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Resumen

La influencia de la humedad relativa en la dindmica de secado de gotas y la formacidn
de patrones es crucial para la fabricacién de recubrimientos. Este estudio examina la for-
macién de patrones en gotas secas de soluciones de proteinas nativas y desnaturalizadas
bajo diversas humedades relativas (RH) (20%, 40%, 60% y 90 %) con concentraciones
de NaCl de 1% y 0.1% en peso. El objetivo es identificar las condiciones de humedad
relativa que distinguen de manera mds efectiva los depdsitos de proteinas nativas y desna-
turalizadas. La microscopia dptica reveld que a bajas humedades relativas (20 %, 40 %), la
rapida evaporacion intensifica el efecto del “anillo de café”, mientras que a humedades mas
altas (60 %-90 %) se promueve una evaporaciéon mas lenta, lo que facilita la redistribucién
homogénea del soluto y la formacién de estructuras cristalinas complejas y organizadas en
la superficie del depodsito. Las proteinas desnaturalizadas pueden exhibir un patrén carac-
teristico en forma de ojo y superficies rugosas con agregados amorfos. El analisis del perfil
de intensidad radial I(r), una herramienta semi-cuantitativa para estudiar la distribucion
de material dentro de los depdsitos, reveld que la baja humedad relativa aumenta las di-
ferencias en I(r). La mayor similitud se observd a 90 % de humedad relativa, seguida por
60%, 40% y 20% de humedad relativa, que mostraron las mayores diferencias. Adema3s,
un modelo de red neuronal convolucional demostré un rendimiento robusto, alcanzando
mas del 99 % de precision al clasificar los depdsitos segun sus patrones morfoldgicos, lo
gue confirma su efectividad para distinguir los estados de las proteinas en diferentes con-
diciones de humedad. El andlisis de las gotas en secado, incluidos los perfiles de altura
normalizados, el tiempo total de evaporacion y el dngulo de contacto inicial, proporcio-
na informacién sobre los mecanismos subyacentes a la formacién de patrones. El angulo

de contacto inicial no mostré diferencias significativas entre las proteinas nativas y des-

Xii



RESUMEN Xiii

naturalizadas. Los resultados indican que las bajas humedades relativas son ideales para
distinguir entre diferentes soluciones proteicas utilizando métodos semi-cuantitativos, ya
que permiten que los patrones se formen mads rdpidamente, mostrando mayores diferencias
cualitativas entre los depdsitos de proteinas nativas y desnaturalizadas. En contraste, las
altas humedades relativas mejoran la precision de la clasificacion al aplicar un modelo
de red neuronal convolucional. Estos hallazgos destacan el potencial para optimizar las

condiciones de humedad relativa y mejorar los procesos de recubrimiento de proteinas.



Abstract

The influence of relative humidity on droplet drying dynamics and pattern formation is
critical to manufacturing coatings. This study examines the formation of patterns in dried
droplets of native and denatured protein solutions under various relative humidities (20 %,
40%, 60%, and 90 %) with NaCl concentrations of 1 wt% and 0.1 wt%. The aim is to
identify the relative humidity conditions that most effectively distinguish between native
and denatured protein deposits.Optical microscopy revealed that at low relative humidi-
ties (20 % and 40 %), rapid evaporation intensifies the “coffee ring” effect, whereas higher
humidities (60 %—-90%) promote slower evaporation, facilitating homogeneous solute re-
distribution and the formation of complex, organized crystalline structures on the deposit
surface. Denatured proteins can exhibit a characteristic eye pattern and rough surfaces
with amorphous aggregates. The radial intensity profile I (r) analysis, a semi-quantitative
tool for studying material distribution within deposits, revealed that lower relative humi-
dity increases differences in I (r). The highest similarity was observed at 90 % RH, followed
by 60%, 40%, and 20% RH, which showed the largest differences. Furthermore, a con-
volutional neural network model demonstrated robust performance, achieving over 99 %
accuracy in classifying deposits based on their morphological patterns, confirming its effec-
tiveness in distinguishing protein states across different humidity conditions. The analysis
of drying droplets, including normalized height profiles, total evaporation time, and initial
contact angle, provides insights into the mechanisms underlying pattern formation. The
initial contact angle did not show significant differences between native and denatured pro-
teins. The results indicate that low relative humidities are ideal for distinguishing between
different protein solutions using semi-quantitative methods because they allow patterns to

form more quickly, showing greater qualitative differences between native and denatured

Xiv



ABSTRACT XV

protein deposits. In contrast, high relative humidities enhance classification accuracy when
applying a convolutional neural network model. These findings highlight the potential for

optimizing relative humidity conditions to improve protein coating processes.



Introduccion

La fabricacion de patrones altamente reproducibles en gotas secas es esencial para
aplicaciones cientificas y tecnoldgicas que dependen de la distribucidn espacial de compo-
nentes quimicos o biomoleculares [1]. La reproducibilidad de los patrones es crucial para
la identificacion de biomarcadores, que pueden estar correlacionados con la presencia de
enfermedades [2, 3], proteinas en soluciones salinas [4, 5], para investigar el impacto de
la motilidad y la disponibilidad de nutrientes en medios acuosos que contienen organis-
mos unicelulares [6], o incluso contaminantes en soluciones relevantes [7]. Por ejemplo, el
analisis de patrones en gotas secas de fluidos corporales, como suero sanguineo, saliva o
orina [8], se ha utilizado con éxito en aplicaciones diagnodsticas debido a las estructuras
especificas que se forman durante la evaporacion. Este enfoque ha permitido la deteccién
de enfermedades como la talasemia [9]. La caracterizacién de distribuciones de patrones de
grietas ha demostrado ser una herramienta eficaz para identificar variaciones en la moti-
lidad bacteriana [10]. Ademas, mediante el uso de herramientas avanzadas de aprendizaje
profundo, ha sido posible diferenciar entre depdsitos [11, 12].

La evaporacion de una gota de una solucion acuosa genera un flujo de Marangoni, que
redistribuye los solutos dentro de la gota [13]. Este flujo es impulsado por gradientes de
tension superficial, que pueden ser inducidos por variaciones en la composiciéon o tempera-
tura a lo largo de la superficie de la gota [14]. Paralelamente, para compensar la pérdida
de disolvente por evaporacion en la linea de contacto (el borde de la gota), el liquido fluye
desde el interior hacia esa regidon [15]. Este flujo radial atrae los solutos hacia el perimetro
de la gota, contribuyendo a la acumulaciéon de materiales y a la formacion del caracteristico
efecto de “anillo de café"[16].

Durante la evaporacién, la redistribucion de los solutos impulsada por los efectos de

XVi
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Marangoni y capilares altera significativamente los flujos internos de la gota. Estos cambios
estan asociados con gradientes de concentracidn y variaciones locales en las propiedades del
fluido, como la viscosidad y la tensidn superficial [17]. Este proceso influye en la nucleacién
y formacién de agregados, cuya morfologia final estd determinada por la concentracién
inicial de soluto, la tasa de evaporacién del disolvente y las interacciones soluto-substrato
[5]. Posteriormente, la organizaciéon de los solutos en el patrén final es moldeada por las
fuerzas capilares, las interacciones de Van der Waals y las fuerzas electrostaticas, resultando
en estructuras que van desde configuraciones isotrépicas hasta complejas configuraciones
jerarquicas [18].

La humedad relativa (HR) afecta indirectamente la tensién superficial y la viscosidad
del disolvente al modular la tasa de evaporacién, lo que induce cambios en la concentracion
de soluto [19]. Una alta HR desacelera el proceso de evaporacion, lo que podria llevar a un
equilibrio mas prolongado entre el disolvente y su entorno [20]. Este equilibrio reduce las
fuerzas de traccidn en la interfaz liquido-aire, estabilizando la tension superficial. Adema3s,
una evaporacion mas lenta permite una redistribucién mds homogénea de las moléculas
de disolvente y soluto, influyendo en las interacciones intermoleculares y la viscosidad
local dentro de la gota. Bajo condiciones de baja HR, la evaporacion acelerada genera
gradientes de concentracidn mas pronunciados cerca de la interfaz, lo que puede aumentar
la viscosidad local debido a una acumulacidn mas rapida de solutos en la periferia [21]. Este
desequilibrio favorece interacciones intermoleculares mas fuertes, lo que a su vez afecta la
dinamica de formacién de patrones. Por lo tanto, controlar la HR es crucial para regular
estos procesos y, en consecuencia, la morfologia final de los patrones en los depdsitos secos.

A nivel molecular, la humedad relativa (HR) determina el gradiente de presién de vapor
entre la superficie de la gota y el entorno circundante, una relaciéon que se puede expresar
mediante la ecuacién: AP = P(T) x (1 - HR), donde AP representa el gradiente de
presidon de vapor, Ps,:(T) es la presion de vapor de saturacion a una temperatura T, y HR

corresponde a la humedad relativa como una fracciéon decimal. Esta ultima se define como

_Pamb
Psat(T) "

En el contexto de la evaporacién de gotas, un aumento en HR disminuye AP, des-

la relacion entre la presion de vapor ambiental (Pamp) de la siguiente manera: HR =

acelerando la evaporacién del disolvente, mientras que una reducciéon de HR incrementa
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AP, acelerando el proceso de evaporacion. Cuando la presion de vapor ambiental (Pamp)
es significativamente mas baja que la presién de vapor de saturacion de la gota (Psa:(T)),
el gradiente de presién de vapor resultante AP se amplifica [22, 23]. Aunque P,mp NO
aparece explicitamente en las ecuaciones anteriores, su relaciéon inversa con la humedad
relativa implica que un menor P,np contribuye a un mayor gradiente de presiéon. Bajo
estas condiciones, las moléculas de agua en la superficie de la gota, con suficiente energia
cinética, pueden superar las interacciones intermoleculares y escapar al aire circundante.
Este proceso se ve influenciado por la reduccién de las fuerzas cohesivas en la superficie de
la gota, lo que aumenta la probabilidad de que las moléculas entren en la fase vapor [24].
A medida que AP aumenta debido a la diferencia entre P;,¢(T) y el entorno circundante,
el gradiente de concentracidn resultante intensifica la transferencia de moléculas de agua
hacia el aire, acelerando la evaporacion.

La adicién de iones, como el NaCl, a soluciones proteicas juega un papel crucial en
la formacién de patrones en los depdsitos secos al modificar propiedades fisicoquimicas
clave del sistema, como la fuerza iénica, la estabilidad conformacional y las interacciones
intermoleculares [25]. Durante el proceso de secado, la redistribucion de iones impulsada
por flujos convectivos radiales y flujos de Marangoni genera gradientes locales que afectan
significativamente la distribucion espacial de los componentes dentro de la gota. Este efec-
to induce una acumulacion preferencial de solutos en los bordes de la gota [26], reduciendo
su concentracién en el interior y favoreciendo la formacién de configuraciones complejas
como anillos o estructuras dendriticas [27, 28, 29]. Estos patrones son altamente sensibles
a la concentracion inicial de NaCl, que modula los procesos de nucleacidén y agregacion,
influyendo directamente en la organizacion estructural de las proteinas durante la evapora-
cion. EI NaCl modula la solubilidad de las proteinas a través de los efectos de *salting-in*
0 *salting-out*, dependiendo de su concentracidn, lo que altera las fuerzas repulsivas o
atractivas entre las moléculas de proteina.

El andlisis de los patrones en los depodsitos de gotas secas ha demostrado ser una
herramienta altamente sensible para explorar diferentes estados conformacionales de las
proteinas, permitiendo la identificacion de cambios estructurales. Durante el secado, las

proteinas en distintos estados conformacionales, como nativo, desnaturalizado o parcial-
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mente desplegado, exhiben comportamientos Unicos en términos de agregacion, interaccion
con el sustrato y distribucidn espacial dentro del depdsito seco [30]. Estos patrones resultan
de una compleja interaccion entre las propiedades intrinsecas de las proteinas y factores
externos, como la concentracién de solutos, la fuerza idnica y las condiciones ambientales.
Por ejemplo, la BSA desnaturalizada tiende a formar grandes agregados en las regiones
centrales de los depdsitos debido a la exposicién de regiones hidrofébicas que favorecen la
agregacion de proteinas [31, 32]. En contraste, la BSA en su estado nativo forma patrones
mas uniformes, resultado de interacciones especificas y controladas con el sustrato.

La caracterizacion de patrones en gotas secas puede combinar enfoques cualitativos y
semi-cuantitativos, cada uno proporcionando perspectivas complementarias sobre la orga-
nizacion de los depdsitos [33, 34]. Desde una perspectiva cualitativa, la evaluacién visual
permite identificar morfologias distintivas como anillos, dendritas o agregados amorfos.
Complementariamente, el analisis del perfil de intensidad radial 1(r) sirve como una he-
rramienta semi-cuantitativa clave para estudiar la distribucion del material desde el centro
hasta los bordes del patrdén. Esta técnica permite identificar regiones donde se manifiestan
caracteristicas como el efecto del anillo de café o la deposicion uniforme, ofreciendo una
representacion indirecta de la densidad de material basada en la intensidad de la luz. Sin
embargo, el analisis manual de tales caracteristicas consume mucho tiempo y es suscepti-
ble a interpretaciones subjetivas. Para superar estas limitaciones, los avances recientes en
el aprendizaje automatico, particularmente las redes neuronales convolucionales (CNNs),
ofrecen herramientas poderosas para el reconocimiento automatizado de patrones en los
depodsitos de gotas secas [12, 35, 36]. Las CNNs han demostrado una precision notable
al clasificar patrones complejos de imagenes en diversos campos cientificos, incluyendo la
imagenologia biomédica y la ciencia de materiales [11].

