiicgrirhinmres)

wEso T @ewer 44§ @o s 35 mmm S

El Instituto Nacional de Astrofisica, Optica y Electrénica,
la Universidad Iberoamericana Puebla,
la Universidad Nacional Auténoma de México, a través del
Instituto de Ciencias Aplicadas y Tecnologia y la Facultad de Medicina,
la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla,
la Universidad Popular Auténoma del Estado de Puebla
y la Universidad Auténoma de San Luis Potosi

otorgan el presente

RECONOCIMIENTO

al cartel:

CAMBIOS ESTRUCTURALES EN GOTAS SECAS DE PROTEINA
SOMETIDAS A TRATAMIENTOS TERMICOS

presentado por:

Monserrat Ancheyta Palacios, Alondra Elizabeth Pérez Sanchez,
Jorge Gonzalez Gutiérrez, Yojana Jautzi Carre6n Herrera

por haber obtenido MENCION HONORIFICA en la categoria de Cartel a
nivel POSGRADO, en el XIV Congreso Nacional y IV Internacional de
Tecnologia Aplicada a Ciencias de la Salud.

} Puebla, 6, 7 y 8 de junio de 2024
;- \ [ :ﬂ /M ﬁdua./rdo'v\j_ Lchan
- Mtra. Ana Moreno Hernandez Dr. Eduardo Tepichin ﬁguo z

Presidente del Comité Organizador Local, Presidente del Comité Organizador Nacional,
IBERO - PUEBLA INAOE

65



Capitulo 6.

\

\

SQAM/2024

SIMPOSIO DE QUIMICA
APLICADA A MATERIALES

El Comité del Simposio de Quimica Aplicada a
Materiales 2024

Agradece su participacion a:

Monserrat Ancheyta Palacios, Alondra Elizabeth Pérez
Sanchez, Yojana Jaultzi Carreon Herrera y Jorge Gonzalez
Gutierrez

Por el trabajo titulado:

“Impacto del Recocido Térmico en Depositos de Gotas Secas
de Proteina: Implicaciones para la Deteccion de Cambios
Conformacionales y Aplicaciones Diagnosticas”

en modalidad pdster virtual el dia 19 de septiembre de 2024

i )

] T
Dra. M@i%‘s&lada Villegas Dr./Aria inosa Roa
Coordinacion General SQAM Coordi on General SQAM
https://www.sgam.org.mx

n NL M 1 — —— 1 ®
() INSTITUTO DE | — — |
L] [ IYNRP:\?;;E':;«;M ‘ H ] S U

e | 2T R

comsoti ¥ PO CENTRO DE INVESTIGACION WCEENEERS /

EN QUIMICA APLICADA

66



Bibliografia

1]

2l

3]

4]

[5]

(6]

7]

8]

9]

Angel San Miguel Hernandez, Rafael San Miguel, and Francisco Javier Martin-Gil.
Importancia de las aplicaciones clinicas de la proteémica. Revista del Laboratorio
Clinico, 3(1):40-48, 2010.

M Victoria Luque Guillén. Estructura y propiedades de las proteinas. Obtenido
de http://www. uv. es: hitp://www. wv. es/tunon/pdf doc/proteinas_09. pdf. 34p,
2009.

Masoud Jelokhani-Niaraki. Membrane proteins: structure, function and motion,
2022.

Tuomas PJ Knowles, Michele Vendruscolo, and Christopher M Dobson. The amyloid
state and its association with protein misfolding diseases. Nature reviews Molecular
cell biology, 15(6):384-396, 2014.

Adriano Aguzzi and Tracy O’connor. Protein aggregation diseases: pathogenicity
and therapeutic perspectives. Nature reviews Drug discovery, 9(3):237-248, 2010.

Massimo Stefani and Christopher M Dobson. Protein aggregation and aggregate to-
xicity: new insights into protein folding, misfolding diseases and biological evolution.
Journal of molecular medicine, 81:678-699, 2003.

