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RESUMEN

La térmodinamica es el estudio de las transformaciones de la enérgia y su inevitable disipa-
cién en forma de calor. La termodindmica cldsica esta enfocada en los fendmenos que tiene
lugar en o cerca al equilibrio en sistemas energéticamente aislados. Sin embargo, en la natura-
leza estamos constantemente frente a sistemas que estan lejos de equilibrio. No es sino hasta
mediados del siglo veinte que hemos empezado a comprender estos sistemas gracias princi-
palemente a los trabajos pioneros de Ilya Prigogine en la evolucion de estructuras disipativas
espacio-temporales. Estas estructuras estan caracterizadas principalmente por la no linealidad
de sus ecuaciones cinéticas, la existencia de puntos de bifurcacion, la creacion de regiones de
orden local y la formacion de sistemas complejos. Ejemplos de estos sistemas son los relojes
quimicos, los flujos turbulentos, los huracanes y principalmente muchos de los fenomenos bio-
16gicos. En la presente tésis hemos abordado de manera computacional un proceso fuera del

equilibrio que tiene relevancia en el estudio de la evolucién quimica de la vida.

La presente tesis aborda el fendmeno de la amplificacién quiral de aminodcidos en un proceso
de cristalizacion. Mediante un modelo de red cuadrada (“lattice model ) y usando la dindmica
de Montecarlo con cadenas de Markov,simulamos computacionalmente el crecimiento rapido
del exceso enantiomérico en solucién partiendo de una mezcla racémica o cercana al punto
racémico. Se busca comprender el efecto de variables como la temperatura, el exceso enantio-
mérico total, la concentracion total o las constantes que definen las energias de interaccion, en la
concentracion o en el exceso enantiomérico en solucidn. Se ha logrado reproducir cualitativa y
cuantitativamente los resultados obtenidos por Klussmann al estudiar la cristalizacion de la pro-
lina o serina. Nuestro modelo predice tambien la estabilidad de los cldsteres de prenucleacién en
la region de sobresaturacion asi como la preferencia hacia la homoquiralidad de estos clusteres.
Por otro lado, el modelo reproduce muy bien las propiedades de la region de saturacién y nos
permite determinar que la solubilidad de los aminoacidos en solucién sigue la ecuacion de van’t
Hoff.

El exceso enantiomérico en solucién esta determinado de acuerdo a nuestro modelo por el va-
lor de las constantes C; y C; que definen la energia de interaccion entre pares de aminoacidos
de igual quiralidad y el grupo de cuatro aminoacidos de quiralidad alternada. Si el valor de la
constante C; es muy pequeiio respecto al valor de la constante C; el sistema muestra una gran

amplificacion quiral. Este ultimo hecho se debe a que la constante C, favorece una mezcla ra-
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cémica y deja en solucion una mezcla suficientemente enantiopura. El modelo predice tambien
que las bajas temperaturas favorecen la amplificacion quiral de aminoacidos. Las mayores tem-
peraturas originan una mayor movilidad de las moléculas de aminoacidos y por ende generan
mayor cantidad de aminoacidos L o D en solucidn, esto origina un descenso en el exceso enan-
tiomerico en solucion con respecto a lo casos de bajas temperturas en los cuales las movilidades

son mds restringidas y los cristales rdcemicos son mds estables.



ABSTRACT

Thermodynamics is the study of energy transformations and its inevitable dissipation in the
form of heat. Classical thermodynamics is focused on phenomena that occur at or near equili-
brium in energetically isolated systems. However, in nature, we are constantly confronted with
systems that are far from equilibrium. It wasn’t until the mid-twentieth century that we began
to understand these systems, primarily thanks to the pioneering work of Ilya Prigogine in the
evolution of dissipative spatio-temporal structures. These structures are primarily characterized
by the non-linearity of their kinetic equations, the existence of bifurcation points, the creation
of regions of local order, and the formation of complex systems. Examples of these systems
include chemical clocks, turbulent flows, hurricanes, and many biological phenomena.

