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Resumen

El estudio del proceso de deshidratacion en una membrana celular nos permite
comprender mejor como se une el agua a ella. Si bien los estudios previos sobre la
deshidratacion celular se analizan comunmente en condiciones de estrés osmotico, en
el presente trabajo nos centramos en la deshidratacion provocada por la evaporacion
en un ambiente de condensacion restringida. Utilizando el método de termogravimetria,
estudiamos la deshidratacion de Escherichia coli mediante evaporacion isotérmica en
presencia de un flujo de gas. Para determinar la pérdida de masa en esta situacion,
primero evaluamos la dinamica de la evaporacion del agua de una suspension de
liposomas multilaminares. Descubrimos que la evaporacién de moléculas de agua de
suspensiones liposomales compuestas de lipidos individuales es constante, aunque
ligeramente restringida por la presencia de liposomas, mientras que la evaporacion de
suspensiones liposomales compuestas de una mezcla de diferentes lipidos sigue una
disminucion exponencial. Esto se explica considerando que la presion interna en la
interfaz aire-agua es proporcional a la cantidad de agua unida. La evaporacion del agua
de una muestra de biomasa sigue este Ultimo comportamiento.



Abstract

The study of the dehydration process in a cell membrane allows a better understanding
of how water is bound to it. While prior studies of cell dehydration are commonly
analyzed in osmotic stress conditions, in the present work we focus on the dehydration
driven by evaporation in a restricted condensing environment. Using a
thermogravimetry method we studied the dehydration of Escherichia coli through
isothermal evaporation in the presence of a gas flux. To figure out the loss of mass in
this situation, we first evaluated the dynamics of water evaporation from a suspension
of multilamellar liposomes. We found that the evaporation of water molecules from
liposomal suspensions composed of individual lipids is constant, although slightly
restricted by the presence of liposomes, while the evaporation from liposomal
suspensions composed of a mixture of different lipids, follows an exponential decay.
This is explained considering that the internal pressure at the air-water interface is
proportional to the amount of bound water. The evaporation of water from a biomass
sample follows this last behavior.
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Capitulo |

Introduccioén

1.1 Importancia del agua

El agua es uno de los recursos mas importantes en el mundo, esta presente en
casi todos los aspectos de la humanidad, se usa en un sinfin de activades. Los
humanos estamos constituidos por tres partes de esta sustancia. El agua es una de las
moléculas mas estudiadas en la Tierra, por lo que es sorprendente saber que no sélo
la gente comun, sino también los cientificos tienen un entendimiento muy pobre de ella,
pero esto es debido a sus propiedades muy peculiares (Chaplin, 2001).

Se conocen algunos aspectos del agua, su férmula quimica es H20, forma
puentes de hidrogeno, por lo que sus moléculas tienden a compactarse en agregados,
los cuales a su vez forman redes; al exponer los agregados al calor, estos tienden a
disminuir su tamafio, su integridad y proporcion. El agua tiene varias propiedades
“andmalas”, como lo son, su comportamiento diferente cuando se encuentra en medios
confinados, el cambio de la densidad con la temperatura y el cambio de la viscosidad
con la presion, la presencia de pentameros y hexameros en su conformacion, su
habilidad como solvente de iones, etc. Estas propiedades pueden ser explicadas por la
estructura que puede tomar (Chaplin, 2001).

El agua en la biologia tiene un papel importante. Las moléculas de agua son
componentes criticos en los mecanismos de reaccion, ademas de que contribuyen a la
estabilidad de proteinas, DNA, lipidos, y confieren un orden estructural a la célula
(Potts, 1994). Hasta 1980, la mayoria de los bi6logos no tomaban en cuenta las
propiedades del agua y la funcion que ésta tiene en la maquinaria celular. De hecho,
s6lo era tomada en cuenta para el desdoblamiento de proteinas. El agua en las células
representa alrededor del 70-80% de su masa total, se creia que ésta sustancia sélo
servia para el proceso de difusién y no participaba activamente en el transporte de
metabolitos y la actividad molecular, como ya es muy conocido.



Por su ubicacion dentro de las células, el agua se clasifica de dos maneras: la
extracelular, que es aquella que se encuentra en el exterior de la célula, y la intracelular,
la que se encuentran dentro de la célula, en el protoplasma. Dentro del mismo
protoplasma, el agua se puede encontrar en diferentes compartimientos: citoplasma y
periplasma (Potts, 1994). En el interior de la célula, el agua se puede clasificar en dos
grandes grupos, el agua en bulto, que se encuentra en mayor cantidad dentro de la
célula y a la que se le atribuye la difusion de moléculas; y el agua ligada, la cual se
encuentra estrechamente asociada a proteinas y macromoléculas. Las moléculas de
agua se localizan inmediatamente alrededor de las proteinas e interaccionan
constantemente con éstas para realizar funciones relevantes, como el plegamiento de
éstas, intercambio de iones, y reacciones quimicas (Mentré, 2012). Por sus funciones
y relevancia que el agua tiene sobre las células y los organismos, el estudio de la
pérdida de esta tiene relevancia bioldgica.

Una de las formas en que se puede dar la pérdida de agua en un sistema, es
mediante la deshidratacidn. La deshidratacion se refiere al déficit de agua en un cuerpo,
que viene acompafiado de una disrupcién del proceso metabdlico y ocurre cuando la
pérdida de agua libre excede la entrada de ésta al sistema. Otra forma en la que se
puede perder el agua es mediante la evaporacién. A pesar de que ha existido una
investigacion extensiva respecto al proceso de evaporacion, muchas interrogantes
guedan sin respoder respecto a la evaporacion y a la condensacion del agua, esto dado
por los numerosos pardmetros interdependientes y su mecanismo fisico
correspondiente. Para dar un ejemplo, durante la evaporaciéon del agua, se da
simultaneamente el proceso de condensacién, por lo que, los coeficientes de
condensacion y evaporacion son relevantes para describir el proceso. Hay mas
factores a tomar en cuenta en este proceso, como lo son la presion, la temperatura y
la masa (Marek & Straub, 2001).

En la figura 1 se puede observar que, durante la evaporacion, ocurre un
proceso de condensacion simultdneamente. El agua en estado liquido se vuelve gas
e intenta escapar a la atmésfera, pero al mismo tiempo sobre este liquido se
encuentra agua en estado gaseoso, por lo que al momento de querer incorporarse a



la atmosfera pueden pasar tres situaciones. 1) Logra incorporarse a la atmdésfera. 2)
Al momento de salir es reflejada y se vuelve a reincorporar a la capa liquida, o

3) Sustituye a una molécula de vapor de agua, pero una molécula en estado gaseoso
se incorpora al liquido. Asi mismo, en la condensacion de las moléculas de agua en
estado gaseoso, se pueden dar tres procesos 1) Una molécula en estado gaseoso se
incorpora al liquido. 2) Una molécula de gas se incorpora sustituyendo a una molécula
de agua, o 3) Es reflejada por las moléculas de agua en estado liquido y no logra
condensarse.

Condensacion
Vapor

) Reflexién Remplazo
Molécula de molécula molécula
agua evaporada liquida
entrando

o 9 0 b o Q

liquido

Reflexion
molécula
liquida

-D%) g ’ Vapor

liquido

Emision
molécula
liquida

Figura 1 Descripcion del proceso de evaporacion de un cuerpo de agua liquido (Mark &
Strauss, 2001).