Patrick Sweeney, Hyunsun Park, Marc Baumann, John Dunlop, Judith Frydman,
Ron Kopito, Alexander McCampbell, Gabrielle Leblanc, Anjli Venkateswaran, Antti
Nurmi, et al. Protein misfolding in neurodegenerative diseases: implications and
strategies. Translational neurodegeneration, 6:1-13, 2017.

Yojana JP Carreéon, Mary Luz Goémez-Lopez, Orlando Diaz-Hernédndez, Pamela
Vazquez-Vergara, Rosario E Moctezuma, José M Saniger, and Jorge Gonzalez-
Gutiérrez. Patterns in dried droplets to detect unfolded bsa. Sensors, 22(3):1156,
2022.

Raquel C de Oliveira, Clayton A Benevides, George CP Rodrigues, and Rémulo P
Tenoério. Thermal denaturation and ~-irradiation effects on the crack patterns of
bovine serum albumin (bsa) dry droplets. Colloid and Interface Science Communi-
cations, 28:15-19, 2019.

67



Capitulo 6.

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

Yojana JP Carreén, Maricarmen Rios-Ramirez, RE Moctezuma, and Jorge Gonzélez-
Gutiérrez. Texture analysis of protein deposits produced by droplet evaporation.

Scientific reports, 8(1):9580, 2018.

Anusuya Pal, Amalesh Gope, and Anupam Sengupta. Drying of bio-colloidal sessile
droplets: Advances, applications, and perspectives. Advances in Colloid and Interface
Science, 314:102870, 2023.

CC Annarelli, Jean Fornazero, Jacques Bert, and Jean Colombani. Crack patterns
in drying protein solution drops. The Furopean Physical Journal E, 5:599-603, 2001.

Christopher P Gulka, Joshua D Swartz, Joshua R Trantum, Keersten M Davis, Co-
rey M Peak, Alexander J Denton, Frederick R Haselton, and David W Wright. Coffee
rings as low-resource diagnostics: detection of the malaria biomarker plasmodium fal-
ciparum histidine-rich protein-ii using a surface-coupled ring of ni (ii) nta gold-plated
polystyrene particles. ACS applied materials € interfaces, 6(9):6257-6263, 2014.

Duyang Zang, Sujata Tarafdar, Yuri Yu Tarasevich, Moutushi Dutta Choudhury,
and Tapati Dutta. Evaporation of a droplet: From physics to applications. Physics
Reports, 804:1-56, 2019.

Robert D Deegan, Olgica Bakajin, Todd F Dupont, Greg Huber, Sidney R Nagel,
and Thomas A Witten. Publisher correction: Capillary flow as the cause of ring
stains from dried liquid drops. Nature, 592(7855):E12-E12, 2021.

Annie Steinchen and Khellil Sefiane. Self-organised marangoni motion at evaporating
drops or in capillary menisci-thermohydrodynamical model. 2005.

Yongjoon Choi, Jeongin Han, and Chongyoup Kim. Pattern formation in drying of
particle-laden sessile drops of polymer solutions on solid substrates. Korean Journal
of Chemical Engineering, 28:2130-2136, 2011.

Franck Bonnier, Matthew J Baker, and Hugh J Byrne. Vibrational spectroscopic
analysis of body fluids: avoiding molecular contamination using centrifugal filtration.
Analytical methods, 6(14):5155-5160, 2014.

Charles Tanford. Protein denaturation: Part c. theoretical models for the mechanism
of denaturation. Advances in protein chemistry, 24:1-95, 1970.

ML Anson. Protein denaturation and the properties of protein groups. In Advances
in protein chemistry, volume 2, pages 361-386. Elsevier, 1945.

Guofang Chen and Gideon J. Mohamed. Complex protein patterns formation via
salt-induced self-assembly and droplet evaporation. The European Physical Journal
E, 33:19-26, 2010.

Yalin Ye, Xingli Huo, and Zongning Yin. Protein-protein interactions at high con-
centrations: Effects of arghcl and nacl on the stability, viscosity and aggregation me-

chanisms of protein solution. International Journal of Pharmaceutics, 601:120535,
2021.

68



Capitulo 6.