A pesar de los avances significativos en la caracterizacion de patrones en depdsitos
secos, la literatura actual carece de estudios que exploren cdmo la humedad relativa puede
aprovecharse como herramienta para mejorar la diferenciacidn de los depdsitos de proteinas
en distintos estados conformacionales. Aunque se reconoce que la humedad relativa influye
en la tasa de evaporaciéon y la redistribucién de solutos, su impacto en la resolucién de

patrones especificos, particularmente en sistemas que involucran proteinas nativas y des-
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naturalizadas junto con NaCl, adn no ha sido explorado de manera sistematica. Ademas,
la capacidad de controlar la humedad relativa podria no solo facilitar la diferenciacion
entre depdsitos, sino también mejorar la reproducibilidad de los patrones al mitigar las
variaciones inherentes en el proceso de evaporacion.

En esta investigacién, se estudia el papel de la humedad relativa en la formacién de
los patrones de deposicion de gotas secas de proteina que contienen NaCl. Al examinar
las transiciones morfoldgicas a través de diferentes condiciones de humedad, identificamos
los mecanismos impulsados por la evaporacién que modulan la redistribucion de solutos,
desde efectos pronunciados de anillo de café a baja humedad hasta la formacién de re-
des cristalinas estructuradas a mayor humedad. El andlisis del perfil de intensidad radial
confirmd que una humedad mads baja mejora la distintividad de los patrones, mientras
que una red neuronal convolucional logré mas del 99 % de precision en la clasificacién de
depdsitos, demostrando su robustez para distinguir estados proteicos. A pesar de los tiem-
pos de evaporacién extendidos a mayor humedad, los depdsitos permanecieron altamente
reproducibles, lo que resalta la estabilidad del proceso de formacién de patrones. Estos
hallazgos contribuyen a la optimizaciéon de estrategias de recubrimiento de proteinas, es-
tableciendo la baja humedad como una condicidn clave para lograr patrones de deposicién

bien definidos y estandarizados.



Planteamiento del Problema

Aunque el estudio estructural y espectroscopico en patrones de gotas secas de bio-
fluidos ha permitido detectar moléculas de relevancia y el diagnostico de enfermedades,
la efectividad de estos estudios se reduce enormemente en depdsitos formados con baja
concentracion de analitos. Por lo tanto, se necesitan estrategias para el secado de gotas
con baja concentracién que puedan producir depodsitos secos capaces de incrementar la
efectividad de estos estudios. Ademas, extraer nuevos patrones en gotas secas de proteina
podria incrementar la eficiencia en el analisis de textura de gotas secas para el diagnostico

de patologias.

XXi



Hipotesis y Objetivos

Hipotesis

La presidon de vapor (humedad relativa) puede servir como una herramienta para au-
mentar significativamente la efectividad en la deteccidn de proteinas desnaturalizadas en

gotas secas.

Objetivos

Objetivo General. Estudiar el efecto de la presion del vapor (Humedad relativa) so-

bre la formacidn de patrones en gotas secas de proteinas en estado nativo y desnaturalizado.

Objetivos Especificos.

1. Determinar las condiciones éptimas para desnaturalizar proteinas mediante trata-

miento térmico y radiacion UV-A.

2. Estudiar el efecto de la presidn de vapor sobre la formacién de patrones en gotas

secas de proteinas en estado nativo y desnaturalizado.

3. Analizar los mecanismos de transporte de masa durante el secado de gotas de pro-

teinas en estado nativo y desnaturalizado.

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

de textura.

XXii



Capitulo 1

Materiales y Métodos

Tratamientos térmicos y de radiacion UV-A. Las soluciones serdn tratadas térmica-
mente y con radiacion UV-A para generar cambios conformacionales irreversibles en las
proteinas. El tratamiento térmico se llevara acabo introduciendo un vial con la solucién a
un bafo térmico seco a 90°C durante 20 minutos. Ver figura 1.1 a)

Por otra parte, el tratamiento de proteinas a través de radiacion UV-A se llevard a
cabo utilizando dos ldmparas UV-A (365nm), las cuales emitirdn luz por 48 h sobre una

cubeta de espectrofotometria de poliestireno. Ver figura 1.1 b)

I 20 min.

& 90°C “ 48 ll

@ UVA

(b)

Figura 1.1: Esquema de tratamiento térmico y de radiacion UV-A. (a) En el
tratamiento térmico, se utilizé un calentador para alcanzar una temperatura de 90 °C,
manteniendo las soluciones en un bafio de agua durante 20 minutos. (b) En el tratamiento
por irradiacidn, se empled una caja negra equipada con dos lamparas UV-A, y las muestras
se expusieron durante 48 horas.
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1.0.1. Irradiacién y dosis total de exposicion a luz UV-A

Para determinar la irradiacién de luz UV-A incidente sobre la solucién, se emplearon
dos ldmparas con una longitud de onda central de 365 nm y una potencia nominal de 3 W
cada una. Las ldmparas fueron colocadas a una distancia de 5 cm respecto a la superficie
de la muestra, contenida en una cubeta desechable de poliestireno, cuya area expuesta fue
de aproximadamente 1 cm?. La irradiacion (E) se calculé considerando la potencia total
emitida por ambas ldmparas (P = 6 W), la distancia a la muestra (d = 0.05m) y el area
expuesta (A = 0.0001 m?), utilizando la siguiente expresion: E = A—_F;z
Utilizando nuestros datos:

6W

E = 1.1
0.0001 m2 x (0.05 m)2 (1.1)

= 24,000 W/m? (1.2)

m
|

La irradiacién de luz UV-A incidente estimada sobre la solucién fue de 24,000 W/m?.
La muestra fue expuesta de manera continua a estas condiciones durante un periodo de 48
horas. A partir de estos valores, se calculd la dosis total de radiacion UV-A (D) recibida
por la solucidon, obtenida mediante la relacién: D = E x t, donde t corresponde al tiempo
total de exposicion expresado en segundos (t = 172,800s). Asi, la dosis total fue de

aproximadamente:

= 24,000 W/m? x 172,800 (1.3)

O
|

4.15x 10°J/m? (1.4)

)
1

Este valor fue considerado como referencia para el andlisis de los efectos de la radiacion

UV-A sobre la muestra.
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1.1. Arreglos Experimentales

Se utilizaron tres arreglos experimentales. El arreglo experimental principal consiste en
2 microscopios digitales, una ldmpara de led, superficie de acrilico para de deposicion de
gotas, contenedores de gel de silice para controlar la actividad del agua, i.e., la presiéon de
vapor, un sensor de temperatura y de humedad relativa y un dispositivo para la captura de
datos. Todo el sistema estaba contenido dentro de una bolsa pldstica transparente, aislada,
que permitia visibilidad del proceso de secado. Un microscopio digital se colocé de forma
lateral para estimar el angulo de contacto, altura, didmetro y perfil temporal de la gota.
Otro mas se colocé de manera frontal para estudiar el proceso de formaciéon de patrones
durante la evaporacion de gotas. La informacion capturada por ambos fue registrada en
una computadora. Los microscopios digitales registraron una secuencia de 600 imagenes
de 640x 480 pixeles cada 10 segundos

Para observar con mejor detalle el proceso de formacion de patrones en gotas se utilizd
un segundo arreglo experimental; de igual forma con un sistema aislado conformado por
una bolsa de plastico transparente. Este arreglo cuenta con un microscopio metallrgico
para la captura de fotogramas de alta resolucion y todos los aditamentos que conforman
el arreglo experimental principal, salvo los microscopios digitales.

Un tercer sistema fue disefiado para la creacion de un catdlogo de imagenes y la evalua-
cién de su reproducibilidad. Este sistema aislado esta compuesto por una caja transparente,
equipada con una superficie de papel aluminio para minimizar la acumulacion de estética,
botes de silice para controlar la humedad relativa, un sensor que monitorea tanto la hu-
medad relativa como la temperatura, y dos portaobjetos de acrilico destinados al depdsito

de las gotas.

1.2. Preparaciéon de soluciones

Preparacion de soluciones: Se emplearon polvos de albumina de suero bovino (BSA)
provenientes de Sigma-Aldrich, en combinacién con cloruro de sodio (NaCl), para la crea-

cion de soluciones altamente concentradas de BSA y NaCl. Estos polvos se disolvieron, sin
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requerir tratamientos adicionales, en agua desionizada (Mili-Q, 18.2 MQ, a una tempera-
tura de 25°C). Esto resultd en la obtencion de una concentracién de 2.0 g / 100 ml. No
fue necesario realizar pasos adicionales de purificacion o tratamiento de las soluciones. A
partir de estas soluciones concentradas al 2.00 wt %, se efectuaron diluciones en agua DI
utilizando varias proporciones. Estas diluciones se llevaron a cabo con el fin de obtener las
siguientes concentraciones para las soluciones nativas y desnaturalizadas: BSA (1 wt %)
y NaCl (0= 0.1 wt% y 1 wt%). Las soluciones de BSA desnaturalizadas se derivaron
de las soluciones nativas de stock con las mismas concentraciones. Estas ultimas fueron

sometidas a un bafio de agua a 90° C durante 20 minutos.

1.3. Evaporacion de gotas

Para la deposicién de gotas, se utilizaron sustratos de polimetilmetacrilato (PMMA) en
su estado original. Todos los sustratos de PMMA estaban inicialmente recubiertos con una
pelicula protectora. Esta pelicula se retira cuidadosamente antes de la deposicién, después
de que los sustratos se limpiaron a fondo para garantizar la ausencia de contaminantes.
Posteriormente, se colocaron en contacto con papel de aluminio para disipar efectivamente
las cargas estaticas. Para evitar la contaminacién, cada sustrato se utilizé una sola vez.

En cada portaobjetos, se depositaron 15 gotas, con un volumen de 3ul respectivamente.
Este proceso se repitid 3 veces. Ademas, mediante el uso de microscopios dpticos y digitales,
se registrard en video el proceso de formacidn de patrones durante el secado. Ambos
procedimientos se repetirdan para 4 diferentes humedades relativas: 20%, 40%, 60% vy
90% RH Los niveles de temperatura y humedad se monitorearon continuamente usando
un sensor Xiaomi NUN4126GL. Para controlar los niveles de humedad relativa, se utilizo
gel de silice, una forma porosa y amorfa de didxido de silicio, debido a su capacidad
para actuar como desecante. Este material absorbe y retiene el vapor de agua del entorno

circundante, reduciendo asi tanto los niveles de humedad como la actividad del agua.

La actividad del agua se calcula como a, = 2, donde p representa la presién de vapor
Po

de agua dentro de una sustancia y po es la presion de vapor de agua pura a la misma

temperatura. La humedad relativa, expresada como un porcentaje, indica la cantidad de
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humedad presente en el aire en comparacién con la capacidad maxima de humedad a una

temperatura dada.

1.4. Adquisicion y analisis de imagenes

Adquisicion de Imagenes de alta resolucidn. La adquisicion de imagenes de los depdsitos
se llevd a cabo mediante una cdmara Nikon (modelo D3500) conectada al microscopio
optico. Las imagenes capturadas tuvieron una resolucion de 300 dpi y dimensiones de
6,016x4,000 pixeles. Se tomaron 4 fotografias desde distintos cuadrantes de cada depédsito.
Posteriormente, estas imagenes se combinaron para generar una imagen digital del depdsito
completo, con dimensiones de 4,328x4,000 pixeles. Para llevar a cabo esta unidn, se empled
el software Autostitch. La resolucidn escogida para las imagenes destinadas al analisis fue
de 300 dpi, resultando en imdgenes con dimensiones aproximadas de 4,328x4,000 pixeles.
En el procesamiento de imdagenes, se exploraron cualitativamente los aspectos estructurales
mas relevantes de los depdsitos y se realizé alguno de los siguientes analisis de textura: la
matriz de concurrencia de niveles de grises, los pardmetros estadisticos de primer orden o

el analisis fractal.

1.5. Analisis de perfil de intensidad radial

Para determinar la humedad relativa (RH) que discrimina mdas eficientemente entre
depdsitos de proteina nativa y desnaturalizada, realizamos una comparacidon cuantitativa
de los perfiles de intensidad radial de gotas de proteina secas bajo diferentes condiciones
de RH. Los perfiles de intensidad radial se extrajeron de imagenes de las gotitas secas
utilizando un script MATLAB personalizado que calcula la intensidad media en funcién

de la distancia radial desde el centro de cada depdsito.