El proceso de evaporacion de una gota de agua se ha descrito a través de
diferentes ecuaciones matematicas, una de la mas usada es la ecuacion Hertz-
knudsen-Schrage (Marek & Straub, 2001):

dmnet _ 2

at 2-Cc (an lCC Tvl/2 CV Tzl/zl @

donde los términos involucrados representan lo siguiente:
C. = Coeficiente de condensacion
Cv = Coeficiente de evaporacién

M = Masa por mol (%)
P = Presion (iz)

R = Constante universal de los gases (

l)(k))

T = Temperatura (k)
| = Liquido
V = Vapor

La ecuacion (1) describe los diferentes pardmetros que afectan la evaporacion
de una gota de agua, mostrando lo relevante del coeficiente de condensacion. En el
caso de los organismos, la pérdida de agua puede conllevar a un estado de
deshidratacion. La habilidad de perder agua para después rehidratarse y tener una
tolerancia a la deshidratacion es una capacidad que no es abarcada por un conjunto
de organismos en patrticular, y solo se tienen registros de tolerancia a la deshidratacion
de bacterias, plantas, semillas, insectos, levaduras, hongos, crustaceos (Potts, 1994a).

A nivel celular, los mecanismos posibles por los cuales una célula puede perder
el agua son dos: el secado al aire y la 6smosis, siendo el ultimo mecanismo el mas

4



usado para estudiar el proceso en bacterias y células (Potts, 1994a).

La pérdida de agua dentro de una célula se puede dar a una velocidad rapida o
lenta, dependiendo del agua total que la célula pierde, se puede causar un déficit de
agua a un grado mediano, moderado, severo o extremo; y esto conlleva a diferentes
tipos de respuestas por parte de la célula (Lievense & van'’t Riet, 1994).

La figura 2 muestra la representacion del medio interno y externo de una bacteria
deshidratada bajo dos tipos de tratamientos distintos, a) al aire y b) por 6smosis. La
salida del agua se indica por la flecha negra vertical, y los solutos por circulos sélidos.
La deshidratacion se produjo de manera rapida (segunda columna) y lenta (tercera
columna). Como se puede ver, la deshidratacion lenta en cualquiera de los dos
tratamientos, 6smosis o0 al aire, ayuda a que se conserve de mejor manera la estructura
de la bacteria.

Figura 2 Bacteria deshidratada a) al aire b) por 6smosis, modificada de Potts, 1994a.

La pérdida de agua lleva a la inactivacion por calor de las células y bacterias.
Aln no se sabe como es que esté inactivacion funciona, pero se ha reportado que hay
cuatro sitios en los cuales se pueden causar dafos irreversibles que conllevan a la
muerte celular, estos son: 1. DNA, 2. RNA, 3. proteinas y enzimas

4. El dafio por pérdida de agua puede ocurrir en toda la célula, por lo que es dificil
determinar cudl de ellos es el que causa la muerte celular, pero se cree que es el DNA
y RNA quienes tienen el papel mas importante (Lievense & van't Riet, 1994).



1.1.1 Dafos por deshidratacion en DNA y RNA

Los dafios causados por la deshidratacion en el DNA y RNA han sido
observados en levaduras, donde en el proceso de congelado-secado, la cromatina de
las levaduras se condensa como una forma de defensa a la pérdida de agua (Lievense
& van’t Riet, 1994).

1.1.2 Dafios por deshidrataciéon en proteinas

En el caso de las proteinas, se cree que el calor causa una reaccion entre los
grupos amino de las proteinas y los componentes carbonilicos de las células. Asi
mismo se piensa que removiendo el agua de la célula, se remueve el agua ligada, a la
que se le atribuye una funcion en la estructura de las proteinas, por lo que removerla,
afectaria la estabilidad de las proteinas (Lievense & van't Riet, 1994).

1.1.3 Dafios por deshidrataciéon en membrana citoplasmatica

Se asume que es el principal lugar de dafio al momento de la deshidratacion
celular. Es evidente que, al dafarse la pared celular, componentes intracelulares
salgan de esta, como lo son cationes, nucleétidos, enzimas, proteinas, aminoacidos o
materiales de absorcion de luz ultravioleta (UV). Se cree que los dafios de la membrana
en bacterias como E. coli, ocurren en los fosfolipidos que se encuentran ahi. Se pasa
de una conformacion alfa a beta al irse removiendo las moléculas de agua que se
encuentran intercaladas entre las cabezas de los lipidos, lo que influye en la fluidez de
la membrana (Lievense & van’t Riet, 1994).

1.1.4 Otros mecanismos de dafio por deshidratacion

Conforme se va perdiendo el agua, la concentracion de solutos dentro de la
célula va cambiando, lo que causa un cambio en la ésmosis, que puede llevar a una
plasmosis (Lievense & van’t Riet, 1994).

Para poder resistir la deshidratacion, hay varios mecanismos y factores que
ayudan a una bacteria a sobrellevar este proceso. Estos son los siguientes: la especie
de bacteria, las condiciones de crecimiento, la concentracion celular y proceso de
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rehidratacion.

1.1.5 Especies de bacteria

La resistencia que se tiene contra la deshidratacion difiere dependiendo del tipo
de bacteria, siendo las grampositivas las mas resistentes (Lievense & van’t Riet, 1994).

1.1.6 Condiciones de crecimiento

La fase de crecimiento de las bacterias es importante para su sobrevivencia. La
composicion de la membrana celular posiblemente cambie con las condiciones del
medio de cultivo, asi como la fase de crecimiento en la que se encuentran. Las
bacterias son mas resistentes al proceso de deshidratacion en la fase estacionaria,
aungue no se sabe en qué tiempo de la fase estacionaria se logran mejores resultados,
pero se sabe que en esta fase se acumula ATP, cosa que en la fase exponencial no
sucede, se cree que este ATP podria ayudar al momento de la rehidratacién. De igual
manera, la composicion del medio de crecimiento ayuda a la resistencia contra la
deshidratacion (Lievense & van’t Riet, 1994).

1.1.7 Concentracion celular

Deshidratar un gran numero de bacterias concentradas ayuda a la
sobrevivencia, esto se cree que es porque al irse deshidratando, las bacterias liberan
compuestos al ambiente que pueden servir como proteccion para las otras bacterias
presentes. (Lievense & van’t Riet, 1994).

1.1.8 Rehidratacion

La rehidratacién bacteriana es de los procesos mas complejos, se tienen que
tomar en cuenta condiciones como composicion del medio, osmolaridad, temperatura
y pH del medio de rehidratacion. Al querer rehidratar un conjunto de bacterias
deshidratadas, nos encontramos con que se pueden encontrar en tres procesos. Estos
son: muertas, dafiadas y sin haber sido afectadas.

El medio importa porque células dafiadas, quizas no crezcan en un medio hecho
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para células intactas, pero si en medios que estén disefiado para células
deshidratadas. En algunos casos, como lo es el crecimiento de bacterias acido-lacticas,
un medio minimo se ha registrado como el que tiene mejores resultados, esto se cree
que es porque los medios complejos podrian tener componentes que interfieren con
los mecanismos de reparacién de la célula (Lievense & van’t Riet, 1994).

Asi mismo, la temperatura a la cual se lleva la rehidratacién es importante, no
hay un estandar para todas las bacterias, depende de la cepa, y la temperatura 6ptima
de crecimiento de ésta no siempre es la usada, ya que en ocasiones otras temperaturas
tienen un efecto mas favorable. En la tabla 1 se pueden observar diferentes
temperaturas éptimas, asi como sus maximas de crecimiento.

Clasificacion | Ejemplo Minima | Optima | Maxima
Psicotroficos | Vibrio marinus | 0< 15 20 > 20
Mesodfilos E. coli 15-20 | 35-42 > 45

Tabla 1 Temperaturas de incubacion de bacterias, grados Celsius (°C).