The present thesis addresses the phenomenon of chiral amplification of amino acids in a crys-
tallization process. Using a square lattice model and employing Monte Carlo dynamics with
Markov chains, we computationally simulate the rapid growth of enantiomeric excess in so-
lution starting from a racemic mixture or a mixture close to the racemic point. The goal is
to understand the effect of variables such as temperature, total enantiomeric excess, total con-
centration, or the constants defining interaction energies on the concentration or enantiomeric
excess in solution. We have successfully qualitatively and quantitatively reproduced the results
obtained by Klussmann when studying the crystallization of proline or serine. Our model also
predicts the stability of prenucleation clusters in the supersaturation region, as well as the pre-
ference for homochirality in these clusters. Additionally, the model very accurately reproduces
the properties of the saturation region and allows us to determine that the solubility of amino
acids in solution follows the van’t Hoff equation.

The enantiomeric excess in solution is determined in our model by the values of the constants C;
and C,, which define the interaction energy between pairs of amino acids of the same chirality
and the group of four amino acids of alternating chirality. If the value of the constant C; is much
smaller than the value of the constant C;, the system exhibits significant chiral amplification.
This is because the constant C;, favors a racemic mixture and leaves a sufficiently enantiopure
mixture in solution. The model also predicts that lower temperatures favor the chiral amplifi-
cation of amino acids. Higher temperatures result in greater mobility of amino acid molecules
and consequently generate a higher amount of amino acids L or D in solution. This leads to
a decrease in enantiomeric excess in solution compared to cases of lower temperatures, where

mobilities are more restricted, and racemic crystals are more stable.
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Capitulo 1

Introduccion

Muchas de las principales biomoléculas de los organismos vivos presentan una asimetria qui-
ral, es decir, el predominio de un enantidémero sobre su imagen especular. Tales preferencias
geométricas son observadas en las estructuras quimicas de aminodcidos, azicares y biopolime-
ros que forman la doble hélice del ADN. Estos hechos indudablemente han generado preguntas
fundamentales sobre como esas asimetrias quirales surgieron espontdneamente en la biosfera
terrestre, y a qué grado las soluciones acuosas estuvieron involucradas en ese escenario. Tam-
bién es importante saber si la exclusion de un enantiémero es un requisito indispensable para
el origen, supervivencia, propagacion y evolucién de organismos vivos, o si es un subproducto
secundario de la aparicion de la vida (Lombardo y cols., 2009). Asi mismo, desde la perspectiva
del desarrollo actual de la sintesis quimica, cada vez es mds necesaria la sintesis de medicamen-
tos enantiopuros y es un reto sintetizar un compuesto enantiopuro con el menor costo posible
(Wojaczynska y Wojaczynski, 2020). Basados en estos enfoques podemos afirmar que las técni-
cas de amplificacion quiral juegan un papel preponderante en el desarrollo actual de la sintesis

quimica.
Varios mecanismos se han propuesto para explicar esta asimetria quiral en los sistemas fisico-
quimicos:

= Autocatdlisis asimétrica: Este escenario involucra reacciones quimicas autocatalticas asi-

métrica, un fendmeno realizado experimentalmente por Soai y colaboradores.
= Cristalizacion por desgaste: Invoca al proceso conocido como Viedma ripening.

= Equilibrio de fases: Esta tercera posibilidad se centra en el comportamiento de un equili-
brio de fases entre los enantiomorfos y un tercer componente que actia como un solvente

relativamente pobre.



= Ademds de los estudios experimentales, una serie de cdlculos computacionales se han

publicado abordando el origen de la quiralidad.

En el presente estudio nos enfocaremos en el tercer proceso de equilibrio de fases como un
probable procesos para el origen de la amplificacion quiral. A continuacidén haremos un resumen

de cada un los procesos antes mencionados.

1.1. Autocatalisis asimétrica

Se define la autocatdlisis asimétrica como el proceso por el cual un producto de reaccién quiral
es el catalizador de su propia formacion desde reactantes aquirales. Esta reaccion es mostrada en
la Figura 1.1. En el afio 1995 Kenso Soia muestra experimentalmente que la autocatélisis de una
reaccion quimica puede realzar o amplificar un exceso enantiomérico inicial muy pequefio (2 %).
Cuando el 5-pirimidil-alcanol, con un exceso enantiomérico de 2 %, es tratado con diisopropil
zinc y pirimidina-5-carboxialdheido sufre una reaccion de autocatalisis generando més alcohol
alifatico. Debido a que la reaccidn involucra un intermediario catalitico quiral generado desde el
alcohol alifético, y debido a que la etapa catalitica es enantioselectiva, el exceso enantiomérico
del producto se incrementa. Esta evidencia experimental representa un mecanismo por el cual

un pequefio desbalance en la quiralidad puede ser amplificado (Soai y cols., 1995).