1.5.1. Anadlisis estadistico

Como los I (r) tenian un numero diferente de registros, se realizé un proceso de inter-

polacion para garantizar que todos los | (r) tuvieran el mismo nimero de datos (500). Este
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proceso consistié en crear un rango comun de valores de distancia utilizando la funcién
linspace de la biblioteca numpy de Python, que abarcaba desde el valor de distancia mi-
nimo hasta el maximo presente en los datos. Posteriormente, se aplicd una interpolacién
lineal a los valores de las variables medidas utilizando la funcién interp de numpy, de forma
que los datos interpolados coincidieran en los mismos puntos de distancia. Esto permitio

la comparacién directa de métricas entre diferentes pares de columnas.

1.6. Meétricas cuantitativas

1.6.1. Comparacion estadistica de los perfiles de intensidad radial

Para comparar la similitud entre los perfiles de intensidad radial, empleamos cinco
métricas cuantitativas: Error Medio Absoluto (MAE), Error Medio Cuadratico (MSE),
Error de raiz cuadrada medio (RMSE), Coeficiente de Correlacién de Pearson (PCC) vy el

Coeficiente de Determinacién (R?). Estas métricas se calcularon del siguiente modo:

1. Error absoluto medio (MAE):
1 .
MAE = — [yi- Vil (1.5)

donde y; y vy; son los valores de intensidad observados y previstos, respectivamente,

y n es el numero de puntos.

2. Error cuadratico medio (MSE):

1 X .
MSE = E (yi-vi) (1.6)

i=1

3. Error de raiz cuadrada medio (RMSE):

v_
RMSE = MSE (1.7)
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4. Coeficiente de correlaciéon de Pearson (PCC):

P e
Y= V)Y 7 V)
= |

o (1.8)

PCC =

p_P n -\5 "'n N N 2
i=1(yi -y) i=1(yi - )

donde y y y son las medias de los valores observados y predichos, respectivamente.

5. Coeficiente de determinacién (R2?):

P n YAYA

S (A (1.9)

Un valor mas bajo de MAE, MSE y RMSE, junto con valores mas altos de PCC y R?,
indicaban un mayor grado de similitud entre los perfiles. Estas métricas se calcularon para
cada par I (r) de depdsitos de proteinas en estado nativo y desnaturalizado. El rendimiento
de cada humedad relativa se evalud calculando la media de las métricas de alta y baja
concentracion de NaCl. Estos resultados se agruparon en cuatro grupos: Grupo 1(RH=
20%), Grupo 2 (RH= 40%), Grupo 3 (RH= 60%), y Grupo 4 (RH= 90 %). Mediante el uso
de estos métodos exhaustivos y rigurosos, pretendiamos lograr una comparacién robusta
que resaltara las sutiles diferencias en los perfiles de intensidad radial, proporcionando asi
una medida sensible de los cambios estructurales de las proteinas inducidos por diferentes
niveles de RH.

La metodologia utilizada para comparar los pares de datos del perfil de intensidad
radial en los distintos depdsitos se llevd a cabo siguiendo los pasos que se describen a
continuacion: Los datos disponibles consisten en columnas de pares ordenados agrupados
en cuatro conjuntos, cada uno de los cuales corresponde a un nivel especifico de humedad
relativa. Para obtener un valor representativo de cada nivel de humedad, se promediaron las
métricas calculadas a partir de la comparacién entre depdsitos formados con proteinas en
estado nativo y desnaturalizado, asi como con concentraciones altas y bajas de NaCl. Esta
comparacion se realizé utilizando cinco métricas estadisticas. A continuacion se detalla la

composicion de cada grupo:

= Grupo 1: Los pares se compararon a; con a,, y e; con e,.
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= Grupo 2: Los pares se compararon b; con b,, y f; con f,.
= Grupo 3: Los pares se compararon c; con C, Y g1 con gs.

= Grupo 4: Los pares se compararon d; con d,, y hy con h,.

donde los subindices 1 y 2 se refieren a los estados nativo y desnaturalizado, respec-
tivamente. Los simbolos a; y e; representan depdsitos formados a RH = 20%, b; y f;
corresponden a RH = 40%, c; y g; denotan RH = 60%, y d; y h; indican RH = 90 %.

Para determinar si las diferencias entre los conjuntos de datos eran significativas o si
las muestras podian considerarse similares, se aplicaron valores umbral de referencia. Se

definieron los siguientes criterios:

= Un MAE superior a 0,1 indica diferencias significativas entre los conjuntos de datos.
= Un MSE superior a 0,05 refleja grandes errores acumulados.
= Un RMSE superior a 0,2 sugiere una gran variabilidad en los datos.

» Para el coeficiente de Pearson, los valores absolutos inferiores a 0,3 se considera-
ron correlaciones débiles, lo que indica una falta de relacién significativa entre los

conjuntos de datos.

= Un valor negativo o cercano a cero R? se interpretd como una baja capacidad expli-

cativa del modelo lineal entre los dos conjuntos de datos.

1.6.2. Clasificacion de analisis basado en imagenes de depdsitos

de gotas secas

Para distinguir los patrones de depdsito correspondientes a proteinas en estado nativo
y desnaturalizado, se aplicéd un enfoque basado en el anélisis de entropia de imagenes obte-
nidas a partir de depdsitos secos. Las imagenes fueron procesadas mediante un algoritmo
que segmenta cada muestra en regiones de interés (*regions of interest*, ROI) de tamafio
uniforme (128 x 128 px). Se utilizd la entropia de Shannon como métrica para evaluar

la complejidad estructural de cada ROI, estableciendo un umbral de entropia de 2. Las
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regiones que superaban este umbral se consideraron relevantes para analisis posteriores,
optimizando la deteccion de patrones asociados a la morfologia del depdsito.

Las ROI seleccionadas se etiquetaron como correspondientes a proteinas nativas (clase
1) o desnaturalizadas (clase 2), dependiendo de las condiciones experimentales. Para dife-
renciar entre estas clases, se empleé un modelo de red neuronal convolucional basado en
DenseNet121, preentrenado en el conjunto de datos ImageNet y ajustado mediante apren-
dizaje por transferencia. Se congelaron las capas base del modelo y se afadieron capas
densas especificas para la tarea, con una capa de salida que utiliza la funcién de activa-
cion softmax para la clasificacion binaria. El modelo se entrend con un conjunto de datos
equilibrado, normalizando las imagenes en la escala [0,1] y minimizando la pérdida de
entropia cruzada categérica (categorical crossentropy) con el optimizador Adam (learning
rate: 1 x 107%).

La evaluacién del modelo se realizé utilizando métricas estandarizadas, incluyendo
precision, sensibilidad, especificidad y exactitud global** para cada clase. Adicionalmente,
se ejecutd la prueba estadistica de Kolmogorov-Smirnov (K-S) para comparar las distri-
buciones de entropia entre proteinas nativas y desnaturalizadas. Este analisis identificd
diferencias significativas en la complejidad de los patrones formados en las condiciones ex-
perimentales, validando la capacidad del modelo para diferenciar los depdsitos de proteinas

nativas y desnaturalizadas en funcidn de su morfologia.



Capitulo 2

Resultados

2.1. El efecto de la humedad relativa en procesos de
recubrimiento de proteinas

La Fig. 2.1 muestra una serie de patrones formados en gotas secas de una solucion de
proteina nativa (0=1 wt %) bajo diferentes humedades relativas (RH: 20%, 40%, 60 %
y 90 %). Cada fila en la imagen corresponde a un nivel de RH diferente, y cada columna
ofrece una vista ampliada de secciones especificas dentro de la gota seca, destacadas en
recuadros rojos y azules. A medida que aumenta la RH, la morfologia de los depdsitos
cambia significativamente.

A 20% de RH, se observa un patron caracterizado por una estructura de “coffee ring” bien
definida, rodeada de grandes cristales en forma de aguja. En la ampliacion del cuadro rojo,
se pueden apreciar cristales en forma de aguja y estructuras festoneadas entrelazadas (sca-
lloped), indicando una alta concentracién de cristales. El cuadro azul resalta la periferia
del depdsito, donde las estructuras cristalinas parecen mas dispersas y menos organizadas,
reflejando posiblemente una rdpida evaporacion que no permite la formacion de estructuras
ordenadas. A 40% de RH, el patrén general muestra una disminucion en la definicién de
las estructuras internas en comparacién con la RH mads baja. En la ampliacion del cuadro
rojo, se observan cristales en forma de aguja y agregados amorfos dispersos, indicando un

balance entre la evaporacidn y la cristalizacion que permite la formacion de estas estructu-

10
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ras mixtas. La ampliacién del cuadro azul revela cristales mas densamente empaquetados
en la periferia del depodsito, sugiriendo una evaporacién mas controlada que permite una
mejor organizacion de los cristales.

A 60% de RH, el patrén cambia notablemente, mostrando una gran cantidad de cristales
en forma de helecho y formas dendriticas. En la ampliacion del cuadro rojo, se destaca la
presencia de un gran agregado central rodeado de estructuras dendriticas. Esto indica una
mayor concentracién de NaCl y proteinas en el centro del depdsito. En la ampliacion del
cuadro azul, las pequefias estructuras dendriticas estan mejor definidas, reflejando una tasa
de evaporacién mas lenta que permite la formacién de estos patrones cristalinos complejos.
A 90% de RH, los helechos y dendritas cubren completamente del deposito. La ampliacién
del cuadro rojo muestra un denso arreglo de cristales dendriticos, indicando una alta or-
ganizacion y posiblemente una mayor concentracién de sal que facilita esta estructura. El
cuadro azul destaca la periferia del depdsito, donde los cristales dendriticos muestran un
menor grosor, sugiriendo una evaporacion muy lenta que permite la maxima organizacién

de los cristales.

Figura 2.1: Depdsitos de proteina nativa a diferentes condiciones de RH con alta
concentracion de NaCl. Depdsitos compuestos por 1 wt% de BSA y 1 wt% de NacCl.
Los recuadros rojos destacan la region central y los recuadros azules muestran la regidn
periférica. Las barras negras representan 0.5 mm en las vistas generales y 1.0 mm en las
ampliaciones.



CAPITULO 2. RESULTADOS 12

La Fig. 2.2 muestra los patrones formados en gotas secas de proteina desnaturalizada
(® =1%). A una RH del 20 %, los depdsitos muestran una superficie rugosa y heterogénea
con un conjunto de agregados entrelazados en la region central. La ampliacidén de esta area
(recuadro rojo) revela la presencia de algunas estructuras cristalinas en forma de crucetas
con helechos. Interesantemente, la periferia (recuadro azul) presenta una delgada region
de deposicion uniforme (ver lineas amarillas). Los depdsitos generados a RH=40, 60 y
90 %, comparten aspectos morfoldgicos que difieren sustancialmente en comparacion con
los generados a RH= 20%. En ellos, los cristales en forma de crucetas con helechos estdn
dispersos por todo el deposito. La ampliacién del area central (recuadro rojo) indica un
depdsito altamente desorganizado, donde coexisten grandes areas de textura rugosa, peque-
fios agregados y los cristales. La periferia (recuadro azul) también presenta una estructura
muy desorganizada, con grandes dreas de textura rugosa y una notable heterogeneidad en
la distribucidn de agregados cerca de la linea de contacto, lo que genera una delgada regién

periférica de aspecto fibroso (lineas amarillas).

20% RH

40%RH

Figura 2.2: Depdsitos de proteina desnaturalizada con alta concentracion de
NaCl a diferentes condiciones de RH. Depdsitos compuestos por 1 wt% de BSA
y 1 wt% de NaCl. Los recuadros rojos destacan la region central y los recuadros azules
muestran la regidn periférica y la linea punteada amarilla representa la distribucién de los
agregados. Las barras negras representan 0.5 mm en las vistas generales y 1.0 mm en las
ampliaciones.
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La Fig. 2.3 muestra patrones formados por gotas secas de solucién de proteina nativa
(O =0.1%) a para los diferentes niveles de humedad relativa. A RH=20 %, la gota seca
muestra una estructura bien definida de “coffee ring”. En el centro de la gota (recuadro
rojo), se observan paneles de estructuras dendriticas, con pequefios agregados oscuros dis-
persos que indican una mayor concentracién de material. La periferia de la gota (recuadro
azul) presentan los cristales formando una red densa, caracteristica de patrones de cristali-
zacion controlada, con un “coffee ring” prominente que resalta la acumulacién de material
en los bordes. Al 40% de humedad relativa, la estructura de “coffee ring” sigue siendo
visible, aunque menos definida que a 20% RH. El centro de la gota (recuadro rojo) mues-
tra un patron mdas homogéneo, con estructuras dendriticas sin que estén agrupadas por
paneles, generando una apariencia mas suave y menos fragmentada. Los agregados oscuros
son menos frecuentes. En la periferia (recuadro azul), cerca del anillo de café, se observa
una region de pequefios filamentos densamente empaquetados.
A una humedad relativa del 60 %, los patrones de las gotas secas cambian considerablemen-
te. El “coffee ring” no es visible. En el centro de la gota (recuadro rojo) se revelan una alta
densidad de cristales dendriticos, con agregados oscuros de mayor tamafio comparado con
otras humedades relativas. A simple vista, la textura es mas rugosa y menos homogénea
debido a la alta concentracién de cristales dendriticos entrelazados. En la periferia (recua-
dro azul), emergen cristales ondulados sobre una superficie uniforme de proteina. A una
humedad relativa del 90 %, la estructura de las gotas secas se transforma drasticamente. La
superficie de la gota se cubre con agregados amorfos. El centro de la gota (recuadro rojo)
muestra una textura homogénea, donde los agregados estan distribuidos uniformemente.
En la periferia (recuadro azul), los cristales estan casi ausentes y la estructura general es

amorfa y homogénea.
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Figura 2.3: Depdsitos de proteina nativa con baja concentracién de NaCl a di-
ferentes condiciones de RH. Depdsitos compuestos por 1 wt% de BSA y 0.1 wt% de
NaCl. Los recuadros rojos destacan la region central y los recuadros azules muestran la
region periférica. Las barras negras representan 0.5 mm en las vistas generales y 1.0 mm
en las ampliaciones