23]

[24]

[25]

[26]

27]

28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

L Pauchard, F Parisse, and C Allain. Influence of salt content on crack patterns
formed through colloidal suspension desiccation. Physical Review E, 59(3):3737,
1999.

Yojana JP Carreén, Maricarmen Rios-Ramirez, Pamela Vazquez-Vergara, Samuel
Salinas-Almaguer, I Cipriano-Urbano, Alfredo Briones-Aranda, O Diaz-Hernandez,
Gerardo J Escalera Santos, and Jorge Gonzalez-Gutiérrez. Effects of substrate tem-
perature on patterns produced by dried droplets of proteins. Colloids and Surfaces
B: Biointerfaces, 203:111763, 2021.

Heather Meloy Gorr, Joshua M Zueger, Daniel R McAdams, and John A Barnard.
Salt-induced pattern formation in evaporating droplets of lysozyme solutions. Co-
lloids and Surfaces B: Biointerfaces, 103:59-66, 2013.

W Bou Zeid and David Brutin. Influence of relative humidity on spreading, pattern
formation and adhesion of a drying drop of whole blood. Colloids and Surfaces A:
Physicochemical and Engineering Aspects, 430:1-7, 2013.

Monserrat Ancheyta-Palacios, Iris G Velasco-Teran, Yojana JP Carreén, and Jorge
Gonzalez-Gutiérrez. Dried droplets of diluted blood to detect a high concentration
of lipids. Processes, 11(7):2047, 2023.

Xiyu Du and RD Deegan. Ring formation on an inclined surface. Journal of Fluid
Mechanics, 775:R3, 2015.

Roxana Belen Pérez Hidalgo, Josias N Molina-Courtois, Yojana JP Carreén, Orlan-
do Diaz-Hernandez, and Jorge Gonzalez-Gutiérrez. Dried blood drops on vertical
surfaces. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 234:113716, 2024.

Marc A Hampton, Tuan AH Nguyen, Anh V Nguyen, Zhi Ping Xu, Longbin Huang,
and Victor Rudolph. Influence of surface orientation on the organization of na-

noparticles in drying nanofluid droplets. Journal of colloid and interface science,
377(1):456-462, 2012.

Ricardo Herrera-Sandoval, Yojana JP Carreén, Orlando Diaz-Hernandez, and Jorge
Gonzalez-Gutiérrez. Drying of pendant drops of blood. Colloid and Polymer Science,
301(11):1325-1336, 2023.

Eleni Dokou, Mark A Barteau, Norman J Wagner, and Abraham M Lenhoff. Effect
of gravity on colloidal deposition studied by atomic force microscopy. Journal of
colloid and interface science, 240(1):9-16, 2001.

Wenliang Qi, Junhui Li, and Patricia B Weisensee. Evaporation of sessile wa-
ter droplets on horizontal and vertical biphobic patterned surfaces. Langmuir,
35(52):17185-17192, 2019.

Luizmae Aspillaga, Daniela Jan Bautista, Samantha Noelle Daluz, Katherine Her-
nandez, Josef Atrel Renta, and Edgar Clyde R Lopez. Nucleation and crystal growth:
Recent advances and future trends. Engineering Proceedings, 56(1):22, 2023.

69



Capitulo 6.

[35]

[36]

137]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

48]

Esra Ibanoglu. Effect of hydrocolloids on the thermal denaturation of proteins. Food
chemistry, 90(4):621-626, 2005.

Yong-Bin Yan, Qi Wang, Hua-Wei He, and Hai-Meng Zhou. Protein thermal aggre-
gation involves distinct regions: sequential events in the heat-induced unfolding and
aggregation of hemoglobin. Biophysical journal, 86(3):1682-1690, 2004.

DMo Mulvihill and M Donovan. Whey proteins and their thermal denaturation-a
review. Irish Journal of Food Science and Technology, 11(1):43-75, 1987.

Zee-Yong Park and David H Russell. Thermal denaturation: a useful technique in
peptide mass mapping. Analytical Chemistry, 72(11):2667-2670, 2000.

Colleen Kelly and Matthew J Gage. Protein unfolding: Denaturant vs. force. Bio-
medicines, 9(10):1395, 2021.