1.2 Escherichia coli

El uso de organismos modelo para la investigacién de algin tema es algo muy
frecuente. Varios de los descubrimientos realizados durante el siglo XX se dieron sélo
usando seis organismos: Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe, Caenorhabditis elegans, Drosophilia melanogaster y
Mus musculus (Matthews & Vosshall, 2020). Dentro de estos organismos, las bacterias
son organismos ampliamente usados siendo Escherichia coli una de las bacterias mas
usadas hoy en dia.

Escherichia coli, fue descubierta por un pediatra aleman en 1885, es una
enterobacteria flagelada que se puede encontrar en la flora intestinal de todos los seres
humanos, se localiza en los intestinos de diferentes organismos de sangre caliente, y
constituye alrededor del 0.1% de la flora normal de los intestinos. Es una bacteria
gramnegativa, anaerobia facultativa y no esporuladora. Sus medidas son 2

micrémetros de largo y 0.25 a 1 micrometro de ancho. Su temperatura de crecimiento
8



optima es de 37°C, pero puede crecer en temperaturas de hasta 49°C. Su forma de
division es por fision binaria, la cual consiste en que a partir de una célula se dan dos
células genéticamente iguales, a menos que se de alguna mutaciéon (Taj, M. K.,
Samreen, Z., Ling, J. X., Taj, |., Hassan, T. M., & Yunlin, 2014). Esta bacteria puede
llegar a ser patégena, siendo su principal forma de transmision oral-fecal. No puede
sobrevivir mucho tiempo en el medio ambiente, por lo que es usada normalmente como
un indicador de contaminaciéon fecal (Taj, M. K., Samreen, Z., Ling, J. X., Taj, I.,
Hassan, T. M., & Yunlin, 2014).

E. coli es una de las bacterias mas diversas en cuanto a fenotipo se refiere, de
hecho, solo alrededor del 20% del genoma es igual en todas las cepas. Siendo la cepa
K-12 una de las mas utilizadas para los estudios de recombinacion de DNA. Las cepas
de E. coli tienen caracteristicas Unicas, que van desde cambios en los ciclos fisioldgicos
o de vida, la habilidad de usar una fuente de carbono diferente, resistencia a algun
agente antimicrobiano, entre otras. La mayoria de estas cepas son exclusivas de algun
organismo, lo que les permiten ser usadas como indicadores de contaminacion fecal,
ademas de poder dilucidar de que organismo proviene esta contaminacion.

De todas las cepas, la méas virulenta es la cepa O157:H7, que causa
enfermedades serias en personas inmunocomprometidas, nifios y ancianos (Taj, M.
K., Samreen, Z., Ling, J. X., Taj, ., Hassan, T. M., & Yunlin, 2014).

Como modelo de estudio, E. coli ha sido utilizada por alrededor de 60 afios.
Puede ser crecida de forma facil y barata. Es un organismo flexible para la produccion
de proteinas heterélogas, por lo que es utilizada para la produccion de proteinas
recombinantes y es facil su produccibn masiva a nivel industrial. E. coli ha sido
modificada para ser usada en el desarrollo de vacunas, en los procesos de
biorremediacién y en la fabricacion de biocombustibles.

En estudios de laboratorio, E. coli es modificada para hacerla inmune a
antibidticos o se le afiaden marcadores, como la proteina gfp, que es un marcador que
le permite brillar y poder diferenciar la cepa utilizada (Taj, M. K., Samreen, Z., Ling, J.
X., Taj, I., Hassan, T. M., & Yunlin, 2014).

Una de las caracteristicas mas conocidas y estudiadas de E. coli es su pared
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celular. Se han utilizado un conjunto de técnicas diferentes para dilucidar la
composicion de esta membrana, como es la microscopia electronica. Gracias a estas
pruebas se conoce que la capa externa de la membrana esta compuesta por una
mezcla de proteinas, lipidos y polisacaridos, como se puede observar en la Figura 3
(Amro et al., 2000).

Las bacterias gramnegativas poseen una membrana externa fuera de la capa
de peptoglicanos, la cual le sirve como una barrera de permeabilidad selectiva,
ademas, protege a la bacteria de agentes dafiinos, como detergentes, medicamentos,
toxinas y enzimas degradadoras (Amro et al., 2000).

En el caso de E. coli, ésta cuenta con una capa bilipidica asimétrica, en la cual
su parte interna esta conformada por lipidos empaquetados, mientras que la externa
por polisacaridos. Esta cumple un papel importante en la sobrevivencia de E. coli, dado
que es la encargada de actuar como una barrera de permeabilidad selectiva. La
permeabilidad esta dada por la densidad y el arreglo de los lipopolisacaridos (Amro et
al., 2000).
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Figura 3 Esquematizacion de la pared externa de E. coli (Amro et al., 2000).

Son las caracteristicas anteriormente mencionadas, las que han hecho que E.
coli sea utilizada en un sinfin de experimentos, entre los cuales se incluyen ensayos
relacionados con los efectos de deshidratacion, como en los siguientes:
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En el articulo "Patrones de evaporacién inducida por gotas que contienen
bacterias matiles y no-motiles" (Sommer & Dan, 2007), se estudiaron tres diferentes
cepas de bacterias, E. coli MTCC433, E. coli DH5a y Lactobacillus salivarius. Las tres
cepas se usaron con y sin motilidad (La motilidad es la facultad de moverse de cierta
materia viva en presencia de ciertos estimulos). El objetivo era formar gotas con
soluciones de las diferentes bacterias y observar su patrén al irse evaporando. En la
Figura 4 se pueden observar los diferentes patrones obtenidos después de la
evaporacion y como es que la forma se conserva en bacterias motiles.

(E) (F)

Figura 4 Patrones de evaporacién de gotas. a) E. coli MTCC443 mdtil, b) E. coli DH5a matil,
c) L. salivarius no-métil, d) E. coli MTCC443 no-motil, e) E. coli DH5a no-motil y f) L. salivarius
no-motil (Sommer & Dan, 2007).

Si bien, en el articulo anterior se puede ver los efectos de la evaporacion del
agua que contiene bacterias, hay estudios que se enfocan en los efectos que la pérdida
de agua tiene sobre los organismos, y en especifico, sobre E. coli.

En el articulo publicado por L. Beney et al. en el 2004, se analizaron los efectos

de la deshidratacién por 6smosis en E. coli. Para esto realizaron tres ensayos con los
11



que se logro caracterizar los efectos en los diferentes niveles de deshidratacion, los
cuales fueron, micrografia electronica, espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FT-IR) y medicion de la anisotropia fluorescente de la membrana bacteriana.
El ensayo se llevo a cabo utilizando E. coli en la fase estacionaria, la cual fue expuesta
a diferentes concentraciones de glicerol para cambiar la presion osmotica, y, por ende,
el nivel de deshidratacion. En el caso de los ensayos de fluorescencia y micrografia, se
utilizaron cultivos de E. coli, mientras que en el ensayo de FT-IR se utilizaron lipidos
extraidos de la membrana de E. coli.

En la Figura 5 se pueden ver los cambios morfolégicos que sufre E. coli a
diferentes niveles de deshidratacion.

En los ensayos de fluorescencia y FT-IR, se observaron cambios. En el ensayo
de fluorescencia anisotropica se obtuvo un aumento de dicha fluorescencia, lo que
indica un aumento en la rigidez de la membrana, y esto nos quiere decir que, conforme
los niveles de deshidratacion aumentan, la fluidez disminuye. El analisis por FT-IR
mostré el movimiento de un -CH3 en el punto 2853 cm-1. Este carbono correspondiente
a los lipidos encontrados en la membrana sufrié un desplazamiento, lo que indica un
cambio en la conformacion de los lipidos, pasando de una conformacién alfa (fase en
la que los lipidos de la membrana se encuentran de forma fluida) a una beta (fase en
la que los lipidos de la membrana se compactan y aumentan su rigidez); es decir, hubo
un compactamiento de la estructura, lo que lleva a una disminucion de la fluidez de la
membrana (Beney et al., 2004).