W o
b 0w

Asymmetric
autocatalysis

(S
with low
enantiomeric enrichment

()1
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T Oy

N
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% e.e.)

Figura 1.1: Reaccion de autocatalisis asimétrica estudiada por Kenso Soai. Adaptado de (Soai y
cols., 1995)

Desde este estudio pionero, el equipo de trabajo del Dr. Soai ha llevado a cabo una gran variedad
de experimentos para comprender el origen de esta autocatélisis. Se ha estudiado el efecto de la
luz circularmente polarizada (LCP) como un agente fisico precedente a la reaccion de catélisis
asimétrica, y han mostrado que los excesos enantioméricos a los cuales se puede llegar son del

orden del 99.5 %, esto explicado por la propiedad de la LCP para descomponer selectivamente
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uno de los compuestos quirales y generar un pequefio exceso enantiomérico inicial (Kawasaki,
Sato, y cols., 2005), exceso que serd amplificado por la reaccién de Soia. Los cristales quirales
también son iniciadores activos de un pequefio exceso enantiomérico inicial provocando una
adsorcion selectiva que lleva a un desbalance inicial que posteriormente es aprovechado por una
reaccion de amplificacion quiral de Soai. Entre estos cristales se encuentra el cuarzo (Soai y
cols., 1999), los cloratos y bromatos (Sato, Kadowaki, Ohgo, y Soai, 2004), la silica helicoidal
(Sato y cols., 2003), sales orgdnicas quirales (Kawasaki, Jo, y cols., 2005) y cristales orgénicos
quirales (Kawasaki y cols., 2008). Asi mismo, la superficie de sales como el yeso, pueden pre-
sentar una quiralidad pese a que el cristal en si mismo no es quiral. Estas superficies son también
centros de adsorcion selectiva que dan origen a un desbalance quiral (Matsumoto y cols., 2017).
Los compuestos cuyos dtomos especificos han sido remplazados por isotopos mds pesados tam-
bién pueden actuar como agentes iniciadores quirales. El equipo de Kenso Soai ha estudiado
el efecto de estos compuestos en los cuales se ha realizado la sustituciéon H/D (Kawasaki, Oza-
wa, Ito, y Soai, 2011), 12¢/B3¢ (Kawasaki y cols., 2009), 160/180 (Matsumoto y cols., 2013) y
4N/ISN (Matsumoto y cols., 2016). Si se agrega estos compuestos quirales por sustitucién iso-
tépica a una mezcla en la cual se lleva a cabo la reaccién de Soia, se obtiene una amplificacion

quiral.

Un fenomeno muy curioso es el efecto de la temperatura en la reaccién de Soai. Matsumoto
ha observado una dependencia de la temperatura en la amplificacién quiral desencadenada por
alcoholes o aminas enantio-enriquecidas. Un alcohol iniciador de tipo S desencadena en una
reaccion de Soia un 5-pirimidil-alcanol de tipo S. Al disminuir la temperatura a -44°C el inicia-

dor de tipo S desencadena una reaccidn hacia un 5-pirimidil-alcanol de tipo R.

1.2. Equilibrio de fases: D-L-S

Un sistema sobresaturado que contiene ambos enantiomeros puede mostrar el fenomeno de
amplificacion quiral como lo han demostrado Klussmann de manera experimental y Lombardo
de manera tedrica (Lombardo y cols., 2009; Klussmann y cols., 2006). El exceso enantiomérico

se define como:
o Oop — Of,

aptog

Donde op y ar son las fracciones molares de los enantiomeros D y L respectivamente, y O

ee

(1.1)

es la fraccion moral del solvente S (e.i., ap + ¢z + o = 1). De acuerdo a los resultados de

Klussmann y en concordancia con la regla de las fases, la composicién de una solucién de pro-



lina en equilibrio con dos fases s6lidas (una enantiopura y otra racémica)permanece fija en un
rango amplio del excesos enantiomerito total ( Parte superior de la Figura 1.2). Si estos resul-
tados experimentales se colocan en un diagrama terciario, aquella composicién que parmanece
constante representa el punto eutéctico (E 'y E”). Solo en los casos en que el exceso enantiomé-
rico es muy bajo (donde el exceso del enantidmero con mayor composicién es muy bajo para
establecer su propia fase solida) o muy alto (donde la concentracién del enantiomero con menor
abundancia es insuficiente para formar un compuesto racémico) se podria mostrar una variacién
de la composicion de la solucidn con respecto al exceso enantiomérico total, composiciones que
son determinadas por las lineas E’R (o ER) y E’A’ (EA), respectivamente (Parte inferior de la
Figura 1.2).