Claudia G Benitez-Cardoza, Arturo Rojo-Dominguez, and Andrés Herndndez-Arana.
Temperature-induced denaturation and renaturation of triosephosphate isomerase
from saccharomyces cerevisiae: evidence of dimerization coupled to refolding of the
thermally unfolded protein. Biochemistry, 40(30):9049-9058, 2001.

Cynthia Akkermans, Atze Jan van der Goot, Paul Venema, Erik van der Linden, and
Remko M Boom. Formation of fibrillar whey protein aggregates: Influence of heat
and shear treatment, and resulting rheology. Food Hydrocolloids, 22(7):1315-1325,
2008.

Claudio Soto. Unfolding the role of protein misfolding in neurodegenerative diseases.
Nature Reviews Neuroscience, 4(1):49-60, 2003.

Qianhui Xu, Yeyang Ma, Yunpeng Sun, Dan Li, Xin Zhang, and Cong Liu. Protein
amyloid aggregate: Structure and function. Aggregate, 4(4):e333, 2023.

Anthony L Fink. Protein aggregation: folding aggregates, inclusion bodies and amy-
loid. Folding and design, 3(1):R9-R23, 1998.

Peter G Vekilov. Phase transitions of folded proteins. Soft Matter, 6(21):5254-5272,
2010.

James M Bier, Casparus JR Verbeek, and Mark C Lay. Thermal transitions and
structural relaxations in protein-b ased thermoplastics. Macromolecular materials
and engineering, 299(5):524-539, 2014.

Maria Grazia Bridelli et al. Fourier transform infrared spectroscopy in the study of

hydrated biological macromolecules. Fourier Transforms-High-Tech Application and
Current Trends, 90:6254, 2017.

Gil Mor, Irene Visintin, Yinglei Lai, Hongyu Zhao, Peter Schwartz, Thomas Ruther-
ford, Luo Yue, Patricia Bray-Ward, and David C Ward. Serum protein markers for
early detection of ovarian cancer. Proceedings of the National Academy of Sciences,
102(21):7677-7682, 2005.

70



Capitulo 6.

[49] MM Verbeek, Danielle de Jong, and HPH Kremer. Brain-specific proteins in cere-
brospinal fluid for the diagnosis of neurodegenerative diseases. Annals of clinical
biochemistry, 40(1):25-40, 2003.

[50] John L Markley. Two-dimensional nuclear magnetic resonance spectroscopy of pro-
teins: An overview. Methods in enzymology, 176:12—64, 1989.

[51] Tatyana O Pleshakova, Natalia S Bukharina, Alexander I Archakov, and Yuri D
Ivanov. Atomic force microscopy for protein detection and their physicohemical
characterization. International journal of molecular sciences, 19(4):1142; 2018.

[52] Janine Wilkinson, Chak Tam, Alexandros Askounis, and Sheng Qi. Suppression of
the coffee-ring effect by tailoring the viscosity of pharmaceutical sessile drops. Co-
lloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, 614:126144, 2021.

[53] Emmanuel de la O-Cuevas, Selene R Islas, Perla Gallegos-Flores, EL Esparza-Ibarra,
Hugo Tototzintle-Huitle, and José M Saniger. Modulating the interaction of graphe-
nic substrates with human interleukin-6 and its monoclonal antibody: a study by
raman images. RSC advances, 13(22):15114-15120, 2023.

[54] Erwin Frey, Jacob Halatek, Simon Kretschmer, and Petra Schwille. Protein pattern
formation. Physics of biological membranes, pages 229-260, 2018.

[55] Karen A Esmonde-White, Francis WL Esmonde-White, Michael D Morris, and Bla-
ke J Roessler. Characterization of biofluids prepared by sessile drop formation.
Analyst, 139(11):2734-2741, 2014.

[56] Maheshwar Gopu, Sachin Rathod, Uma Namangalam, Ravi Kumar Pujala, S Sunil
Kumar, and Dileep Mampallil. Evaporation of inclined drops: formation of asymme-
tric ring patterns. Langmuir, 36(28):8137-8143, 2020.