12
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Figura 5 Micrografias de E. coli a diferentes niveles de deshidratacion, diferentes choques
osmaticos: a) medio isoosmatico, b) 26 MPa, b) 40 MPa, d) 80 MPa (Beney et al., 2004).

Si bien este tipo de ensayos nos permiten ver los efectos de la deshidratacion
en E. coli, este proceso aun no es estudiado en su totalidad y hay un sinfin de ensayos
y técnicas que nos pueden ayudar a entender el proceso de una mejor forma, como lo
son la termogravimetria, FT-IR, la microscopia de fuerza atdmica, pruebas de
viabilidad, etc. Cabe resaltar que, la mayoria de los estudios de deshidratacion, utilizan
la 6smosis como forma de deshidratacién y no el secado al ambiente. Ademas de
enfocarse en los efectos que tiene sobre la bacteria y no en la dinamica del proceso.
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1.2.1 Membrana de E. coli

Las bacterias Gram negativas se caracterizan por tener dos membranas, la
interna y la externa. La interna, llamada membrana plasmatica, estd compuesta por
una bicapa de fosfolipidos. Mientras que la membrana externa consiste en proteinas,
porinas, receptores y una distribucién asimétrica de lipidos, asi como lipopolisacaridos.
Estas dos membranas estan separadas por un espacio de alrededor de 4 nm de ancho,
llamado periplasma (Chatterjee & Chaudhuri, 2012). La pared celular se puede
encontrar en una gran variedad de formas y tamafios, siendo sus cualidades mas
importantes la tolerancia al estrés y el mantenimiento de la forma. Se ha demostrado
que la forma de la célula juega un papel fundamental en las regulaciones de funciones
importantes en las bacterias, como lo son la motilidad y la diferenciacion celular
(Chatterjee & Chaudhuri, 2012).

Se estima que la pared de E. coli tiene un grosor de 4 nm (K. C. Huang et al.,
2008). Esta estructura tiene varias funciones, por ejemplo, actia como una barrera
protectora y selectiva para la difusion de sustancias hacia el interior o exterior de la
célula (Marek & Straub, 2001). E. coli ha sido usada como organismo modelo para el
estudio de la membrana y sus propiedades tanto estructurales como funcionales. Se
sabe que su pared contiene canales hidrofilicos que permiten el transporte no
especifico a través de la membrana externa. Asi mismo, cuenta con proteinas
transmembranales que permiten el transporte de diferentes sustancias, como lo es el
hierro, acidos grasos, vitamina B12, entre otras (Molloy et al., 2000).

Las caracteristicas mencionadas con anterioridad han sido estudiadas y
abordadas por diferentes autores y de diferentes maneras. En un experimento se
midieron los efectos que tenia la presencia de etanol en la membrana celular,
observando que este alcohol en el ambiente cambia la conformacion de la pared
celular, reduciendo el numero de fosfolipidos presentes en ésta, y con ello,
disminuyendo el area de lipidos presentes, y por lo tanto reduciendo el fenébmeno de
difusién pasiva, evitando el escape de iones de la célula. Se evalué cémo los cambios
en la temperatura cambian la fluidez de la membrana, al igual que el etanol.
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En este experimento se describe que la membrana de E. coli tiene un gradiente
de fluidez, asi como se hace hincapié en el aumento de fluidez que da el aumento de
temperatura, el mismo fenémeno se repite con el aumento del porcentaje de etanol
presente en el ambiente (Dombek & Ingram, 1984).

Una parte importante del estudio de la membrana es uno de sus componentes
en especifico, los lipidos presentes, dado que estos juegan un papel importante en el
mantenimiento de las funciones de la membrana, como se ha ido mencionando hasta
el momento. Por lo que se han usado modelos biofisicos como biofilms o liposomas
para su estudio.

1.3 Liposomas

Los liposomas son vesiculas cerradas formadas por material lipidico, que se
puede suspender en un medio acuoso. Cuentan con una o mas capas, que asemejan
a la estructura de la membrana celular, separando de esta forma el agua exterior de la
interior (Huang et al., 2014).

Los liposomas se componen de fosfolipidos, que son moléculas con una cabeza
hidrofilica y una cola hidrofébica. Una de las capas conformadas por las cabezas se
encuentra atraida por el agua ambiental, mientras que la otra capa formada por las
cabezas se encuentra en el interior atraidas por el agua dentro de la célula. Mientras
gue las colas de las dos capas se encuentran interaccionando entre ellas, formando
asi la bicapa lipidica (Jodhpur, Shivalik Jodhpur, 2012). Un ejemplo puede verse en la
Figura 6.

Los liposomas se pueden clasificar segun su morfologia en los siguientes
grupos: vesiculas multilaminares (MLV), las cuales contienen varias capas, vesiculas
unilaminares pequefias (SUV), vesiculas unilaminares grandes (LUV); y mutivesiculas
y vesiculas gigantes (GUVs). Estas estructuras pueden ser obtenidas mediante el
autoensamblaje de ciertas moléculas anfipaticas (Maja et al., 2020).
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Figura 6 Estructura de un liposoma con una bicapa lipidica. Se observa como las cabezas
hidrofilicas estan orientadas hacia los cuerpos de agua externos e internos, mientras que las
colas interaccionan entre si.

Los liposomas tienen usos muy variados, que van desde vehiculos acarreadores
de farmacos, coadyuvantes en vacunas, potenciadores de sefial para diagndsticos
médicos y en bioquimica analitica (Daraee et al., 2016). En el area alimentaria, los
liposomas son usados como acarreadores de sabores y nutrientes, asi como
acarreadores de antimicrobianos (Khanniri et al., 2016). Los liposomas han sido
utilizados ampliamente para imitar las membranas biologicas y estudiar la oxidacion de
los fosfolipidos, e interacciones proteinas-lipidos (Chen et al., 2013).

Existen diferentes maneras de formar los liposomas, entre las que se encuentran
las siguientes:

1.3.1 Sonicacién

La sonicacion es el método mas utilizado para la preparacion de SUVs. Se
utilizan dos tipos, ya sea con aguja o con bafio de sonicacion. Las desventajas de este
meétodo es que se obtiene un bajo porcentaje de encapsulacion y se eliminan moléculas
grandes (Akbarzadeh et al., 2013).
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1.3.2 Extrusion

Se trata de pasar la solucién de liposomas por poros del tamafio que queramos
la particula. Una de las desventajas es que se trabajan con volumenes pequefios,
siendo 50 ml el limite m&ximo (Akbarzadeh et al., 2013).

1.3.3 Pelicula delgada

Para la formacion de liposomas compuestos de lipidos poco solubles, se utiliza
la técnica de pelicula delgada, la cual consiste en diluirlos en algun solvente, sea
alcohol, cloroformo, etc. Se mezclan y se evaporan hasta formar una pelicula delgada,
la cual es rehidratada posteriormente para la formacion de los liposomas (Oropeza-
Guzman & Ruiz-Suarez, 2018).

1.3.4 Caracteristicas de los liposomas

Por sus usos tan variados, existen un nimero de propiedades fisicas y quimicas
gue se analizan, como lo son, la morfologia, el tamafio, el indice de polidispersidad, su
composicién quimica, numero de capas y carga de superficie (Chen et al., 2013).