T.G. Lombardo (Lombardo y cols., 2009) ha adaptado un enfoque tedrico para calcular el com-
portamiento de las fases en una solucién que presenta ambos enantiomeros. El formula un mo-
delo de red bidimensional para estudiar el equilibrio de una mezcla ternaria compuesta por dos
formas enantioméricas de una molécula quiral y un solvente liquido no quiral. En el articulo de
T.G. Lombardo los enantiomeros D y L pueden residir en uno de los sitios de una red cuadrada
de N x N vértices en alguna de las cuatro orientaciones. Sumando al solvente, existen 9 can-
didatos que podrin ocupar un sitio especifico. Esto se llama en el articulo mencionado estado
de ocupacion y se denota por el parametro de spin Ising, &;, para cada sitio. Lombarto define a

energia potencial para todas las configuraciones de spin Ising como ¢.

¢ = VoNo(&1 - Enxn) + VINT (&1 - - Enaen) + VaN2 (&1 - - Envan) (1.2)

Donde Ny representa todos los pares de vecinos de enantidmeros sin tener en cuenta su quirali-
dad u orientacion. Nj es el conjunto de pares de vecino que tiene la misma quiralidad y la misma
orientacion. N, represente el conjunto de grupos de cuatro vecinos con quiralidad alternada y
la misma orientacion. Notamos que los conjuntos N1 y N, son disjuntos mientras que N; esta

incluido en Nj.

La solucién numérica abordada por Lombarto involucra la aproximacion de campo medio de
la mecénica estadistica y estd basada en la asignacion de probabilidades de ocupacion de cada
punto en la red, brindando una aproximacién a los términos No(&; -+ - Enxn)s N1(E1---Envav) Y
Ny(E1---Enyn). Lombardo también expresa la entropia en funcién de estas probabilidades de
ocupacion y ello le ayuda a expresar la energia libre de Helmholtz (F' = ¢ — 7T'S) en funcién de
la entropia y la energia potencial. Su siguiente proceso involucra la minimizacién de la energia

libre F con respecto a los pardmetros antes mencionados. Sin embargo, la minimizacién debe
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Figura 1.2: Comportamiento de la solucion en funcion del exceso enantiomérico de prolina. Su-
perior: Exceso enantiomérico de prolina en solucién (eje izquierdo, tridngulos) y concentracion
de prolina en solucién (eje derecho, rombos) en funcién del exceso enantiomérico total de pro-
lina a 0,1 M.Inferior: Diagrama de fases terciario de D-prolina, L-prolina y DMSO (solvente) a
25°C. Adaptado de (Klussmann y cols., 2006)

cumplir con unas restricciones adicionales: igualdad de temperatura de todas las fases y que el
potencial quimico de cada especie debe ser el mismo en todas las fases presentes. El potencial

quimico de la especie i (i= D, L, S) es definida como:

oF

b= (1.3)

Donde r; es el nimero de moléculas del tipo i. La solucién numérica le permite el cdlculo de un
diagrama ternario de fases (Figura 2) al obtener las probabilidades de ocupacién en los puntos
o regiones de coexistencia de las fases. Una caracteristica destacada del diagrama de fase es

la aparicién de un par de puntos caracterizados como puntos triples que implican coexistencia



I—<—T—tl—> T—»—:At— o

D enantiomer L enantiomer solvent

o
e
N
N
39390
393
ROLER A
397

D =2(v,tv, )N ® = (2v,tv,)N

Figura 1.3: Ejemplos de ocupacién y orientacion de los enantidémeros en una red cuadrada de
acuerdo al modelo de Ising de Lombardo. Adaptado de (Lombardo y cols., 2009)

de una fase liquida enriquecida en uno de los enantiomeros con dos fases sdlidas: un cristal
racémico y un cristal enantiopuro. Los resultados tedricos de Lombardo son muy semejantes
cualitativamente a los resultados experimentales de Klussmann, M et al (Klussmann y cols.,
2006).
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Figura 1.4: Diagrama de fases terciario de las especies D-enantiomero, L-enantiomero y S ( sol-
vente) a una temperatura reducida T*. E y E’ representan la mezcla con composicién eutéctica
donde las tres fases (sélido enantiopuro, compuesto racémico sélido, fase liquida) existen en
equilibrio. Adaptado de (Lombardo y cols., 2009)