[57] Sumesh P Thampi and Madivala G Basavaraj. Beyond coffee rings: Drying drops of
colloidal dispersions on inclined substrates. ACS omega, 5(20):11262-11270, 2020.

[58] Anusuya Pal and Amalesh Gope. Texture identification in liquid crystal-protein
droplets using evaporative drying, generalized additive modeling, and k-means clus-
tering. The Furopean Physical Journal E, 47(5):35, 2024.

[59] Maryam Parsa, Souad Harmand, and Khellil Sefiane. Mechanisms of pattern forma-
tion from dried sessile drops. Advances in colloid and interface science, 254:22-47,
2018.

[60] Ghazal Biglari, Maedeh Saberi, Shervin Issakhani, Omid Jadidi, Jafar Farhadi, Vahid
Bazargan, and Marco Marengo. Deposition patterns of evaporating sodium algina-
te sessile droplets cross-linked by calcium chloride. Macromolecular Materials and
Engineering, 308(12):2300171, 2023.

71



Capitulo 6.

[61]

|62]

|63]

|64]

|65]

[66]

[67]

(68

[69]

[70]

[71]

[72]

Celine Sadek, Pierre Schuck, Yannick Fallourd, Nicolas Pradeau, Cecile Le Floch-
Fouere, and Romain Jeantet. Drying of a single droplet to investigate process—
structure—function relationships: a review. Dairy Science & Technology, 95(6):771—
794, 2015.

Hyoungsoo Kim, Francois Boulogne, Eujin Um, Ian Jacobi, Ernie Button, and Ho-
ward A Stone. Controlled uniform coating from the interplay of marangoni flows
and surface-adsorbed macromolecules. Physical review letters, 116(12):124501, 2016.

Marcello Cavallaro Jr, Lorenzo Botto, Eric P Lewandowski, Marisa Wang, and Kath-
leen J Stebe. Curvature-driven capillary migration and assembly of rod-like particles.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 108(52):20923-20928, 2011.

Wei Han and Zhiqun Lin. Learning from “coffee rings” ordered structures enabled
by controlled evaporative self-assembly. Angewandte Chemie International Edition,
51(7):1534-1546, 2012.

Mingwei Yang, Dejian Chen, Jie Hu, Xinyu Zheng, Zu-Jin Lin, and Haomiao Zhu.
The application of coffee-ring effect in analytical chemistry. TrAC Trends in Analy-
tical Chemistry, 157:116752, 2022.

Tim Still, Peter J Yunker, and Arjun G Yodh. Surfactant-induced marangoni eddies
alter the coffee-rings of evaporating colloidal drops. Langmuir, 28(11):4984-4988,
2012.

Wouter Sempels, Raf De Dier, Hideaki Mizuno, Johan Hofkens, and Jan Vermant.
Auto-production of biosurfactants reverses the coffee ring effect in a bacterial system.
Nature communications, 4(1):1757, 2013.

Hua Hu and Ronald G Larson. Marangoni effect reverses coffee-ring depositions.
The Journal of Physical Chemistry B, 110(14):7090-7094, 2006.

Jiazhen Sun, Minxuan Kuang, and Yanlin Song. Control and application of “coffee
ring” effect in inkjet printing. Progress in Chemistry, 27(8):979, 2015.

Khellil Sefiane, Gail Duursma, and Aiman Arif. Patterns from dried drops as a cha-
racterisation and healthcare diagnosis technique, potential and challenges: A review.
Advances in Colloid and Interface Science, 298:102546, 2021.

Jesse D Killion and Srinivas Garimella. Gravity-driven flow of liquid films and
droplets in horizontal tube banks. International Journal of Refrigeration, 26(5):516—
526, 2003.

A Bateni, A Ababneh, JAW Elliott, AW Neumann, and A Amirfazli. Effect of gravity
and electric field on shape and surface tension of drops. Advances in Space Research,
36(1):64-69, 2005.

72



Capitulo 6.