La Fig. 2.4 muestra patrones formados por gotas secas de solucién de proteina des-
naturalizada (® =0.1%) para los diferentes niveles de humedad relativa. Con excepcion
de los depoésitos formados a RH=90 %, todos ellos muestran un “eye-like pattern” y un
anillo de café bien definido. A una humedad relativa de 20 %, los depdsitos muestran que
el agregado central estd formado por cristales que se asemejan a una hoja de palma. Estos
estan rodeados de pequefias estructuras dendriticas que generan una regiéon en forma de
anillo (Ver lineas amarillas en el recuadro rojo). En la regidn periférica emergen fisuras y
estructuras onduladas en el borde del depdsito (recuadro azul). A RH= 40% y 60%, los
patrones son muy similares a los que emergen a RH=20% con una ligera diferencia: la
region periférica de dendritas es mas difusa. En contraste a RH=90 %, la gota seca pre-
senta un patron completamente diferente. La estructura de anillo de café es inexistente y
los depdsitos estdan completamente cubiertos por cristales muy delgados que pueden estar

en forma de dendrita o de filamentos ondulados (Ver recuadros azul y rojo).
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Figura 2.4: Depdsitos de proteina desnaturalizada con baja concentracién de
NaCl a diferentes condiciones de RH. Depdsitos compuestos por 1 wt% de BSA y
0.1 wt% de NaCl. Los recuadros rojos destacan la region central y las lineas punteadas
amarillas sefialan la regiéon en forma de anillo. Los recuadros azules muestran la region
periférica. Las barras negras representan 0.5 mm en las vistas generales y 1.0 mm en las
ampliaciones

2.2. Perfiles de intensidad radial

Los perfiles de intensidad radial (I(r)) proporcionan una representacién cuantitativa de
la distribucion de la intensidad en los depdsitos, permitiendo comparar directamente las
diferencias entre depdsitos.

La Fig. 2.5 muestra que las soluciones al ® =1 wt%, los perfiles de intensidad de
proteinas nativas y desnaturalizadas muestran comportamientos distintos. La curva azul
(N) exhibe una intensidad que disminuye progresivamente desde el centro hacia los bordes,
con un incremento notable hacia r/ro cercano a 1.0, indicando una acumulacién en la
periferia del depodsito. Por otro lado, la curva verde (D) presenta una disminucion mas
gradual y menos acentuada hacia los bordes, lo que sugiere una distribucion de masa
mayor en el centro y menor en la periferia. Para las soluciones al ® =0.1 wt %, los perfiles
de intensidad también revelan diferencias significativas entre los tratamientos N y D. La
curva naranja (N) muestra una intensidad relativamente constante hasta aproximadamente
r/ro = 0.5, seguida de un aumento gradual hacia el borde, reflejando la estructura de anillo

de café observada en las imagenes. En cambio, la curva magenta (D) presenta un descenso



CAPITULO 2. RESULTADOS 16

abrupto desde el centro hacia r/rg = 0.5, seguido de un incremento mas pronunciado hacia
el borde, lo que correlaciona con la formacion densa de agregados en la regién central y la

estructura radial de anillo de café.

20%RH

O= 1wt% 1.0}

0.5}

Irr)

0.0

0.0 0.5 1.0

Figura 2.5: Perfiles de intensidad radial a 20% RH de Nativa y Desnaturalizada
para alta y baja concentracion de NaCl. Las imagenes muestran depodsitos de pro-
teinas en su estado nativo (N) y desnaturalizado (D), con alta concentracién ® =1 wt%
(arriba) y baja concentracién ® =0.1 wt% (abajo). Los gréficos laterales representan los
perfiles de intensidad radial normalizada I (r) en funcién de la posicion radial relativa r/ro.
La curva azul y verde corresponden a los perfiles de alta concentracién de sal, mientras
que las curvas naranja y magenta representan los perfiles de baja concentracidn de sal. Las
barras negras representan 0.5 mm.

La Fig. 2.6 muestra que los perfiles de intensidad radial para las soluciones al ©® =1
wt % bajo 40% RH presentan diferencias significativas entre la distribucion de masa de
depdsitos de proteinas en estado nativo y desnaturalizado. La curva azul (N) exhibe una
intensidad que varia radialmente, mostrando fluctuaciones significativas debidas a la distri-
bucidn heterogénea de cristales en el depdsito. La curva verde (D) presenta una disminucién
mas gradual hacia los bordes, indicando una distribucidn mas uniforme de particulas. Para

las soluciones al ® =0.1 wt %, los perfiles de intensidad radial también revelan diferencias
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importantes entre los depdsitos. La curva naranja (N) muestra una intensidad relativa-
mente constante hasta aproximadamente r/ro = 0.5, seguida de un aumento gradual hacia
el borde, reflejando la estructura de anillo de café. La curva magenta (D) presenta un
descenso abrupto desde el centro hacia r/ro = 0.5, seguido de un incremento mas pronun-
ciado hacia el borde, lo cual correlaciona con la formacién densa central y las estructuras

radiales observadas.

40%RH

D= 1wt% 1.0}

Bo T e

D= 0.1wt%
Nz

0.5 1.0
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Figura 2.6: Perfiles de intensidad radial a 40% RH de Nativa y Desnaturalizada
para alta y baja concentracion de NaCl. Las imagenes muestran depodsitos de pro-
teinas en su estado nativo (N) y desnaturalizado (D), con alta concentracion © =1 wt%
(arriba) y baja concentracién ® =0.1 wt %, (abajo). Los graficos laterales representan los
perfiles de intensidad radial normalizada I (r) en funcidn de la posicion radial relativa r/rg.
La curva azul y verde corresponden a los perfiles de alta concentracidon de sal, mientras
que las curvas naranja y magenta representan los perfiles de baja concentracién de sal. Las
barras negras representan 0.5 mm.

La Fig. 2.7 muestra los perfiles de intensidad radial para las soluciones al ® =1 wt%
bajo 60% RH. La curva azul (N) exhibe una intensidad que varia a lo largo del radio, con
fluctuaciones importantes debidas a la distribucion heterogénea de agregados. La curva

verde (D) presenta una intensidad mas uniforme a lo largo del radio, con una disminucion
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gradual hacia los bordes, lo que esta en concordancia con una distribucién de masa mas
homogénea. Para las soluciones al ® = 0.1 wt %, la curva naranja (N) muestra una inten-
sidad relativamente constante hasta aproximadamente r/ro = 0.5, seguida de un aumento
gradual hacia el borde. La curva magenta (D) presenta un descenso abrupto desde el centro
haciar/ro = 0.5, seguido de un incremento mas pronunciado hacia el borde, derivado del

patréon de ojo.

60% RH

O= 1wt% 1.0}

0.0

O:O 0:5 1 :0
r/r0

Figura 2.7: Perfiles de intensidad radial a 60% RH de Nativa y Desnaturalizada
para alta y baja concentracion de NaCl. Las imagenes muestran depodsitos de pro-
teinas en su estado nativo (N) y desnaturalizado (D), con alta concentracion © =1 wt%
(arriba) y baja concentracion @ =0.1 wt %, (abajo). Los graficos laterales representan los
perfiles de intensidad radial normalizada I (r) en funcién de la posicion radial relativa r/rg.
La curva azul y verde corresponden a los perfiles de alta concentracién de sal, mientras
gue las curvas naranja y magenta representan los perfiles de baja concentracién de sal. Las
barras negras representan 0.5 mm.

La Fig. 2.8 muestra que los perfiles de intensidad radial para las soluciones al ® =1 wt%
bajo 90% RH revelan semejanzas en la distribucién de masa. La curva azul (N) exhibe

una intensidad que varia suavemente a lo largo del radio, lo que es consistente con las
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formaciones cristalinas que estan distribuidas de manera heterogénea. La curva verde (D)
también muestra una intensidad uniforme a lo largo del radio, con una disminucién gradual
hacia los bordes, lo que coincide con la distribucidén de cristales en todo el depdsito. Para
las soluciones al ® =0.1 wt %, los perfiles de intensidad radial también revelan similitudes
importantes entre los depdsitos. Ambas curvas, naranja (N) y magenta (D), muestran una
intensidad decreciente hacia le borde, con pequeiias fluctuaciones derivadas de la formacidn

de los pequeiios cristales.

90% RH

1.0}

0= 1wt%

D E3

®=0.1wt% 1.0} ‘
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3 = 0.5 1
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0.0 0.5 1.0
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Figura 2.8: Perfiles de intensidad radial a 90% RH de Nativa y Desnaturalizada
para alta y baja concentracion de NaCl. Las imagenes muestran depodsitos de pro-
teinas en su estado nativo (N) y desnaturalizado (D), con alta concentracién ® =1 wt%
(arriba) y baja concentracion ® =0.1 wt %, (abajo). Los graficos laterales representan los
perfiles de intensidad radial normalizada I (r) en funcién de la posicion radial relativa r/ro.
La curva azul y verde corresponden a los perfiles de alta concentracidon de sal, mientras
que las curvas naranja y magenta representan los perfiles de baja concentracidn de sal. Las
barras negras representan 0.5 mm.
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2.2.1. Comparacioén estadistica de los perfiles de intensidad radial

Para determinar la humedad relativa que distingue con mayor eficacia entre depdsitos

de proteinas nativas y desnaturalizadas, comparamos cuantitativamente los perfiles de in-
tensidad radial utilizando cinco métricas: MAE, MSE, RMSE, correlacion de Pearson y
R2. La Tabla 2.1 muestra que la diferencia entre depdsitos disminuye con el aumento de
la humedad relativa. A 20% RH, se observaron las mayores diferencias entre pares, con
los valores medios mas altos de MAE, MSE y RMSE, junto con una correlacién negativa
moderada. Por el contrario, a 90 % RH, se observaron las menores diferencias entre pares,
con los valores mas bajos de MAE, MSE y RMSE, y la mejor correlacién positiva.
Los grupos, ordenados por similitud de mayor a menor, son los siguientes: Grupo 4 (RH=
90 %), que muestra la mayor similitud con errores minimos y una fuerte correlacién posi-
tiva; Grupo 3 (RH= 60%), con una similitud moderada y una correlacion positiva débil;
Grupo 2 (RH= 40%), que muestra una similitud baja y una correlacién cercana a cero;
y Grupo 1 (RH= 20%), que es el menos similar, caracterizado por errores significativos,
una correlacion inversa débil y una escasa capacidad explicativa del modelo lineal. El ana-
lisis estadistico revela que el Grupo 1 presenta las mayores diferencias entre las muestras
evaluadas. Prueba de ello es el mayor valor MAE (0,291864), que indica discrepancias sig-
nificativas en los valores medios entre las distribuciones, asi como el mayor MSE (0,118803)
y RMSE (0,338274), que reflejan un alto grado de errores acumulados y variabilidad en los
datos. Ademas, el coeficiente de correlacion de Pearson negativo (-0,193586) sugiere una
débil correlacién inversa entre las muestras, mientras que el valor R? extremadamente ne-
gativo (-2,101776) indica una escasa capacidad explicativa del modelo lineal para describir
la relacion entre las distribuciones.

En cambio, el Grupo 4 muestra las diferencias mas pequerias, con un MAE de 0,090761,
un MSE de 0,013973 y un RMSE de 0,109511, lo que refleja errores significativamente me-
nores y una variabilidad reducida de los datos. Este grupo también presenta un coeficiente
de correlacion de Pearson de 0,872446, que indica una fuerte correlacion positiva entre las
muestras, y un valor R2 de 0,695914, que sugiere una alta capacidad explicativa del mo-

delo lineal para describir la relacion entre las distribuciones. Estos resultados posicionan
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al Grupo 4 como el conjunto con mayor similitud entre las muestras analizadas.

Grupo MAE MSE RMSE Correlacién de Pearson | R-cuadrado
Grupo 1 | 0.291864* | 0.118803* | 0.338274* -0.193586* -2.101776*
Grupo 2 | 0.289645* | 0.119196* | 0.340752* 0.028270* -1.616554*
Grupo 3 | 0.246368* | 0.116194* | 0.326364* 0.243896* -1.254342%*
Grupo 4 | 0.090761 | 0.013973 | 0.109511 0.872446 0.695914

Tabla 2.1: Diferencia de depdsitos entre métricas. En la tabla, los valores marcados
con (*) indican diferencias significativas que impiden determinar la similitud entre las dos
muestras comparadas.