En el caso de la cantidad de capas ideales para los liposomas, los unilaminares
han sido ampliamente utilizados para el transporte de diferentes sustancias (Chun et
al., 2013).

Una vez formados los liposomas, hay primordialmente dos mecanismos con que
los liposomas se desestabilizan, que son la oxidacién y la hidrolisis. En el caso de la
oxidacién, aunque todos los acidos grasos son susceptibles, los insaturados lo son aun
mas. Mientras que la hidrdlisis se da en los enlaces éster (Ingvarsson et al., 2011).

La estabilidad en los liposomas es uno de los factores mas importantes, dado
que la pérdida de ésta es la que ocasiona la liberacion del contenido. Se busca que
éste no sea liberado antes de llegar a su destino, por lo que una buena estabilidad es
indispensable. Uno de los factores que la afectan, es la composicion de los liposomas.
El agregar colesterol en ciertos porcentajes a la mezcla, ayuda a que los liposomas
tengan mayor estabilidad.
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Las cadenas saturadas en las colas de los lipidos, también la aumentan. Otra
de las opciones para la estabilidad, es formar liposomas con lipidos que contengan
diferentes temperaturas de transicion (temperatura en la cual la mitad de los lipidos se
encuentran en estado gel y la otra mitad en estado cristalino) (Anderson & Omri, 2004).

En el caso de la eficacia de encapsulacién, es interesante el mencionar como
lipidos de cola corta son la mejor opcion. Mientras mas corta sea la cola, mas eficaz es
la encapsulacién (Anderson & Omri, 2004).

Al ser los liposomas vehiculos de transporte, es importante conocer la velocidad
con que liberan su contenido, esto se ve afectado por varios factores, entre los que se
encuentra el coeficiente de difusion lateral de los lipidos (las moléculas se difunden de
manera lateral dentro de la misma capa). Una de las técnicas que se han utilizado para
medirlo, es la resonancia magnética nuclear (Gaede & Gawrisch, 2003). En un trabajo
con la bacteria T. acidophilum, se comprob6é que al aumentar la temperatura 20°C
arriba de la recomendada para su crecimiento, la difusién lateral de los lipidos de su
membrana aumentaba para mantener la fluidez de ésta (Jarrell et al.,, 1998).
Adicionalmente, se ha visto que al disminuir la hidratacion del liposoma entre un 15-
40% el coeficiente de difusidn lateral de los lipidos se ve reducido considerablemente,
aun cuando se encuentre en fase cristalina (Wu & Huang, 1981).

El estudio de la velocidad con que las sustancias salen del liposoma por difusion
ha sido a través de la permeabilidad de la membrana y de ensayos indirectos. Aunque
hay métodos mas directos con los que se podria intentar hacer un acercamiento, siendo
uno de éstos la termogravimetria.
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1.4 Uso de latermogravimetria en la biologia

Hay métodos térmicos para la investigacién de elementos, estos métodos son
utilizados para caracterizar un sistema (elemento, compuesto o mezcla) al medir los
cambios en sus propiedades fisicoquimicas en funcién al incremento de la temperatura.
Dos métodos comunes para este tipo de ensayos son: a) el analisis térmico diferencial,
gue mide los cambios en el contenido de calor al incrementar la temperatura y b) la
termogravimetria, que mide los cambios en la masa de la muestra con respecto al
incremento de temperatura (Bottom, 2008).

En el caso de la termogravimetria, es necesario dos cosas: una balanza
sumamente precisa y un horno que permita controlar cuidadosamente el incremento
de temperatura (Bottom, 2008). Esta estrategia se logra con el equipo TGA
(thermogravimetric analyzer), el cual permite calentar una muestra a una temperatura
fija 0 a una rampa de temperatura usando un flujo constante de gas para tener una
atmosfera controlada. Esta técnica nos permite obtener informacién sobre procesos
como fusion, vaporizacion, sublimacion, absorcion, adsorcion, desorcion, degradacion
oxidativa y descomposiciéon (Bottom, 2008).

En un estudio del 2002, se analizé la evaporacion de agua salada, recreando las
condiciones del mar a través de un arreglo experimental en el que se control6 el calor,
la corriente de aire que corria sobre el agua y la salinidad de ésta. Los resultados
obtenidos fueron los siguientes: cuando habia una corriente de aire sobre el agua, el
proceso de evaporacion de ésta se daba de una forma mas rapida. Esto se le atribuye
al que, al haber una corriente de aire constante, se esta reduciendo/eliminando el
proceso de condensacion que se da simultaneamente. Otra de las cosas que
observaron fue que, al haber una mayor cantidad de sal, la velocidad de evaporacion
disminuia (Al-Shammiri, 2002).
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Aunque hay experimentos que estudian la evaporacion o la pérdida de agua, en
el caso de las bacterias no hay ningun antecedente, ni para ver como concentraciones
diferentes de bacterias cambian la dinamica de evaporacion del agua, ni como es que
se pierde el agua dentro de una bacteria, ya sea en estado 0ptimo o después de haber
sufrido de algun tipo de tratamiento, como la lisis por calor, o tras haber sido expuesta
a algun agente antimicrobiano.

1.5 Agua confinada

En las bacterias podemos hablar de diferentes tipos de agua, la extracelular y la
intracelular, siendo la extracelular toda el agua que se encuentra fuera de la célula y la
intracelular la que esta dentro de ésta. El agua dentro de la bacteria se puede clasificar
en dos, el agua libre o en bulto, que es la que se encuentra en mayor medida dentro
de la célulay es la que se encarga de funciones como la difusién. Mientras que el agua
ligada, es aquella que se encuentra circundando proteinas, organelos, enzimas, etc.
Esta agua tiene funciones de tipo estructural (Ball, 2002).

Elucidar el rol que tiene el agua confinada nos permite investigar el mecanismo
molecular que rige la friccion, adhesion, transporte en canales de iones y las fuerzas
entre superficies que son mediadas por agua (Malani et al., 2009). Asi, se ha estudiado
el agua confinada en diferentes tipos de sistemas, uno de estos sistemas han sido los
nanotubos de carbdn. En un experimento realizado en el 2017, se demostro la aparicion
de diferentes estructuras de agua, dependiendo del tipo de nanotubo que la confinara.
En el caso de nanotubos de carbén angostos, se vio la formacién de filas sencillas de
agua, mientras que, en nanotubos de carbon mas anchos, aparecieron estructuras del
tipo n-gonal (Chakraborty et al., 2017).

En otro estudio realizado en el 2001 se confirmd que usando una combinacion
de técnicas experimentales en combinaciéon con simulaciones de dinamica molecular,
se podian obtener y caracterizar mejores resultados. En este caso, se utilizd la
microscopia electrénica para ayudar a elucidar la estructura del agua (Bellissent Funel,
2001).
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Uno de los aspectos interesantes respecto al agua confinada, es las
interacciones que ésta tiene con superficies hidrofébicas. Durante mas de 25 afios se
ha discutido de la existencia de este tipo de fuerza, sin embargo, la mayoria de los
estudios para analizar esto eran realizados en superficies lisas. En 2006 se encontro
que esto no aplicaba para superficies rugosas, descubriendo que el rango de las
interacciones hidrofoébicas podia llegar a niveles de micrémetros (Singh et al., 2006).
Por lo anterior, se buscé analizar la dinamica de evaporacion del agua libre, asi como
del agua confinada.
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1.6 Hipotésis

Es posible el distinguir el agua confinada del agua libre dentro de una célula.
1.7 Objetivo general

Identificar los diferentes tipos de agua dentro de una célula.

1.8 Objetivos especificos

e Caracterizar la dindmica de evaporacion de Eschericia Coli.