En general, Lombardo y Klussman muestran que el comportamiento de fases en conjuncién
con una reaccién de amplificacién quiral como la de Soia en solucién, pueden actuar como
un mecanismo de amplificacién quiral en la fase liquida bajo el siguiente escenario. Imagine
una molécula quiral que sirve como un catalizador asimétrico con alta enantioselectividad pa-
ra una reaccion en solucion (e.i., la quiralidad del producto de la reaccion es determinada por
la quiralidad del catalizador). Si el sistema es preparado con un ligero ee del catalizador y la
composicion global estd dentro de la region de coexistencia de tres fases, entonces una solucion
con una composicion del punto eutéctico, podria coexistir con un cristal enantiopuro y un cristal
racémico. Si el ee del punto eutéctico es suficientemente alto, entonces esto dirige a un alto ee

del catalizador en la solucidn.

Si bien el trabajo de Lombardo logra reproducir cualitativamente los resultados de Klussman, en
el final de su articulo Lombardo hace un llamado a continuar con el mismo, pero con un enfoque
mucho mds exacto que el modelo de campo medio. Una alternativa sugerida por €l es el método
de Montecarlo y es ese el objetivo del presente trabajo: Comprobar en qué medida el modelo de
Monte Carlo de una amplificacién quiral logra reproducir un resultado experimental.Mientras
en una simulacién por dindmica molecular las ecuaciones de movimiento son numéricamente
integradas, en una dindmica de Monte Carlo toma los estados de evolucién de un espacio de con-
figuraciones. La dindmica de Monte Carlo estd basada en la generacidn aleatoria de coordenadas

en una caja de simulacion.

1.3. Justificacion

La quiralidad es una caracteristica esencial de la vida. Las moléculas biolégicas estian compues-
tas de sub unidades que exhiben solamente una de las dos posibles formas quirales. 19 de los
20 aminoacidos que se presentan naturalmente en la naturaleza son quirales, con una quiralidad
exclusiva de tipo L encontrada en proteinas. Los azucares se encuentran en su mayoria teniendo
una isomeria tipo D, como es ejemplificado por las unidades de ribosa en los dcidos nucleicos.
Aqui surgen preguntas fundamentales acerca del origen de esta homoquiralidad biolédgica y co-
rresponden a un campo de actividad cientifica muy activa en el presente siglo (Hatch, Stillinger,
y Debenedetti, 2010).

Desde un punto de vista del desarrollo econémico, la industria quimica y farmacéutica atribuye
una gran importancia a una separacion enantioselectiva ya que los compuestos quirales puros
juegan hoy en dia un rol preponderante en la medicina (Zhuo, Wang, y Zhang, 2018). Este in-
terés es debido a que los enantidmeros puros pueden diferir profundamente en su interaccion

bioldgica, farmacoldgica, y en toxicidad cuando se comparan con a sus correspondientes race-



matos (Li, Sculley, y Zhou, 2012; Ward y Hamburg, 2004; Liu y cols., 2015). La preparacion
de compuestos enantiopuros representa un gran reto debido a las propiedades fisicas y quimi-
cas idénticas de los enantidmeros en un ambiente aquiral. El enfoque de la industria quimica y
farmacéutica va hacia la separacion mediante materiales cada vez mds sofisticadas y reacciones
quimicas en una gran serie de pasos. Frente a estos procesos convencionales, los procesos de
autocatalisis asimétrica y el de equilibrio de fases, descritos en el presente trabajo, constituyen
importante resultados experimentales cuyo desarrollo viene trayendo grandes resultados (Ma y
cols., 2018; Soai, Kawasaki, y Matsumoto, 2018).