2.2.2. Clasificaciéon de analisis basado en imagenes de depdsitos

de gotas secas

El desempeiio del modelo de clasificacidon para distinguir entre depdsitos de proteinas
nativas y desnaturalizadas se evalu6 utilizando métricas estdndar de clasificacién, que in-
cluyen precision, sensibilidad, especificidad y precision general. Los resultados demuestran
que el modelo mantiene una alta eficiencia en la discriminacion entre ambas clases de depé-
sitos en todas las condiciones de humedad relativa (HR), sin que la HR tenga un impacto
significativo en su desempefo.2.2

A baja humedad relativa (20% HR), el modelo mostré alta precision y una precisidén
general del 99 %, lo que sugiere una morfologia bien definida en los depdsitos de proteinas
bajo estas condiciones. La matriz de confusién indica que la clasificacion de proteinas na-
tivas y desnaturalizadas fue altamente efectiva, con valores de sensibilidad y especificidad
cercanos al 99%. A 40% HR, el modelo mantuvo un desempefio robusto, logrando una
precision promedio del 98 % y una precision general comparable. Sin embargo, se observd
una ligera disminucién en la especificidad de la clasificacion, lo que indica un mayor sola-
pamiento en las caracteristicas estructurales de los depdsitos formados bajo esta condicion
de humedad.

A medida que la HR aumentd al 60 %, se registré una leve disminucién en la precision
general del modelo, alcanzando el 95%. Bajo estas condiciones, la precision de la clasifica-
cion disminuyd al 92 % para los depdsitos de proteinas nativas, mientras que la sensibilidad

para los depdsitos de proteinas desnaturalizadas cayo al 92 %. Estos resultados sugieren
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que la mayor disponibilidad de agua durante la evaporaciéon promueve la formacién de pa-
trones con mayor variabilidad morfoldgica, lo que podria afectar la capacidad del modelo
para distinguir entre ambas clases. Finalmente, a 90 % HR, el desempeno de la clasificacidon
se recuperd, con precisién y precision general alcanzando el 99 %, lo que indica que a altos
niveles de humedad, los depdsitos adoptan una morfologia mas predecible, lo que permite
una mejor diferenciacién por parte del modelo.

Para la condicion de baja concentracion de NaCl (0.1 wt %), el modelo mostré un
comportamiento similar en respuesta a las variaciones de HR. A 20% HR, se obtuvo una
precision general del 96 %, con precision y sensibilidad equilibradas para ambas clases. En
contraste, a 40% HR, la precision general disminuyd al 92% debido a una mayor tasa
de falsos positivos en la clasificacion de depdsitos de proteinas nativas, como se evidencia
en la matriz de confusién. A 60% HR, la precisién se estabilizé en un 98 %, con una
recuperacion en la especificidad de la clasificacion. Finalmente, a 90% HR, el modelo
alcanzé un rendimiento éptimo, logrando una precision general del 100%, lo que refleja

una morfologia mas distintiva entre ambas clases de depdsitos.

Humedad relativa (RH) | Precision (P) | Sensitividad (S) | Precisién general (A)

Alta concentracién de NaCl (1 wt %)

20% 99.0 98.5 99.0
40 % 98.0 98.0 98.0
60 % 95.5 95.5 95.0
90 % 99.0 99.0 99.0
Baja concentracién de (0.1 wt %)
20% 96.0 96.0 96.0
40 % 92.0 92.0 92.0
60 % 98.0 98.0 98.0
90 % 100.0 100.0 100.0

Tabla 2.2: Eficiencia de la red neuronal convolucional. Métricas de desempefio del
modelo de clasificacion en funcion de la humedad relativa (HR) y la concentracién de NacCl.
Se presentan los valores de precision (P), sensibilidad (S) y precisién general (A).
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2.3. Formacion de Patrones de Gotas Secas a Diferentes

Humedades Relativas

El andlisis de la formacidn de patrones de gotas secas de proteinas nativas y desnatura-
lizadas bajo diferentes humedades relativas puede proporcionar informacion valiosa sobre
la estabilidad conformacional y los mecanismos de agregacion proteica. En esta seccion, in-
vestigamos cdmo variaciones en la humedad relativa afectan la morfologia de los depdsitos
proteicos.

La Fig. 2.9 muestra la formacién del patron en depdsitos de proteina nativa ® =1 %
en condiciones de baja humedad relativa (20% RH). EIl proceso de secado de las gotas es
rapido. Inicialmente, la evaporacion ocurre de manera uniforme en la superficie de la gota
(t = Os a 1600s). Ademas, se observa que la superficie de la gota es lisa, indicando una
distribucion homogénea de solutos (recuadro violeta). Conforme la evaporacién avanza
(t = 2000s), comienza a formarse un borde en la periferia debido a la acumulacién de
solutos, resultando en el conocido “efecto de anillo de café"(recuadro azul). A medida
que el tiempo progresa (t = 2610s), se observan estructuras cristalinas en forma de aguja
que empiezan a desarrollarse en el borde de la gota, indicando una nucleacién rapida de
cristales debido a la alta concentracién local de solutos y a la rdpida evaporacion que
no permite una redistribucion uniforme (recuadro naranja). A 2700s, en la region central
inicial el proceso de nucleacion de las estructuras festoneadas (scalloped). Esto derivado
de la alta concentracidn local de solutos, resultado de la evaporacion avanzada de la gota.
La nucleacion es seguida rapidamente por el crecimiento cristalino, donde los cristales se
extienden hacia el interior de la gota, formando patrones caracteristicos. A 2800s, emerge

la morfologia final del depdsito (recuadro rojo).
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Figura 2.9: Formacion del patrén en depdsitos de proteina nativa (O =1 wt %) a
20 %RH. El recuadro morado destaca la homogeneidad del depdsito inicial. EI recuadro
azul sefala la formacion del anillo de café, mientras que el recuadro naranja indica el
inicio de los puntos de nucleacién y la aparicién de estructuras. Finalmente, el recuadro
rojo muestra el patrén final del depdsito. La barra negra representa 0,5 mm.

A RH = 40%, la Fig. 2.10 el proceso de evaporacion es mas lento comparado con el 20 %
RH, permitiendo un mayor tiempo de difusién para los solutos. Al inicio (t = 0s a 2340s),
la gota mantiene una distribucién homogénea de solutos durante un periodo prolongado
(recuadro violeta). La evaporacién es mas controlada en comparacién con condiciones
de menor RH, lo que permite una redistribucién mas homogénea de los solutos dentro
de la gota. Este equilibrio en la evaporacion minimiza la formaciéon temprana de nucleos
cristalinos, retrasando el inicio del proceso de nucleacion observable. A t= 4080, es evidente
la formacidén del anillo de café (recuadro azul). A partir de los 4150 segundos, se comienzan
a formar los primeros nucleos cristalinos, predominantemente en la periferia de la gota.
Este proceso de nucleacién es inducido por la acumulacion gradual de solutos en los bordes
debido a flujos capilares que transportan proteinas y NaCl desde el centro hacia la periferia.
La nucleacidon en esta etapa es mas homogénea que a RH mas bajas, debido a la mayor
disponibilidad de tiempo para la redistribucién de solutos antes de la saturacién local.
Entre los 4080 y 4310 segundos, los cristales en forma de aguja, las estructuras festoneadas
(scalloped) y los agregados amorfos comienzan a coexistir, formando estructuras mixtas
que reflejan el balance entre la evaporacion y la cristalizaciéon (recuadro naranja). A los

4500 segundos emerge la morfologia final del depdsito (recuadro rojo).
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Figura 2.10: Formacion del patrén en depdsitos de proteina nativa (® =1 wt %)
a 40 %RH. El recuadro morado destaca la homogeneidad del depésito inicial. El recuadro
azul sefala la formacion del anillo de café, mientras que el recuadro naranja indica el
inicio de los puntos de nucleacion y la aparicidon de estructuras. Finalmente, el recuadro
rojo muestra el patrén final del depdsito. La barra negra representa 0,5 mm.

A RH=60%, la Fig. 2.11 la evaporacion es aun mas lenta, favoreciendo la nucleacion
y el crecimiento cristalino ordenado. La gota permanece estable, y la evaporacién lenta
permite una redistribuciéon uniforme de los solutos (recuadro violeta). A t=5200s, se inicia
la formacion de un anillo de café, cuyos vestigios son eventualmente desvanecidos por
los agregados (recuadro azul). A partir de los 5540 segundos, se observa el inicio de la
nucleacidn de cristales en forma de dendritas y helechos que surgen de la periferia (recuadro
naranja). Estas se extienden hacia el interior de la gota, formando una red cristalina
compleja, indicativo de un proceso de nucleacion que ocurre en condiciones elevadas de
concentracion de soluto, pero con una tasa de evaporacién moderada. En la regién central
la formacion de grandes agregados absorbe una gran cantidad de solutos disponibles en
su entorno inmediato, impidiendo la nucleacion y el crecimiento de estructuras cristalinas
en las areas circundantes. Hacia el final del proceso de secado (t = 7040s), los depdsitos
muestran un alto grado de organizacidén y densificacion (recuadro rojo). Los cristales cubren
gran parte de la superficie de la gota, indicando que los solutos han sido transportados

eficientemente en todas las regiones del depdsito.
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Figura 2.11: Formacién del patrén en depdsitos de proteina nativa (0 = 1 wt %)
a 60 %RH. El recuadro morado destaca la homogeneidad del depésito inicial. El recuadro
azul sefala la formacion del anillo de café, mientras que el recuadro naranja indica el
inicio de los puntos de nucleacion y la aparicidon de estructuras. Finalmente, el recuadro
rojo muestra el patrén final del depdsito. La barra negra representa 0,5 mm.

A RH=90%, la Fig. 2.12 el proceso de evaporacion es lento, permitiendo una maxima
organizacion de los cristales. Desde t = Os hasta t = 3630s, la gota muestra una distribucién
homogénea de solutos (recuadro violeta). Alrededor de los 6000s, comienzan a aparecer
estructuras dendriticas, que se vuelven mds prominentes con el tiempo. Este crecimiento se
caracteriza por la formacion de estructuras ramificadas que se extienden hacia el centro de
la gota (recuadro naranja). Entre los 6180s y 6250s, las dendritas se entrelazan y forman
una red cristalina que cubre gran parte de la superficie de la gota, generando cristales
dendriticos densamente empaquetados. En la etapa final del proceso de secado, alrededor
de t = 7040s, el proceso de evaporacion termina y los cristales cubren completamente la

superficie del depdsito (recuadro rojo).
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Figura 2.12: Formacién del patron en depdsitos de proteina nativa (0 =1 wt %)
a 90 %RH. El recuadro morado destaca la homogeneidad del depédsito inicial. EI recuadro
azul sefala la formacion del anillo de café, mientras que el recuadro naranja indica el
inicio de los puntos de nucleacién y la aparicién de estructuras. Finalmente, el recuadro
rojo muestra el patrén final del depdsito. La barra negra representa 0,5 mm.

A continuacion se muestra la formacién de patrones en depdsitos de proteinas desna-
turalizadas (O =1 %) bajo diferentes humedades relativas (RH). Sin importar la humedad
relativa, el proceso de secado de todas las gotas inicia con una distribucién no homogénea
de solutos (recuadro verde). Ademas, a medida que avanza el proceso de secado, en todas
las gotas tiempo comienza a formarse una capa delgada en la superficie de contacto con el
sustrato, caracterizada por una textura no uniforme (recuadro amarillo). A RH=20%, la
Fig. 2.13 en t=2460s, se observa la migracion de material de la periferia hacia el centro de
la gota, formando una region periférica de textura lisa (recuadro café). Hacia los 2570s y
2630s, las irregularidades en la superficie se consolidan. A t=2660 en la region central emer-
gen las estructuras cristalinas en forma de crucetas con helechos, indicando un régimen
de crecimiento donde la nucleacién y la agregacién estan en equilibrio (recuadro naranja).
La morfologia final del depdsito emerge a t=2900, con una heterogeneidad marcada y una
clara distincién entre la periferia lisa, las regiones rugosas, y la region central delimitada

por cristales (recuadro rojo).
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Figura 2.13: Formacién del patron en depdsitos de proteina desnaturalizada
(® =1 wt%) a 20 %RH. El recuadro verde destaca la no homogeneidad del depdsi-
to inicial. El recuadro amarillo sefiala la formacién de una pelicula entre la superficie de
contacto y el sustrato, el recuadro café muestra la formacién de la regidn periférica, mien-
tras que el recuadro naranja indica el inicio de los puntos de nucleacién y la aparicion
de estructuras. Finalmente, el recuadro rojo muestra la morfologia final del depdsito. La
barra negra representa 0,5 mm.