¢ Uso de un modelo biofisico para la emulacion de la bicalipida de E. coli.

e Caracterizar la dindmica de evaporacion del modelo biofisico.

e El uso de un modelo matematico para el andlisis de las dinamicas de

evaporacion obtenidas.
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Capitulo Il

Materiales y Métodos

2.1 Preparacion de liposomas

Se utilizaron lipidos liofilizados para la preparacion de liposomas: 1,2-
dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DMPC) vy 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin, (DPPC), todos ellos adquiridos en Avanti Polar Lipids. Estos lipidos
estan compuestos de cadenas de 14 y 16 4tomos de carbono, respectivamente. Cada
muestra de lipidos fue pesada utilizando una balanza analitica (Explorer EX224,
OHAUS) para preparar una soluciéon acuosa de vesiculas multilaminares (MLVs). El
liofilizado de lipidos (3 mg) fue hidratado en 150 pl de agua desionizada (Milli-Q) para
obtener una concentracion final del 2%. Las muestras fueron puestas en un agitador
magnético a 280 rpm durante 1 h, y calentadas arriba de la temperatura de transicion
del lipido usado. Las suspensiones fueron conservadas en un frasco ambar hasta su

uso.

2.2 Preparacion del cultivo de bacterias

Escherichia coli K12-MG-1655 fue cultivada usando el caldo de cultivo Luria-
Bertani (LB) y glicerol al 20%. Para los experimentos se inocul6 1 ml de medio con E.
coli, en un matraz que contenia 25 ml de medio LB, y se incub6 a 37°C a 180 rpm. Las
muestras fueron tomadas cada 15 minutos para medir su densidad 6ptica usando un
espectrofotometro. Las muestras fueron medidas cuando su densidad Optica fue de

alrededor de 0.5, lo que garantiz6 que estuvieran en fase exponencial.
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2.3 Analisis de la evaporacion del agua mediante TGA

La medicion y el andlisis de las muestras se llevé a cabo usando una Analizador
Termogravimético (TGA) Q500 (TA, Instruments). Se vertieron 50 pl de agua Mili-Q en
una charola de platino, y se evaluaron los cambios en la pérdida de masa de la muestra.

Las mediciones concluian cuando la muestra estaba completamente seca.

Los experimentos fueron realizados por triplicado. El control utilizado fue agua
desionizada (Mili-Q). Se realiz6 la evaporacion termogravimétrica utilizando para
empezar, las siguientes temperaturas: 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100°C.

2.4 Efectos de un flujo de helio en el proceso de evaporacion

En el equipo TGA se evaluaron los efectos que tiene un flujo de helio constante
en la evaporacion (Marek & Straub, 2001). Se vertieron 50 pl de agua MiliQ en una
charola de platino, se procedio a calentarla usando dos temperaturas distintas, 30°C y
40°C, durante un lapso de 120 minutos. Con dos condiciones de flujo de gas, la primera,
con un flujo de helio constante de 60 ml/min y la segunda, sin exposicion a gas. Los

experimentos fueron realizados por triplicado.

2.5 Preparacion de muestras de E. coli

Se evaluaron dos tipos de muestras: liquidas y sélidas.

Muestras liquidas (suspensiones):

Se realizaron mediciones de suspensiones de E. coli en fase exponencial. Esto
se logré suspendiendo la biomasa en 50 pl de agua Mili-Q, obteniendo una
concentracion final del 5%. Para homogenizarla, se llevo la suspension a un vortex y

Se expuso a una agitacion de 180 rpm durante 1 minuto.
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Muestra sélida (biomasa):

En tubos falcon de 50 ml se depositaron 50 ml de medio LB, el cual contenia E.

coli en fase exponencial. Posteriormente, se centrifug6 a 4500 rpm durante un lapso de

10 minutos, hasta la formacién de un pellet de 10 mg.

2.7 Andlisis termogravimeétrico de los liposomas

Se vertieron 50 ul de las respectivas suspensiones de liposomas en una charola

de platino. Una vez que la balanza termogravimétrica alcanzo la temperatura deseada

y se estabilizd, se realizd la medicion de la pérdida de peso de la muestra en funcién

del tiempo, exponiendo cada suspension a temperaturas arriba de su temperatura de

transicion (TM). A continuacion, se anexa una tabla del lipido, su TM y la temperatura

a la cual se analizo.

Temperatura de

transicion Temperatura
Lipido reportada(°C) usada (°C)
DPPC 42 37
DMPC 22 47
DPPC-
DMPC - 37

Tabla 2 Temperaturas de transicién lipidos usados en este estudio.
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Capitulo Il

Resultados

3.1 Efectos de un flujo de helio constante

Antes de iniciar el estudio de la evaporacion de las muestras de interés, se
realizé un analisis para evaluar la influencia de un flujo de gas en este proceso usando
una muestra de agua Mili-Q. Se observo que la presencia de un flujo de helio en el
proceso de evaporacion de la gota de agua disminuye considerablemente el tiempo
en que ocurre este proceso, para ambas temperaturas de interés (30°C y 40°C), como
se observa en la Figura 7. Por otra parte, la pendiente es mayor cuando se usa una

temperatura mas elevada.

I 1 I I I I | ] T 1
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Figura 7 Efecto de un flujo de helio constante (60 ml/ min) en el proceso de evaporacion de
una gota de agua.
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3.2 Isotermas de liposomas

3.2.1 Isoterma de liposoma DPPC

Las mediciones subsecuentes fueron realizadas en presencia de un flujo de
helio (60 ml/ min) a través de ensayos isotérmicos, en el caso de los liposomas, arriba
de su temperatura de transicién de fase. En cada muestra se obtuvo la respuesta de
la pérdida de peso y la primera derivada respecto al tiempo. En la Figura 8 se presenta
el caso de los liposomas de DPPC. Se puede notar que la estabilizacién de la
temperatura ocurre durante los dos primeros minutos de la medicion. Ambas muestras
(control y suspensién) se evaporan en forma constante, pero en la muestra de interés
esto ocurre mas lentamente; es decir, los lipidos afectan la evaporacion de las
moléculas de agua. Se destaca una curva al final de proceso de evaporacién, que no
se presenta en el control (ver el inset). Todos los experimentos fueron realizados por
triplicado.

3.2.1 Isoterma de liposoma DMPC

Se procedié en forma andloga para los liposomas de DMPC, los cuales fueron
medidos a una temperatura de 37°C. Como era de esperarse, la evaporacion ocurre
mas lentamente que en el caso anterior, ya que las isotermas se realizan a
temperatura menor, ver Figura 9. Nuevamente, antes de que finalice la medicion, el
proceso de evaporacion se desacelera, como se observa en el caso anterior.
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Figura 8. a) Proceso de evaporacion a 47°C de 50 pl de una solucion de DPPC al 2%
comparando con una muestra control (agua Mili-Q). En el inset se muestra la pérdida de peso
durante los Ultimos minutos de la evaporacion. b) Primera derivada como funcion del tiempo
(Mercado & Hernandez, 2023).

28



17 18 19 20 21
Time (min)

10 15 20
Time (min)

Figura 9. a) Proceso de evaporacion de una suspensién al 2% de DMPC en comparacion con
agua Mili-Q a 37°C. b) Primera derivada como funcion del tiempo (Mercado & Hernandez,
2023).
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3.2.3 Isoterma de liposoma DMPC-DPPC (50:50)

En la Figura 10 se muestra el caso de la mezcla DMPC-DPPC. Es evidente que
el proceso de evaporacion es completamente contrastante a los casos de los lipidos
puros (Figuras 8 y 9). Este resultado muestra que la mayor parte de las moléculas
liberadas pertenecen al agua en bulto. La primera derivada permite ver claramente
gue hay una evaporacion muy restringida en la mezcla de liposomas, o sea, que gran
parte de las moléculas de agua componen la capa de hidratacion. De esto se abundara
en el siguiente capitulo.