73]

|74]

|75]

|76]

771

78]

79]

[30]

[81]

[82]

[83]

[84]

Eloise C Tredenick, W Alison Forster, Ravindra Pethiyagoda, Rebecca M van Leeu-
wen, and Scott W McCue. Evaporating droplets on inclined plant leaves and synthe-

tic surfaces: Experiments and mathematical models. Journal of Colloid and Interface
Science, 592:329-341, 2021.

Hongyue Chen, Yongjian Zhang, Heyi Wang, Xin Dong, and Duyang Zang. Evapora-
tion caused invaginations of acoustically levitated colloidal droplets. Nanomaterials,
13(1):133, 2022.

Xiaogiang Zhang, Hongyue Chen, Yuhan Wang, Xin Gao, Zhijun Wang, Nan Wang,
and Duyang Zang. Ultrasound induced grain refinement of crystallization in evapo-
rative saline droplets. Ultrasonics Sonochemistry, page 106938, 2024.

Azam Jeihanipour and Jorg Lahann. Deep-learning-assisted stratification of amyloid
beta mutants using drying droplet patterns. Advanced Materials, 34(24):2110404,
2022.

Markus F Templin, Dieter Stoll, Monika Schrenk, Petra C Traub, Christian F Voéhrin-
ger, and Thomas O Joos. Protein microarray technology. TRENDS in Biotechnology,
20(4):160-166, 2002.

KD Kumble. Protein microarrays: new tools for pharmaceutical development. Analy-
tical and bioanalytical chemistry, 377(5):812-819, 2003.

David Brutin. Droplet wetting and evaporation: from pure to complex fluids. Acade-
mic Press, 2015.

Yojana JP Carreén, Jorge Gonzalez-Gutiérrez, MI Pérez-Camacho, and Hilda
Mercado-Uribe. Patterns produced by dried droplets of protein binary mixtures
suspended in water. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 161:103-110, 2018.

Dmitriy Glibitskiy, Olga Gorobchenko, Oleg Nikolov, Tatyana Cheipesh, Tatyana
Dzhimieva, Inna Zaitseva, Alexander Roshal, Mihail Semenov, and Gennadiy Gli-
bitskiy. Influence of aluminum and iron chlorides on the parameters of zigzag patterns
on films dried from bsa solutions. Scientific Reports, 13(1):9426, 2023.

OA Gorobchenko, DM Glibitskiy, OT Nikolov, TA Cheipesh, TN Dzhimieva,
IS Zaitseva, AD Roshal, MA Semenov, and GM Glibitskiy. The effect of biologically
active substances on bsa and on the textures of films obtained by drying water-salt
solutions of bsa. Low Temperature Physics, 50(1):48-55, 2024.

Yuki Fukatani, Daniel Orejon, Yutaku Kita, Yasuyuki Takata, Jungho Kim, and Khe-
1lil Sefiane. Effect of ambient temperature and relative humidity on interfacial tem-

perature during early stages of drop evaporation. Physical Review F, 93(4):043103,
2016.

Moutushi Dutta Choudhury, Nupur Aggarwal, and Naveen Kumar. Influence of
relative humidity on the structure of complex fluid drops during drying. Journal of
Materials Engineering and Performance, pages 1-5, 2024.

73



Capitulo 6.

[85] Tapan Kumar Pradhan and Pradipta Kumar Panigrahi. Suppressing internal con-
vection of a droplet using confinement during protein crystallization. Journal of
Applied Physics, 128(8), 2020.

[86] Maryam Parsa and Alexandros Askounis. Inclined colloidal drops: Evaporation ki-
netics and pattern formation. Frontiers in Mechanical Engineering, 9:1086544, 2023.

[87] Jin Young Kim, Marta Gongalves, Narina Jung, Hyoungsoo Kim, and Byung Mook
Weon. Evaporation and deposition of inclined colloidal droplets. Scientific Reports,
11(1):17784, 2021.

[88] Fei Tao, Qian Han, and Peng Yang. Interface-mediated protein aggregation. Che-
mical Communications, 59(95):14093-14109, 2023.