La formacién de patrones a RH = 40%, 60% y 90 % que se muestran en la Fig. 2.14
muestra una notable similitud en sus etapas y caracteristicas. En todos estos casos, después
del inicio de la formacion de una capa delgada en la superficie de contacto con el sustrato, se
desarrolla una region periférica con una estructura fibrosa (recuadro café). Esta estructura
emerge concomitantemente con la contraccidn del liquido desde la periferia hacia el centro
de la gota, lo que incrementa la concentracion de solutos por encima del umbral critico,
facilitando asi el proceso de nucleacion. La migracion de solutos desde la periferia hacia
el centro permite la aparicion de cristales con morfologia de helechos (recuadro naranja).
El proceso de formacién de patrones concluye con la consolidacion de estos cristales, que

terminan colocados por toda la superficie del depdsito (recuadro rojo).
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Figura 2.14: Formacién del patrén en depdsitos de proteina nativa (0 = 1 wt %) a
40%, 60% y 90% RH. El recuadro verde destaca la homogeneidad del depdsito inicial.
El recuadro amarillo sefiala la formacidn del anillo de café, mientras que el recuadro naranja
y café indica el inicio de los puntos de nucleacién y la aparicion de estructuras. Finalmente,
el recuadro rojo muestra el patrén final del depdsito. Las barras negra representa 0,5 mm.

La Fig. 2.15 muestra la secuencia temporal de la formaciéon de depdsitos de proteina
nativa (O =0.1 %) a diferentes niveles de humedad relativa (RH). La formacién de patrones
a RH = 20, 40 y 60 % sigue un proceso con etapas y caracteristicas consistentemente pare-
cidas. Al inicio, la gota presenta una superficie lisa, lo que es indicativo de una distribucion
homogénea de solutos (recuadro violeta). A medida que avanza el tiempo, se observa una
leve acumulaciéon de material en los bordes, indicando el surgimiento del efecto de anillo

de café, que se vuelve mds evidente a medida que la evaporacién diferencial induce la
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formacion de un borde mas grueso (recuadro azul). Una vez alcanzada la concentracion
de saturacion, surgen puntos de nucleacidn dentro de la superficie de contacto (recuadro
naranja). Después, inicia el crecimiento de estructuras dendriticas hasta cubrir toda la
superficie con una red densa. Finalmente, emerge la morfologia final de patrones (recuadro

rojo).
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Figura 2.15: Formacién del patrén en depdsitos de proteina nativa (O = 0.1
wt%) a 20%, 40% y 60% RH. El recuadro morado destaca la homogeneidad del
depdsito inicial. El recuadro azul sefala la formacion del anillo de café, mientras que el
recuadro naranja indica el inicio de los puntos de nucleacion y la aparicidn de estructuras.
Finalmente, el recuadro rojo muestra la morfologia final del depdsito. Las barras negra
representa 0,5 mm.

En la Fig. 2.16, a una humedad relativa (RH) del 90 %, desde el inicio de la evapora-
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cion (t=0s), la gota presenta una distribucion homogénea de sus componentes, indicando
una mezcla uniforme sin segregacion de fases inicial (recuadro violeta). A medida que
progresa el tiempo de secado (3010s), la homogeneidad en la distribucién del material se
mantiene, sin evidenciarse la formacién del caracteristico anillo de café, lo que sugiere un
transporte de masa interno predominantemente controlado por procesos difusivos en lugar
de convectivos. En una etapa posterior del secado (4730s), comienzan a aparecer peque-
fos agregados amorfos uniformemente distribuidos sobre la superficie de la gota, lo que
indica una nucleacién y crecimiento inicial de estructuras cristalinas (recuadro naranja.
En las etapas finales del proceso de secado, la morfologia de la gota cambia drasticamen-
te, cubriéndose completamente de cristales dendriticos amorfos, que adoptan formas de
dendritas y filamentos ondulados, sefialando un régimen de evaporacion que favorece la

cristalizacién dendritica (recuadro rojo).
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Figura 2.16: Formacién del patrén en depésitos de proteina nativa (0 =0.1 wt %)
a 90 %RH. El recuadro morado destaca la homogeneidad del depésito inicial. EI recuadro
azul sefala la formacion del anillo de café, mientras que el recuadro naranja indica el
inicio de los puntos de nucleacién y la aparicién de estructuras. Finalmente, el recuadro
rojo muestra la morfologia final del depdsito. La barra negra representa 0,5 mm.

La Figura 2.17 ilustra la formacion de depdsitos de proteina desnaturalizada (con una
concentracion ® = 0.1 %) bajo diferentes niveles de humedad relativa (RH). La generacién
de patrones a RH del 20%, 40% y 60 % muestra un proceso con etapas y caracteristicas
consistentemente similares. Las gotas inicialmente presentan una superficie lisa, indicando

una distribucién homogénea de los solutos (recuadro violeta). Se observa una rapida eva-
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poracion en los bordes debido al gradiente de concentracion, lo que lleva a la formacion
incipiente de una estructura de anillo de café (recuadro azul). Esta evaporacién diferen-
cial intensifica la acumulaciéon de material en los bordes. Mientras el liquido de la gota
se contrae de la periferia hacia el centro preservando la simetria radial, no se desarrollan
formaciones estructurales significativas en la periferia. En contraste, la concentraciéon de
solutos en el centro de la gota aumenta, iniciando el proceso de nucleacién que resulta
en la formacion de cristales con una morfologia similar a palmas (recuadro naranja). Este

conjunto de cristales crea un patrén bien definido similar a un ojo (recuadro rojo).
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Figura 2.17: Formacién del patréon en depdsitos de proteina desnaturalizada (O =
0.1%) a20%, 40% y 60% RH. El recuadro morado destaca la homogeneidad del de-
posito inicial. EI recuadro azul sefiala la formacion del anillo de café, el recuadro naranja
indica el inicio de los puntos de nucleacién estructuras. Finalmente, el recuadro rojo mues-
tra el patrdn final del depodsito. Las barras negra representa 0,5 mm.

En la figura 2.18, desde el inicio de la evaporacion de las gotas a una humedad relativa
del 90 % (t=0s), se observa una distribucién homogénea de los componentes, indicando una
mezcla uniforme sin evidencia de segregacion de fases (recuadro violeta). Conforme avanza
el proceso de secado (2250s), la homogeneidad en la distribucién del material persiste, sin
observarse la formacion del caracteristico anillo de café, lo que sugiere que el transporte de

masa interno esta predominantemente controlado por difusiéon en lugar de adveccion. Al
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continuar el secado (3600s), emergen pequefias irregularidades en la superficie de la gota,
sefialando la nucleacién inicial y el crecimiento de estructuras amorfas (recuadro naran-
ja). En etapas mds avanzadas del secado (5860s y 6060s), se observan agregados amorfos
mas definidos dispersos sobre la superficie de la gota, indicando una mayor nucleacién y
crecimiento de estas estructuras. En las etapas finales del proceso de secado, la morfologia
de la gota cambia de manera significativa, con la superficie cubierta completamente de
agregados amorfos que presentan una distribucion mas densa y uniforme (recuadro rojo).
Esto indica un régimen de evaporacién en el que la alta humedad relativa favorece la for-
macidn de estructuras complejas debido a una menor velocidad de evaporacién y a un
tiempo de residencia mas prolongado para el crecimiento de estos agregados en la interfase

liquido-soélido.
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Figura 2.18: Formacién del patron en depdsitos de proteina desnaturalizada (O =
0.1%) a 90 %RH. El recuadro morado destaca la homogeneidad del depdsito inicial. El
recuadro azul sefala la formacién del anillo de café, mientras que el recuadro naranja
indica el inicio de los puntos de nucleacion y la aparicién de estructuras. Finalmente, el
recuadro rojo muestra la morfologia final del depdsito. La barra negra representa 0,5 mm.

2.4. Dindmica de secado de gotas de soluciones de pro-
teina en estado nativo y desnaturalizado

Las siguientes figuras se presentan el comportamiento de gotas de soluciones de pro-

teinas nativas con ® = 1 wt% y 0.1 wt %, respectivamente, expuestas a diferentes niveles
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de humedad relativa (RH): 20%, 40%, 60% y 90 %. Encontramos un comportamiento

semejante en la dinamica de secado de las gotas.

A 20% RH, la Fig. 2.19 las gotas muestran una rdpida evaporacion, completdndose en
aproximadamente 1500 segundos para la solucion @ =1 wt% y en 2290 segundos para la
solucion ® =0.1 wt% . Inicialmente, las gotas presentan una forma cdncava elevada, que
se aplanan progresivamente hasta desvanecerse por completo. En la etapa inicial, aunque
la evaporacién puede ocurrir en toda la superficie de la gota, tiende a ser mds rapida
en el borde debido a la mayor exposicién al aire, lo que sugiere una tendencia hacia el
modo de evaporacion en el borde. A medida que el tiempo avanza (t=1270s a t=1690s),
la gota comienza a aplanarse. Este cambio sugiere que la evaporacién se esta produciendo
de manera mas uniforme en toda la superficie de la gota, una caracteristica del modo de
evaporacion en el volumen. En este modo, la evaporacion se distribuye de manera mas
uniforme en toda la superficie de la gota, sin un movimiento significativo de los solutos
hacia el borde. Altas humedades relativas podrian ralentizar la evaporacion en esta etapa,
permitiendo que la gota mantenga su estructura por mads tiempo. Los perfiles de altura
normalizados indican la disminucidn uniforme y simétrica de la altura central, manteniendo

la simetria radial durante todo el proceso de secado.
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Figura 2.19: Dindmica de secado de gotas Nativas a 20% RH para concentra-
ciones altas y bajas de NaCl. La fila superior corresponde a gotas con ® = 1 wt%
y la fila inferior a ® =0.1 wt%. Las gréficas a la derecha ilustran los perfiles de altura
normalizados, en funcion del radio normalizado
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A 40% RH, la Fig. 2.20, la evaporacién se prolonga, completdndose en aproximada-
mente 2500 segundos para la solucion ® =1 wt% y en 2030 segundos para la solucion
® =0.1 wt%. Las gotas mantienen su forma cdncava durante un periodo mds extenso
antes de aplanarse gradualmente. Los perfiles de altura revelan una disminucidén continua
y simétrica de la altura central, similar al comportamiento observado a menor humedad,
pero extendido a lo largo de un periodo mas largo. Este fendémeno indica una menor tasa
de evaporacion debido a la mayor saturacidon de vapor en el ambiente, lo que retarda la

pérdida de masa de las gotas.

40% RH Nativa ®= 1wt%

os
. 950 04

0.e

40% RH Nativa ® = 0.1wt% o

0.8
o4

0.2

0.0
P —

h/h,

h/h,

0.0 02 0.4 0.6 0s 1.0

r/r,

o

Figura 2.20: Dindmica de secado de gotas Nativas a 40% RH para concentra-
ciones altas y bajas de NaCl. La fila superior corresponde a gotas con ® = 1 wt%
y la fila inferior a ® =0.1 wt%. Las gréficas a la derecha ilustran los perfiles de altura
normalizados, en funcidon del radio normalizado

A 60% RH, la Fig. 2.21, la evaporacion es aun mas lenta, completandose en aproxima-
damente 3100 segundos para la solucion ® = 1 wt% y en 2900 segundos para la solucion
® = 0.1 wt%. La forma concava inicial se mantiene por mas tiempo antes de aplanarse
por completo. Los perfiles de altura normalizados demuestran una disminucion constante
y simétrica, indicando una evaporacion mas controlada y lenta, reflejada en la prolongada

estabilidad de la forma de la gota.
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Figura 2.21: Dinamica de secado de gotas Nativas a 60% RH para concentra-
ciones altas y bajas de NaCl. La fila superior corresponde a gotas con ® = 1 wt%
y la fila inferior a ® =0.1 wt%. Las graficas a la derecha ilustran los perfiles de altura
normalizados, en funcion del radio normalizado

Finalmente, a 90% RH, la Fig. 2.22, el proceso de secado es el mas lento, completan-
dose en aproximadamente 4440 segundos para la solucién ® = 1 wt% y en 5550 segundos
para la solucion ® = 0.1 wt%. Las gotas mantienen su forma céncava durante un pe-
riodo considerablemente largo antes de aplanarse por completo. La disminucién de altura
es progresiva y muy lenta, con los perfiles de altura correspondientes evidenciando una

disminucidn simétrica y gradual de la altura central.
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Figura 2.22: Dinamica de secado de gotas Nativas a 90% RH para concentra-
ciones altas y bajas de NaCl. La fila superior corresponde a gotas con ® = 1 wt%
y la fila inferior a ® =0.1 wt %.Las graficas a la derecha ilustran los perfiles de altura
normalizados, en funcién del radio normalizado
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Las siguientes figuras presentan el comportamiento de gotas de soluciones de proteinas
desnaturalizadas con ® = 1 wt% y 0.1 wt %, respectivamente, expuestas a diferentes nive-
les de humedad relativa (RH): 20 %, 40 %, 60 % y 90 %. Para todas las soluciones y niveles
de RH estudiados, se observa una dindmica de secado semejante.