3.2.4 Isoterma de suspension de E. coli

En la Figura 11 se muestra el proceso de evaporacion de biomasa de E. coli a
una concentracion del 5%, medida a través de una isoterma (37 °C). Estos resultados
muestran una notable similitud entre la dinamica de evaporacion de esta muestra 'y la
mezcla de liposomas, aun cuando el tiempo en que se evaporan sea diferente y la
masa remanente también. Se discutird este punto en el siguiente capitulo. Durante la
medicion se recolectan muchos datos, por esta razén, las barras de error se presentan
en barras coloreadas alrededor del promedio (linea mas acentuada).
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Figura 10. a) Proceso de evaporaciéon de una suspension de DMPC-DPPC (50:50) a 37°C

comparando con una muestra control (agua). b) Primera derivada como funcién del tiempo
(Mercado & Hernandez, 2023).
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Figura 11 a) Dinamica de la evaporacion de una suspension de E. coli al 5%, medida a 37 °C.

En color negro se muestra el caso del agua Mili-Q. b) Primera derivada como funcién del tiempo
(Mercado & Hernandez, 2023).
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A continuacién, haremos un paréntesis para discutir un poco mas estos
resultados. En el capitulo | se explicaron los mecanismos fisicos que se dan durante
la evaporacioén, haciendo énfasis en que éste ocurre simultdneamente con el proceso
de condensacion. Formalmente, esto se condensa en la ec. (1), conocida como la
ecuacion de Hertz—Knudsen-Schrage (Marek & Straub, 2001). Como se pudo
apreciar, por todas las variables involucradas, el fenobmeno es complejo. Con el
propésito de simplificarlo, los experimentos en este estudio se llevaron a cabo usando
un flujo de gas, de esta manera, todas las moléculas de agua que se van liberando,
son arrastradas por el flujo de gas que se inyecta sobre la muestra. Asi, el coeficiente
de condensacion Cc de la ecuacion es nulo, y Cy=1. Con ello, la ec. (1), se simplifica
(Mercado & Hernandez, 2023).

e Y
=) () @

o bien,

dMpet

w = AP @)

en donde,

2 =( M )1/2 @

2TRT;

El signo negativo significa que en todo el proceso de evaporacién hay una
pérdida de masa. Si vemos el caso control (agua) en las Figuras 8-10, esta ecuacion

describe todo el proceso, excepto al final de este.
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Enlaec. (3) Pies lapresion que ejercen las moléculas de agua sobre la interface
agua-aire. Hay que tomar en cuenta que hay moléculas de agua libre (o en bulto) y de
agua ligada empujando, y P es constante para el primer caso, pero proporcional a la
masa, en el caso del agua ligada, depende de la interaccion electrostatica de las
cabezas polares de los lipidos. En otras palabras,

Pl - Cmnet (5)

Usando las ecs. (3) y (4), tenemos:

dMpyet

dt = —Amye; (6)

gue al integrar nos da
— —u(t-t
Mpet = Mpet, € H(t=to) (7)

donde u = AC. Es decir, t, es el tiempo en el cual el agua libre (0 en bulto) se evaporo
completamente, y el agua ligada empieza a evaporarse siguiendo un decaimiento

exponencial, siendo m,,, la cantidad de agua ligada.

En la Figura 12 se hace uso de la ecuacion anterior para ajustar la pérdida de
peso en funcion del tiempo de la mezcla de liposomas (DMPC-DPPC) y la biomasa de
E. coli. En la Figura 13 se presenta la derivada en funcién del tiempo para estos casos,
mostrando en forma mas clara la transicién de la evaporacion del agua libre al agua
ligada. Nétese que [ es un parametro sensible para poder describir los dos regimenes
de evaporacion. Este es mayor a uno en el caso de los liposomas puros (1.41 para
DPPCy 2.11 para DMPC), y para el liposoma hibrido y la biomasa de E. coli es menor
a uno (0.05y 0.07, respectivamente), por lo que la diferencia entre agua libre y ligada

es evidente.
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Figura 12. Pérdida de masa en funcion del tiempo (linea continua) y su ajuste (linea a trazos)

en casos representativos de la suspension DMPC-DPPC y la biomasa de E. coli. Las
mediciones fueron realizadas en isotermas de 37 °C (Mercado & Hernandez, 2023).
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Figura 13. Derivada (linea continua) como funcién del tiempo y ajustes obtenidos usando la ec.
(7) en casos representativos de liposomas de DMPC, DPPC, DMPC-DPPC y biomasa de E.

coli. Las mediciones fueron realizadas en todos los casos con isotermas de 37 °C (Mercado &
Hernandez, 2023). excepto para DPPC, a 47 °C (Mercado & Hernandez, 2023).
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Capitulo IV

Discusion

La evaporacion del agua es un tema relevante por varias razones: el efecto del
cambio climético en la tierra, el control de la temperatura corporal de los seres vivos y
una gran cantidad de procesos de enfriamiento industrial (Carrier et al., 2016). No por
ello, muchas preguntas respecto al tema y al proceso de condensacion del agua (que
en general se da en forma simultanea a la evaporacion) siguen sin resolverse, debido
a los numerosos pardmetros interdependientes y a la complejidad de los mecanismos
fisicos involucrados (Marek & Straub, 2001).

Se ha buscado comprender el proceso de evaporaciéon del agua en diferentes
sistemas (Catrrier et al., 2016), incluyendo el caso muy interesante del agua confinada,
que estd involucrada en un sinfin de tratamientos como lo son, el flujo y la
desalinizacion de aparatos, en generadores de voltaje, sensores de flujo, en
nanofluidos; asi como en procesos bioldgicos, por ejemplo, el flujo de iones dentro de
la célula (Chakraborty et al., 2017).

Dada la complejidad de la célula, y el hecho de que la bicapa lipidica constituye
el esqueleto de la célula, y la composicidén de los lipidos determina la fluidez de la
membrana, el estudio de las biomembranas ha sido abordado utilizando diferentes
modelos, siendo uno de éstos, los liposomas. Estos se conforman de dos capas de
lipidos, las cuales son moléculas amfifilicas, con una cabeza polar y una cola
hidrofébica con dos cadenas de &acidos grasos (Palaiokostas, et al 2018). Las
propiedades de los lipidos dependen de la longitud de la cola, la cabeza, el tipo de
grupo, su estructura quimica y su polaridad (Palaiokostas, et al 2018) (Ku cerka, et al,

2019).

Las membranas lipidicas no se forman en ausencia de agua, pues su presencia
garantiza su ensamblaje y estabilidad termodinamica (Disalvo, 2015). Curiosamente,
las moléculas de agua exhiben propiedades termodinamicas distintivas, dependiendo
de su ubicacién en la membrana.
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Por ejemplo, cada fosfolipido se mantiene estrechamente unido a moléculas de
agua, y son necesarios 40 kJ/mol (entalpia de vaporizacién a 25 -C) para romper los
enlaces de hidrégeno y eliminar las moléculas. Por tanto, la dinamica de la evaporacion
de las moléculas de agua proporciona informacion sobre su ubicacion en la membrana.
En particular, las moléculas fuertemente delimitadas dentro de la region de interfaz
forman agua de hidratacion (también llamada agua interfacial). Esta region esta
delimitada por dos planos ideales: el que incluye los grupos carbonilo y el que esta
bordeado por los grupos fosfato. Esta compuesta por 6-7 moléculas por lipido, y aporta
alrededor del 40% del total espesor bicapa.