[89] Yongdae Shin and Clifford P Brangwynne. Liquid phase condensation in cell phy-
siology and disease. Science, 357(6357):eaafd382, 2017.

[90] W Michael Babinchak and Witold K Surewicz. Liquid-liquid phase separation and
its mechanistic role in pathological protein aggregation. Journal of molecular biology,
432(7):1910-1925, 2020.

[91] Létitia Jean, Chiu Fan Lee, and David J Vaux. Enrichment of amyloidogenesis at
an air-water interface. Biophysical journal, 102(5):1154-1162, 2012.

[92| Letitia Jean, Chiu Fan Lee, Chongsoo Lee, Michael Shaw, and David J Vaux. Compe-
ting discrete interfacial effects are critical for amyloidogenesis. The FASEB Journal,
24(1):309-317, 2010.

[93] Yushi Bai, Quan Luo, and Junqiu Liu. Protein self-assembly via supramolecular
strategies. Chemical Society Reviews, 45(10):2756-2767, 2016.

[94] Erik van der Linden and Paul Venema. Self-assembly and aggregation of proteins.
Current Opinion in Colloid € Interface Science, 12(4-5):158-165, 2007.

[95] César L Avila, Silvina Chaves, Sergio B Socias, Esteban Vera-Pingitore, Florencia
Gonzalez-Lizarraga, Cecilia Vera, Diego Ploper, and Rosana Chehin. Lessons learned
from protein aggregation: toward technological and biomedical applications. Biophy-
sical reviews, 9:501-515, 2017.

[96] Richard F Tester and Stéphane JJ Debon. Annealing of starch—a review. Interna-
tional journal of biological macromolecules, 27(1):1-12, 2000.

[97] Jian Yang, Xianggui Liu, Jinxing Zhao, Xuelian Pu, Zetong Shen, Weiyi Xu, and
Yuejun Liu. The structural evolution of S-to-a phase transition in the annealing pro-
cess of poly (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate). Polymers, 15(8):1921, 2023.

[98] Shenzhong Zou, Zhaojun Wang, Maomao Zeng, Zhiyong He, and Jie Chen. Improving
the storage stability of soy protein isolate through annealing. Foods, 13(4):615, 2024.

74



Capitulo 6.

[99]

[100]

[101]

[102]

103

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

Patrick Masson and Sofya Lushchekina. Conformational stability and denaturation
processes of proteins investigated by electrophoresis under extreme conditions. Mo-
lecules, 27(20):6861, 2022.

Zaida L Almeida and Rui MM Brito. Structure and aggregation mechanisms in
amyloids. Molecules, 25(5):1195, 2020.

Eleonora Mari, Caterina Ricci, Silvia Pieraccini, Francesco Spinozzi, Paolo Mariani,
and Maria Grazia Ortore. Trehalose effect on the aggregation of model proteins into
amyloid fibrils. Life, 10(5):60, 2020.

Gennadiy Glibitskiy, Dmitriy Glibitskiy, Olga Gorobchenko, Oleg Nikolov, Alexander
Roshal, Mikhail Semenov, and Anatoliy Gasan. Textures on the surface of bsa films
with different concentrations of sodium halides and water state in solution. Nanoscale
research letters, 10:1-10, 2015.

Anusuya Pal, Amalesh Gope, Ari S Athair, and Germano S lannacchione. A compa-
rative study of the drying evolution and dried morphology of two globular proteins
in de-ionized water solutions. RSC advances, 10(29):16906-16916, 2020.

Heather Meloy Gorr, Joshua M Zueger, and John A Barnard. Characteristic size
for onset of coffee-ring effect in evaporating lysozyme-water solution droplets. The
Journal of Physical Chemistry B, 116(40):12213-12220, 2012.

Ayantika Sett, Manish Ayushman, Swagata Dasgupta, and Sunando DasGupta.
Analysis of the distinct pattern formation of globular proteins in the presence of
micro-and nanoparticles. The Journal of Physical Chemistry B, 122(38):8972-8984,
2018.

Anusuya Pal, Amalesh Gope, Rumani Kafle, and Germano S Tannacchione. Phase
separation of a nematic liquid crystal in the self-assembly of lysozyme in a drying
aqueous solution drop. MRS Communications, 9(1):150-158, 2019.