A 20% RH, la Fig. 2.23, las gotas muestran una rapida evaporacion, completdndose en
aproximadamente 1400 segundos para la solucién @ =1 wt% y en 1290 segundos para la
solucion ® = 0.1 wt %. Inicialmente, las gotas presentan una forma cdncava elevada, que
se aplanan progresivamente hasta desvanecerse por completo. Los perfiles de altura nor-
malizados indican una disminucion uniforme y simétrica de la altura central, manteniendo
la simetria radial durante un periodo prolongado del proceso de secado. Sin embargo, en la
etapa final de evaporacion, el fluido se desplaza hacia el centro mientras que la linea curva
de la gota pierde su simetria. Esta distorsidn en el perfil de la gota es mucho mds evidente
en gotas con ® =1 wt %, lo que sugiere que ocurre el fendémeno esta fuertemente influen-
ciado por la agregacion de proteinas impulsada por la presencia de NaCl. En esta etapa,
la presencia de sal reduce la solubilidad de las proteinas al disminuir la interaccién entre
las moléculas de proteina y el agua (efecto salting-out), favoreciendo asi las interacciones
proteina-proteina. A medida que el solvente se evapora, estas interacciones se intensifican,
resultando en la formacion de estructuras agregadas y la consiguiente deformacion de la

gota.

20% RH Desnaturalizada ®= 1wt% 3

o
_== 0ne
) ~
i ()70 150 510 M = o4
0%

0

20% RH Desnaturalizada @ = o0.1wt%

0s
;° 06
) <~

o

0g

Figura 2.23: Dindmica de secado de gotas Desnaturalizadas a 20% RH para
concentraciones altas y bajas de NaCl. La fila superior corresponde a gotas con ® =
1 wt% vy la fila inferior a ® =0.1 wt %. Las graficas a la derecha ilustran los perfiles de
altura normalizados, en funcion del radio normalizado
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A 40% RH, la Fig. 2.24, la evaporacién es mas prolongada, completandose en aproxi-
madamente 2400 segundos para la solucién ® =1 wt % y en 2600 segundos para la solucion
® =0.1 wt %. Las gotas mantienen su forma cdncava durante un periodo mas extenso antes
de aplanarse gradualmente. Los perfiles de altura revelan una disminucién continua y si-
métrica de la altura central, similar al comportamiento observado a menor humedad, pero
extendido a lo largo de un periodo mds largo. En ambas soluciones, las imagenes finales
muestran una distorsion en la linea curva, con una mayor concentracion de material en la

region central.
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Figura 2.24: Dindmica de secado de gotas Desnaturalizadas a 40% RH para
concentraciones altas y bajas de NaCl. La fila superior corresponde a gotas con ® =
1 wt% vy la fila inferior a ® =0.1 wt %. Las graficas a la derecha ilustran los perfiles de
altura normalizados, en funcion del radio normalizado

A 60% RH, la Fig. 2.25, la evaporacion es aun mas lenta, completandose en aproxima-
damente 3400 segundos para la solucion @ =1 wt% y en 3050 segundos para la solucion
® =0.1 wt%. La forma concava inicial se mantiene por mas tiempo antes de aplanarse
por completo. Los perfiles de altura normalizados demuestran una disminucion constante
y simétrica, indicando una evaporacion mas controlada y lenta, reflejada en la prolongada
estabilidad de la forma de la gota. Las imagenes finales muestran una distorsidn asimétrica,

con una acumulacion de material en el centro.
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Figura 2.25: Dindmica de secado de gotas Desnaturalizadas a 60% RH para
concentraciones altas y bajas de NaCl. La fila superior corresponde a gotas con @ =
1 wt% vy la fila inferior a @ =0.1 wt %. Las grdficas a la derecha ilustran los perfiles de
altura normalizados, en funcién del radio normalizado

Finalmente, a 90% RH, la Fig. 2.26, el proceso de secado es el mas lento, completan-
dose en aproximadamente 7680 segundos para la solucion ® =1 wt% y en 5850 segundos
para la solucion ® =0.1 wt %. Las gotas mantienen su forma céncava durante un perio-
do considerablemente largo antes de aplanarse por completo. La disminuciéon de altura
es progresiva y muy lenta, con los perfiles de altura correspondientes evidenciando una
disminucidn simétrica y gradual de la altura central. A esta humedad relativa, también se
observa una distorsion en la linea curva, con una concentracion de material en la regién

central.

90% RH Desnaturalizada @®= 1wt%

— — —
N S -
J— — —
N | A |

90% RH Desnaturalizada ® =0.1wt%

Figura 2.26: Dinamica de secado de gotas Desnaturalizadas a 90% RH para
concentraciones altas y bajas de NaCl. La fila superior corresponde a gotas con ©® =
1 wt% vy la fila inferior a ® =0.1 wt %. Las graficas a la derecha ilustran los perfiles de
altura normalizados, en funcién del radio normalizado
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2.5. Propiedades fisicas y dinamicas de las gotas

La Fig. 2.27 muestra la variacion del dangulo de contacto inicial de gotas de proteinas
en funcion de la humedad relativa (RH). Los resultados indican que no hay diferencias
significativas en los dngulos de contacto entre gotas de proteinas en estado nativo y desna-
turalizado, independientemente de la concentracion de NaCl. Sin embargo, se observa una
alta variabilidad en los valores del angulo de contacto. Por ejemplo, las gotas de proteinas
nativas con alta concentracion de NaCl a RH=20 % muestran dngulos de contacto que os-
cilan entre 64 y 75 grados (Fig. 2.27 a), mientras que a RH=90 %, los angulos varian entre
61 y 65 grados. Interesantemente, las gotas de proteinas con baja concentracion de NaCl a
RH del 90 % muestran diferencias significativas en los valores del angulo de contacto inicial

(Fig. 2.27 b).
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Figura 2.27: Angulo de Contacto inicial. Angulo de contacto inicial con funcién de
la humedad relativa 20%, 40%, 60% y 90 %. para gotas de proteina nativa (cuadro azul
y circulo naranja) y desnaturalizada (rombo verde y tridngulo magenta). (a) Gotas con
concentracion de ® = 1 wt% (b) Gotas con concentracién de ® = 0.1 wt %. Las barras de
error representan la desviacion estandar de n=5.

La Fig. 2.28 muestra el tiempo de evaporacidn de gotas de proteinas en funcién de la
humedad relativa (RH). A medida que aumenta la RH, el tiempo de secado también incre-
menta. No se observan diferencias significativas en el tiempo de evaporacidn entre las gotas

de proteinas en estado nativo y desnaturalizado, independientemente de la concentracién
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de NacCl.
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Figura 2.28: Tiempo de Secado.. Tiempo total de formacién del patréon para gotas a
diferentes niveles de humedad relativa 20 %, 40 %, 60 % y 90 % y concentraciones de NacCl.
(a) Gotas con concentracion de ® = 1 wt% (b) Gotas con concentracién de ® = 0.1
wt %. Los cuadros azules y circulos naranjas representan proteina nativa, mientras que los
rombos verdes y tridangulos magenta representan proteina desnaturalizada.Las barras de
error representan la desviacién estandar de n=5.

La Fig. 2.29 (a) y (b) muestra la evolucion de la altura normalizada de la gota h/hg
como funcidn del tiempo normalizado t/ty, donde hg es la altura maxima inicial de la gota
y to corresponde al tiempo total de evaporacion del agua en el depdsito. La altura de la
gota se calcula como la distancia entre la linea de contacto y el dpice de la gota. No se
observan diferencias significativas en la evolucién temporal de la altura normalizada entre
las gotas con concentraciones de NaCl (O = 1wt% y ©® = 0.1wt %). Sin embargo, se nota
que la altura de las gotas con proteina desnaturalizada permanece por debajo de la de las
gotas con proteina nativa.

Por otro lado, la Fig. 2.29 (c) y (d) muestra el radio normalizado r/ro como funcién del
tiempo normalizado t/tg, donde rq es el radio inicial de la gota. El radio de la gota se
determina como la distancia desde el centro de la gota hasta la linea de contacto. Indepen-
dientemente de la concentracion de NaCl, la linea de contacto de triple fase permanece fija
en el sustrato y constante en el tiempo. Esto se debe a que, durante el proceso de secado,

las tensiones superficiales entre las interfaces soélido-liquido, liquido-vapor y sélido-vapor
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se mantienen en equilibrio.
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Figura 2.29: Evolucién de la altura y el radio durante el secado de gotas. (a) y
(b) Altura normalizada (h/hg) en funcién del tiempo para gotas con ® = 1 wt% y O =
0.1 wt %, respectivamente. (¢ ) y (d) Radio normalizado (r/rq) en funcién del tiempo para
concentraciones ® = 1 wt% y ® = 0.1 wt%. Las lineas continuas representan proteina
nativa (N) y las punteadas, proteina desnaturalizada (D).
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2.6. Patrones formados con proteina desnaturalizada con

UV-A.

Por ultimo pero no menos importante, exploramos el efecto de la humedad relativa en
depdsitos con proteinas irradiadas por luz ultravioleta. Encontramos que si los cambios
conformacionales de la proteina son menores, los depoésitos resultantes presentan una gran
similitud morfoldgica.

La Figura 2.30 muestra los patrones generados por la evaporacion de gotas de solucio-
nes proteicas ® =1 wt %, en dos estados conformacionales: nativo y desnaturalizado por
exposicidn a radiacion UV-A. En el estado nativo, se observa una transicidon progresiva de
los patrones conforme aumenta la RH. A 20% RH, predominan estructuras dendriticas
periféricas, resultado de nucleacién localizada promovida por tasas rdpidas de evaporacion
y flujos convectivos intensos hacia los bordes. A 40 % RH, las dendritas se extienden hacia
el centro del depdsito, con un patrén mas homogéneo pero aun dominado por cristales
bien definidos. A 60% RH, emergen estructuras jerarquicas de dendritas ramificadas que
cubren la mayor parte de la superficie, reflejando una nucleacién equilibrada por una eva-
poracién mas moderada. Finalmente, a 90 % RH, los depdsitos presentan una distribucion
uniforme de dendritas con estructuras estrelladas prominentes en el centro, lo que indica
un proceso de nucleacién altamente controlado facilitado por la reducciéon extrema en la
tasa de evaporacidn.

Por otro lado, las proteinas desnaturalizadas muestran patrones similares en morfologia
general, pero con caracteristicas distintivas asociadas a su pérdida de estabilidad confor-
macional. A 20% RH, las dendritas se distribuyen en toda la superficie, acompanadas de
fracturas internas inducidas por tensiones acumuladas durante el secado. A 40% RH, las
dendritas son mas definidas y se extienden hacia el centro, pero las fracturas permanecen
visibles, reflejando un equilibrio inestable entre redistribucion del soluto y tensiones inter-
nas. A 60% RH, las fracturas se atentan y las dendritas se densifican, indicando mayor
estabilidad estructural debido a una evaporacién mas moderada. A 90% RH, los patrones
cristalinos se organizan de manera uniforme, con estructuras ramificadas distribuidas ho-

mogéneamente, resultado de la relajacion progresiva de tensiones durante un secado lento.
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Los correspondientes perfiles de intensidad radial se muestran en la Figura.2.31

D= 1wt%

Figura 2.30: Depdsitos de proteina nativa e irradiada UV-A a diferentes condi-
ciones de RH con alta concentracién de NaCl. Depdsitos compuestos por 1 wt%
de BSA y 1 wt% de NaCl. Las filas corresponden a depdsitos de proteinas nativas e irra-
diadas. Las columnas corresponden a las diferentes RH. Las barras negras representan 0.5
mm.
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Figura 2.31: Perfiles de intensidad radial de depdsitos de proteina nativa e irra-
diada. Los graficos representan los perfiles de intensidad radial normalizada | (r) en fun-
cion de la posicion radial relativa r/ro, para depdsitos con alta concentracion ® =1 wt% .
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La Figura 2.32 muestra los patrones de deposiciéon formados en gotas secas de solucio-
nes proteicas ® =0.1 wt % en dos estados conformacionales, nativo y desnaturalizado, tras
exposicién a radiacion UV-A. En el estado nativo, se observa una transicion morfoldgica
progresiva influenciada por la RH. A 20% RH, los depdsitos exhiben un “anillo de café”
periférico, resultado de flujos convectivos dominantes, acompafiado por agregados centrales
dispersos. Con 40% RH, los patrones son menos definidos, evidenciando una interaccion
entre flujos convectivos y difusivos que promueve una redistribucién parcial del soluto.
A 60% RH, emergen dendritas cristalinas interconectadas, atribuibles a una nucleacién
ordenada favorecida por tasas moderadas de evaporacion. A 90% RH, la superficie se
homogeneiza en una textura amorfa, resultado de una evaporacidn lenta que permite la

redistribucion completa del soluto antes de su solidificacion.