Las moléculas de hidratacién se colocan entre las cabezas de los lipidos que
tienen grados de libertad restringidas la mayor parte del tiempo y con propiedades
termodinamicas contrastantes respecto a las moléculas en bulto (Disalvo, 2008) (Ball,
2008) (Aksan, et al, 2009). El ultimo, es un tipo de agua que basicamente no se ve
afectada por las superficies de las biomoléculas, normalmente llamada agua “libre”.

Son estas las razones por las que se decidio estudiar el proceso de evaporacion
en liposomas y E. coli. El primer punto para evaluar fue ver que tanto influia el proceso
de condensacion en la evaporacion de un cuerpo de agua, segun lo planteado en la
ecuacion de Hertz Knudsen-Schrage (Marek & Straub, 2001). El uso de un flujo de helio
simplifica el proceso de evaporacion (como se observa en la ec. (2) y en la Figura 7).
En ausencia del gas acarreador de moléculas de agua, la velocidad de evaporacion
disminuye significativamente,

Para entender el proceso de evaporacién en membranas bioldgicas, en este
trabajo se us6 un modelo de membrana comun que se ha mencionado anteriormente,
el liposoma. Se analizaron liposomas de DMPC, DPPC y una mezcla de DMPC:DPPC.
Los resultados para este ultimo fueron muy relevantes (ver Figura 10). El tamafio de la
cola de los lipidos afecta el grosor de region hidrofébica, y la manera en que el grupo
colina queda hidratado. Se ha reportado de estudios de dinamica molecular que para
DPPC hay aproximadamente 10.2 moléculas de agua fuertemente ligadas, mientras
gue para DMPC son alrededor de 7.
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Lo anterior indica que, en el caso hibrido, el tamafio de las colas que componen
el liposoma da lugar a protuberancias ocasionadas por los grupos polares de los lipidos
de DPPC, como las que se esquematizan en la caricatura de la Figura 14. Esto da lugar
a que en el proceso de evaporacion sean pocas las moléculas de agua que se liberan,
que corresponden al agua libre. Posteriormente, el proceso es cada vez mas lento, que
corresponde a la remocion de moléculas de agua ligadas. Posteriormente, se procedio
a analizar la evaporacion de E. coli, cuya membrana es mas compleja que los casos
anteriores. Su composicion se basa en diferentes lipidos: fosfatidiletanolamine (PE),
fosfatidilglicerol (PG), cardiolipina (CA) y otros, donde el primero es un lipido
zwiteridnico y los dos Ultimos estdn cargados negativamente. Esto implica que las
interacciones electrostaticas son muy diferentes al caso de los liposomas. En éstos los
lipidos poseen varios dipolos, uno localizado al inicio de las colas (en los grupos
carbonilos) y en las cabezas polares, donde es mas intenso, y va orientado del grupo
fosfato al grupo colina. El grupo fosfato es muy pequefio y con una densidad superficial
de carga intensa que atrae fuertemente a las moléculas de agua circundantes (K,
GAwrich, et al, 1992) (Saak, et al, 2023) (la capa de hidratacion).

En el caso de la membrana de E. coli, la interaccion de las moléculas de agua
no es una interaccion dipolar con la cabeza del lipido, como se dijo arriba, existen
lipidos cargados que hacen que las interacciones electrostéticas se intensifiquen.
Ademas, la E. coli posee méas de 1600 proteinas en su membrana (Sukei et al, 2020)
cuyos aminoacidos componentes estan cargados, lo que hace que sus cadenas
laterales interaccionen con las moléculas de agua fuertemente, El resultado es que el
proceso de liberacién de agua libre es mas corto y la masa residual mas grande que
en el caso del liposoma hibrido (Mercado & Hernandez, 2023).
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Figura 14 Esquema pictografico, de izquierda a derecha, agua y dos diferentes tipos de
liposomas: uno formado puramente del lipido DMPC y el otro, una mezcla de los lipidos (DMPC-
DPPC) 50:50; después de la fase de transicion (liquida o desordenada). Los grupos de las
cabezas de los lipidos DMPC y DPPC estan representados en cian y azul respectivamente, las
moléculas de agua en verde. Las flechas negras representan el coeficiente de evaporacion.
Como el tamafio de la cola de los lipidos no es el mismo en la mezcla, el area de hidratacion
alrededor de las cabezas polares es mayor para los lipidos DPPC que para los DMPC (Mercado
& Hernandez, 2023)

Por otro lado, en el caso del agua libre, se ha visto como la presencia de otros
agentes, cambia la tasa de evaporacion del agua (Potts, 1994), por lo que se esperaba
un cambio al agregar E. coli en cierta concentracién al agua pura, mas aun al ser la
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membrana de E. coli hidrofilica (Binahmed et al., 2018), se esperaba que la tasa de
evaporacion del agua disminuyera, tal y como lo hizo en los experimentos realizados.

En este trabajo logramos mostrar dos fases de evaporacién en las muestras
estudiadas: la primera es atribuida al agua libre o en bulto (linea recta), y la segunda al
agua ligada o de hidratacién (seccién curva al final de la evaporacion). La contribucion
de cada una depende de la muestra estudiada.

Como se pudo observar, el agua confinada dentro de E. coli se pierde de una
forma mas lenta respecto a los casos de los liposomas, debido a que es un sistema
mas complejo, en donde las interacciones electrostaticas y los componentes de la
membrana son determinantes.

Algo interesante para el caso de liposomas es que, independientemente de la
fase en la que se encontraran, sea gel, liquida o en la fase de transicion; habia un
cambio en la tasa de evaporacion del agua libre.

En resumen, para los liposomas hibridos, la tasa de evaporacion del agua
cambia drasticamente, esto se da por varias razones, la primera es el hecho de que los
lipidos que los conforman tienen diferentes temperaturas de transicion, lo cual les da
mayor estabilidad (Akbarzadeh et al., 2013). También, al estar conformados por lipidos
de diferentes tamafos, su superficie no es plana, sino rugosa, y las interacciones
superficiales con el agua circundante cambian respecto al caso de liposomas puros
(Singh et al., 2006).

41



Capitulo V

Conclusiones

Estudiar el proceso de deshidratacion en las células permite tener una mejor
comprension del funcionamiento de este sistema biolégico en la situacion de equilibrio.
Generalmente, este tipo de estudios se realiza en condiciones de estrés osmotico. En
este trabajo, el problema se simplificé creando un ambiente de condensacion
restringida (eliminando el coeficiente de condensacion de la ecuacion de Hertz-
Knudsen-Schrage), lo cual se realiz6 usando un flujo de gas durante la medicion de la
evaporacion, con una balanza termogravimétrica. En el estudio se us6 un modelo de
membrana lipidica (DMPC, DPPC y DMPC:DPPC (50:50), asi como una biomasa de
E. coli. Se encontré que la dinamica de evaporacion depende de la ubicaciéon de las
moléculas de agua en la membrana. Este comportamiento es regido por las
interacciones electrostaticas entre las moléculas de agua y la cabeza polar de los
lipidos, y esto se observa claramente por la deshidratacion de los liposomas
DMPC:DPPC.
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Perspectivas

Investigar la dindmica de evaporacion de las mismas muestras a través de
rampas de temperatura, con el propadsito de tener mas informacion sobre el
proceso.

Explorar un modelo para calcular las energias de activacion implicadas en la
dinamica de evaporacion medida con TGA.

Realizar experimentos de termogravimetria con un lipido de mayor longitud
(por ejemplo, DSCP, de 18C) para analizar los cambios en el proceso de
evaporacion.
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