Anusuya Pal, Amalesh Gope, and Germano S lannacchione. A comparative study of
the phase separation of a nematic liquid crystal in the self-assembling drying protein
drops. MRS Advances, 4(22):1309-1314, 2019.

Binita Pathak, John Christy, Khellil Sefiane, and Devrim Gozuacik. Complex pattern
formation in solutions of protein and mixed salts using dehydrating sessile droplets.
Langmuir, 36(33):9728-9737, 2020.

Tatiana A Yakhno. Complex pattern formation in sessile droplets of protein-salt
solutions with low protein content. what substance fabricates these patterns. Phys.
Chem, 1(1):10-13, 2011.

Anusuya Pal, Amalesh Gope, and Germano lannacchione. Temperature and concen-
tration dependence of human whole blood and protein drying droplets. Biomolecules,
11(2):231, 2021.

75



Capitulo 6.

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

MengNi Gao, XianFu Huang, and YaPu Zhao. Formation of wavy-ring crack in
drying droplet of protein solutions. Science China Technological Sciences, 61:949—
958, 2018.

Carlos Acuna, Alfonso Mier y Teran, Maria Olga Kokornaczyk, Stephan Baumgart-
ner, and Mario Casteldn. Deep learning applied to analyze patterns from evaporated
droplets of viscum album extracts. Scientific Reports, 12(1):15332, 2022.

Carlos Acuna, Maria Olga Kokornaczyk, Stephan Baumgartner, and Mario Caste-
lan. Unsupervised deep learning approach for characterizing fractality in dried drop
patterns of differently mixed viscum album preparations. Fractal and Fractional,
7(10):733, 2023.

Heather Meloy Gorr, Ziye Xiong, and John A Barnard. Pattern recognition for
identification of lysozyme droplet solution chemistry. Colloids and Surfaces B: Bio-
interfaces, 115:170-175, 2014.

A Pal, A Gope, and GS Tannacchione. Statistical image analysis of drying bovine
serum albumin droplets in phosphate buffered saline. arxiv 2021. arXiv preprint
arXiw:2105.05922.

Matjaz Bevk and Igor Kononenko. A statistical approach to texture description of
medical images: a preliminary study. In Proceedings of 15th IEEE Symposium on
Computer-Based Medical Systems (CBMS 2002), pages 239-244. IEEE, 2002.

Anusuya Pal, Amalesh Gope, and Germano S Iannacchione. Statistical image analy-
sis of drying bovine serum albumin droplets in phosphate buffered saline. Biomedical
Data Mining for Information Retrieval: Methodologies, Techniques and Applications,
pages 213-235, 2021.

Kunio Takeda, Akira Wada, Kazuo Yamamoto, Yoshiko Moriyama, and Koichiro
Aoki. Conformational change of bovine serum albumin by heat treatment. Journal
of Protein Chemistry, 8:653-659, 1989.

Vladimir N Novikov and Alexei P Sokolov. Temperature dependence of structural
relaxation in glass-forming liquids and polymers. Entropy, 24(8):1101, 2022.

Jiirn WP Schmelzer, Timur V Tropin, and Christoph Schick. Effects of structural
relaxation of glass-forming melts on the overall crystallization kinetics in cooling and
heating. Entropy, 25(11):1485, 2023.

Robert D Deegan, Olgica Bakajin, Todd F Dupont, Greb Huber, Sidney R Nagel,
and Thomas A Witten. Capillary flow as the cause of ring stains from dried liquid
drops. Nature, 389(6653):827-829, 1997.

Peter J Yunker, Tim Still, Matthew A Lohr, and AG Yodh. Suppression of the
coffee-ring effect by shape-dependent capillary interactions. nature, 476(7360):308—
311, 2011.

76



Bibliografia

[123| Yanshen Li, Cunjing Lv, Zhaohan Li, David Quéré, and Quanshui Zheng. From
coffee rings to coffee eyes. Soft matter, 11(23):4669-4673, 2015.

7