En contraste, las proteinas desnaturalizadas exhiben una dindmica distinta. A 20%
RH, los depdsitos contienen fracturas internas superpuestas al anillo periférico, atribuidas
a tensiones generadas por la pérdida de estabilidad conformacional. A 40% RH, las frac-
turas forman una malla uniforme, reflejando cierta reorganizacion del material antes de
solidificarse. A 60 % RH, el soluto se concentra hacia el centro, con patrones fracturados y
ausencia de estructuras cristalinas, indicativos de una distribucidn restringida del material.
A 90% RH, los depdsitos muestran una superficie amorfa con lineas delgadas homogéneas,
resultado de la relajacion de tensiones internas y redistribuciéon uniforme durante la eva-
poracion prolongada. El perfil de intensidad radial confirma esta distribuciéon de masa, ver

Fig. 2.33
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Figura 2.32: Depésitos de proteina nativa e irradiada UV-A a diferentes condi-
ciones de RH con baja concentracién de NaCl. Depdsitos compuestos por 1 wt%
de BSA y 0.1 wt% de NaCl. Las filas corresponden a depodsitos de proteinas nativas e
irradiadas. Las columnas corresponden a las diferentes RH. Las barras negras representan

0.5 mm.
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Figura 2.33: Perfiles de intensidad radial de depdsitos de proteina nativa e irra-
diada. Los graficos representan los perfiles de intensidad radial normalizada I(r) en fun-
cion de la posicion radial relativa r/rg, para depdsitos con alta concentracién ® =0.1 wt%
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Discusion y Conclusion

En el presente estudio, se investigd la formacidn de patrones en los depdsitos de gotas
secas de soluciones proteicas nativas y desnaturalizadas (con 1.0wt % y 0.1wt % de NaCl)
bajo diferentes condiciones de humedad relativa (HR). Independientemente de la hume-
dad relativa, las proteinas nativas tienden a formar estructuras mas cristalinas y definidas,
mientras que las proteinas desnaturalizadas muestran una mayor tendencia a formar agre-
gados. Sin embargo, los resultados indican que la morfologia y distribucién de los depdsitos
estan fuertemente influenciadas por la HR, reflejando procesos complejos de nucleacién y
agregacién, asi como mecanismos de transporte de liquidos y evaporacién. Los depdsitos
de proteinas nativas y desnaturalizadas muestran estructuras cristalinas bien definidas con
patrones de “anillo de café", donde las proteinas nativas exhiben cristales en forma de aguja
y estructuras dendriticas, mientras que las proteinas desnaturalizadas presentan agrega-
dos entrelazados y crisoles con helechos dispersos. A medida que la HR aumenta al 60 %,
los depdsitos de proteinas nativas desarrollan una abundancia de cristales en forma de
helecho y dendritas, mientras que los depdsitos de proteinas desnaturalizadas permanecen
altamente desorganizados con estructuras rugosas y amorfas en el centro. Finalmente, a
90% HR, los depdsitos de proteinas nativas muestran una organizacién densa de cristales
dendriticos a través de la superficie, y los depdsitos de proteinas desnaturalizadas exhiben
un patréon uniforme y amorfo con cristales delgados dispersos.

El analisis de I (r) demuestra que una humedad relativa (HR) del 20 % discrimina de

manera mas eficiente entre los depdsitos de proteinas en el estado nativo y desnaturalizado,

48



CAPITULO 3. DISCUSION Y CONCLUSION 49

presentando los valores mas altos en el error absoluto medio (MAE), el error cuadratico
medio (MSE) y la raiz del error cuadratico medio (RMSE), junto con una correlacion
negativa moderada (Tabla 1). En contraste, a 90% HR, las diferencias entre los depdsitos
disminuyen significativamente, mostrando los valores mas bajos de MAE, MSE y RMSE, y
la mejor correlacién positiva, lo que indica que las diferencias morfoldgicas entre los estados
nativos y desnaturalizados de las proteinas se atenlan a altas humedades relativas. Este
comportamiento puede explicarse al considerar los mecanismos de evaporacidn y transporte
de solutos en las gotas secas.

La red neuronal convolucional alcanzé una alta precision en todas las condiciones de
HR, con el mejor rendimiento a 20% y 90% HR, donde las diferencias morfoldgicas fueron
mas pronunciadas. En HR intermedias (40—-60 %), una ligera disminucion en la especifici-
dad de clasificacion sugiere un mayor solapamiento estructural entre los depdsitos nativos
y desnaturalizados, probablemente debido a una mayor redistribucién de solutos. Estos
hallazgos coinciden con el andlisis de I(r), que también muestra que una HR mas baja
mejora la diferenciacion de patrones, mientras que una alta HR promueve la homogeneidad
morfolédgica. El fuerte acuerdo entre la clasificacion computacional y el analisis experimen-
tal de patrones demuestra el potencial del aprendizaje automatico para automatizar la
caracterizacion de depésitos, especialmente en aplicaciones de control de calidad donde la
precisién y la reproducibilidad son criticas. Ademas, estos resultados sugieren que la hume-
dad relativa no solo dicta la morfologia de los depdsitos a través de mecanismos impulsados
por la evaporacidén, sino que también determina la eficacia de los enfoques computacionales
para distinguir los estados de las proteinas.

A bajas humedades relativas, la evaporacidon de las gotas es rapida. Este proceso de
evaporacion rapida induce fuertes flujos convectivos dentro de la gota, promoviendo una
acumulacién de solutos en los bordes y formando el caracteristico .2nillo de café". Bajo
estas condiciones, las diferencias en la conformacién y agregacion de proteinas nativas y
desnaturalizadas son mas pronunciadas. Las proteinas nativas, que mantienen su estruc-
tura tridimensional, tienden a formar estructuras cristalinas bien definidas, mientras que
las proteinas desnaturalizadas, con su estructura alterada, forman agregados amorfos y

estructuras menos organizadas. Esta evaporacion rapida limita el tiempo disponible para



CAPITULO 3. DISCUSION Y CONCLUSION 50

la redistribucién de solutos, lo que resulta en una mayor heterogeneidad morfoldgica entre
los depositos de proteinas nativas y desnaturalizadas.

En contraste, a altas humedades relativas, la evaporacion es mucho mas lenta. Este
proceso lento permite una mayor difusion de los solutos dentro de la gota, facilitando una
redistribucion mas homogénea de los componentes. Bajo estas condiciones, la diferencia
en el comportamiento de las proteinas nativas y desnaturalizadas se atenua, ya que ambas
tienen mas tiempo para reorganizarse y cubrir todo el reservorio. Una alta HR reduce
las tasas de evaporacion y minimiza los gradientes de concentracién dentro de la gota, lo
que conduce a depositos menos diferenciados en términos de su morfologia. Ademas, una
HR mas alta puede favorecer la rehidratacién parcial de las proteinas desnaturalizadas, lo
que reduce la agregacién amorfa y permite una estructura mds uniforme. Este fendomeno
explica por qué a 90% HR, las diferencias entre los depdsitos de proteinas nativas y
desnaturalizadas son menos pronunciadas, con valores mas bajos de MAE, MSE y RMSE,
y una mejor correlacion positiva.

La alta reproducibilidad de los depdsitos indica que el proceso de formacién de patro-
nes es extremadamente robusto y tolerante a variaciones en el dngulo de contacto. Esta
robustez reduce significativamente el riesgo de defectos en el recubrimiento final. Ademas,
la ausencia de diferencias significativas en el tiempo de secado de las gotas con protei-
nas nativas y desnaturalizadas asegura la estandarizacién del proceso de fabricacién de
recubrimientos. Por lo tanto, la formacién de patrones a baja humedad relativa garantiza
recubrimientos de mayor calidad y reproducibilidad en un tiempo mas corto, lo que hace
de esta condicidn la ideal para procesos de fabricacién.

A pesar de los hallazgos significativos, este estudio tiene ciertas limitaciones. En primer
lugar, la investigacion se centro solo en dos tipos de proteinas (nativas y desnaturalizadas)
y en dos concentraciones de NaCl. La inclusiéon de una mayor variedad de proteinas y con-
centraciones podria proporcionar una vision mas completa de cdmo estos factores influyen
en la formacién de patrones. Ademas, el estudio se realizé sobre un solo tipo de sustrato,
temperatura y volumen inicial de gota. El trabajo futuro podria considerar explorar estas

variables.
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3.1. Conclusion

En conclusidn, este estudio esclarece el papel critico de la humedad relativa en la regu-
lacién de la formacién de patrones de deposiciéon de BSA en los estados nativo y desnatura-
lizado. Nuestros hallazgos demuestran que la humedad relativa influye significativamente
en la dindmica de nucleacién, el comportamiento de agregacion y los mecanismos de trans-
porte de solutos, modelando en ultima instancia la morfologia del depdsito final. A niveles
bajos de HR, las soluciones de proteinas nativas acumulan preferentemente material en la
periferia, impulsadas por la rdpida evaporacion y los efectos mejorados del anillo de cafég,
mientras que las proteinas desnaturalizadas exhiben patrones morfoldgicos distintivos. Se
observan mayores diferencias entre los depdsitos nativos y desnaturalizados a menor HR,
ya que la rapida evaporacion amplifica la heterogeneidad en la distribucién de solutos.
Ademas, las condiciones de baja HR reducen los tiempos de evaporacion, haciendo que el
proceso sea mas eficiente en tiempo y ideal para aplicaciones que requieren una formacion
de patrones mas rapida.

El analisis cuantitativo de los perfiles de intensidad radial (I(r)) subraya estas tenden-
cias, revelando una disminucidon consistente de las diferencias entre los depdsitos nativos
y desnaturalizados a medida que la HR aumenta. A niveles mas altos de HR, la evapora-
cién mas lenta promueve una redistribucion mas uniforme de las particulas, reduciendo las
diferencias y dando lugar a patrones con mayor similitud. Ademas, el modelo de red neuro-
nal convolucional demostré un rendimiento robusto al clasificar los depdsitos en todas las
condiciones de HR, manteniendo una alta precisién a pesar de las variaciones en la distri-
bucion de solutos. El rendimiento de la clasificacion fue 6ptimo a 20% y 90 % HR, donde
los depositos exhibieron morfologias bien definidas, alcanzando niveles de precisién de 99-
100 %. A niveles intermedios de humedad (40-60% HR), se observo una ligera reduccion
en la especificidad de la clasificacion, probablemente debido a un mayor solapamiento mor-
folégico. Estos resultados validan la efectividad de los enfoques de aprendizaje profundo
para distinguir los estados de las proteinas y destacan su potencial para la caracterizacion
automatizada de las estructuras de los depositos.

En general, los resultados sugieren que los niveles bajos de HR mejoran el contraste
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morfoldgico y reducen significativamente el tiempo de evaporacién, lo que ofrece ventajas
para aplicaciones sensibles al tiempo. Por otro lado, las condiciones de HR mas altas
mejoran la homogeneidad y reproducibilidad, proporcionando caminos para optimizar los
procesos de recubrimiento de proteinas para aplicaciones industriales y biomédicas donde

la uniformidad es critica.
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Productos cientificos

Publicaciones

Se elaboraré un manuscrito que serd puesto bajo consideracion para su publicacion,
donde seré primer autor, es resultado de mi tesis de maestria: “Role of Relative Humidity

in Protein Coating Processes” 4

Participacion en eventos cientificos

Durante el desarrollo de este trabajo se participd en eventos cientificos. Se participo
en el X1V Congreso Nacional y IV Internacional de Tecnologia Aplicada a Ciencias de la
Salud; con el trabajo titulado “Presidn de vapor en gotas secas: Avances en la deteccidon
de cambios conformacionales en proteina”. También participé en los talleres Red de la
Materia Condensada Blanda 2023 y se participo en una exposicién cientifica y cultural
“Las reliquias del agua” Noviembre-Diciembre 2024 en el centro cultural Teatro Garcia

Carrillo, Saltillo, Coahuila de Zaragoza. 4
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Role of Relative Humidity in Protein Coating

Processes

Iris G. Velasco-Teran," Monserrat Ancheyta-Palacios,” Mario Castelan,* Yojana

J. P. Carretn,”" " and Jorge Gonzalez-Gutierrez*'

tFacultad de Ciencias en Fisica y Matematicas Universidad Autonoma de Chiapas, Tuxtla
Gutierrez, Chiapas, Méexico
$Robotics and Advanced Manufacturing, Center for Research and Advanced Studies of the
National Polytechnic Institute, 25900 Ramos Arizpe, Mexico.

TCONAHCYT, Meéxico City 03940, México

E-mail: *yojana.carreon@unach.mx; *jorge.ggutierrez@unach.mx

Total number of words: **** tables: ***, and figures:****.

Abstract

The influence of relative humidity on droplet drying dynamics and pattern for-
mation is critical to manufacturing coatings. This study examines the formation of
patterns in dried droplets of native and denatured protein solutions under various
relative humidities (20%, 40%, 60%, and 90%) with NaCl concentrations of 1 wt%
and 0.1 wt%. The aim is to identify the relative humidity conditions that most effec-
tively distinguish between native and denatured protein deposits.Optical microscopy
revealed that at low relative humidities (20% and 40%), rapid evaporation intensifies
the “coffee ring’ effect, whereas higher humidities (60%-90%) promote slower evapo-
ration, facilitating homogeneous solute redistribution and the formation of complex,

organized crystalline structures on the deposit surface. Denatured proteins can exhibit
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Atentamente

Dr. Erick Sgrmiento Gbémez

Coordinador de la Red de Materia Condensada Blanda




CAPITULO 4. PRODUCTOS CIENTIFICOS 58

® .
c i '.‘ 4.5 Instituo Manicipal < ) Saltillo . @ Cinvestav
. \ ' N n % " de Culturn - e R
W \." .‘f < ? .
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