Los modelos de red y las dindmicas de Monte Carlos constituyen herramientas computacionales
que son cada vez mds usadas en los campos de la simulacién de procesos quimicos (Lombardo
y cols., 2009; Hatch y cols., 2010). Frente a los procesos de dindmica molecular y calculos
cudnticos, su ventaja radica en el poder establecer una relacién a nivel global en las interacciones
(Marro y Dickman, 2005) pudiendo abordar una multitud de etapas del procesos mucho mayor a
un coste computacional muy bajo. Pese a que los detalles de las interacciones son obviados en un
modelo de red, las propiedades colectivas que pueden surgir estdn en gran medida en correlacion
con los resultados experimentales (R. V. Solé, Luque, y Kauffman, 1999) ya que cuando se haya
cerca de una ruptura de simétrica, como lo constituyen los procesos de amplificacion quiral, los
sistemas en su conjunto presentan propiedades mds alld de las propiedades individuales de las
moléculas (R. Solé, 2011).

1.4. Hipotesis

El modelo de red en unién con una dindmica de Monte Carlo logra reproducir de manera cuan-
titativa los resultados de Klussman en cuanto al fenémeno amplificacion quiral que presenta en
sus resultados experimentales. Esta prediccion permite establecer el papel preponderante que
juegan ciertas variables como la temperatura, la concentracién o las constantes de interaccion
intermolecular que determinan evolucién global de sistema. El proceso de cristalizacion de los
aminodcidos es enfocado desde un punto de vista de la generacion de clusters de prenuclea-
cion y dicho enfoque es corroborado por los resultados teéricos que dan soporte a los resultados

experimentales.



Capitulo 2

Objetivos

2.1. Objetivos generales

Simular computacionalmente el proceso de amplificacién quiral de aminodcidos mediante el
uso un modelo de red bidimensional cuadrada simple y una dinamica de Monte Carlo, modelo
que explique la depencia de la amplificacién quiral de aminoacidos en la concentracion total de
los mismos , el exceso enantiomerico total, o el efecto de las constantes que definen la energia

potencial del sistema.

2.2. Objetivos especificos

= Determinar cualitivamente y cuantitativamente el efecto de las variables de estado (tempe-
ratura, concentracion, exceso enatiomérico) o de las variables independientes del modelo
(constantes que definen la enegia potencial) en la concentracion y el exceso enantiomerico

de la solucion tras la evolucién dindmica del sistema hasta el estado de equilibrio.

= Establecer la relacion de la teoria de los clisteres de prenucleacion con los resultados de

nuestro modelo.

= Derivar propiedades macromoleculares como la solubilidad y expresar cuantitativamente

su relacién con la tempertura.



Capitulo 3

Fundamento Teorico

3.1. Proceso de Nucleacion y Cristalizacion

La cristalizacién ha sido llamada “uno de los procesos mas secretos en la naturaleza ” (Uzunova,
Pan, Lubchenko, y Vekilov, 2012). Este calificativo se debe al reto que demanda la comprension
de un proceso de formacién de una particula o estructura de un orden de largo alcance basado en
interacciones de sus bloques constituyentes que interactuan unicamente con sus vecinos locales
(Lutsko, 2019).

La nucleacion es una de sus etapas iniciales de la cristalizacién y constituye un proceso de tran-
sicién de fase de primer orden en sistemas que estan sobresaturados. Es de gran importancia
en muchos campos como la biologia, la ciencia de los materiales, la medicina, la geologia o la
cosmologia. En la meteorologia actual se estudia en profundidad los procesos de formacién y
atenuacion de la niebla asi como la generacion artificial de lluvia (La Mer, 1952).En la metalur-
gia las caracteristicas de la nucleacion determinan la iniciacion y produccion de nuevas fases que
determinan las porpiedades de los materiales (Alonso, Stefanescu, Gonzalez, y Suarez, 2020;
Alonso, Stefanescu, Larrafiaga, y Suarez, 2020; Fisher, Hollomon, y Turnbull, 1948). En la bio-
logia y en la medicina se presentan procesos de nucleacion en el origen de ciertas enfermedades,
procesos tales como la cristalizacion de hemoglobina C (enfermedad CC), polimerizacion de la
hemoglobina S (anemia falciforme) , formacién de cristales en los ojos (ciertos tipos de catara-
tas) o en la formacion beneficiosa de cristales de insulina en los islotes de Langerhans (Vekilov,
2010). Podemos encontrar un proceso de nucleacion en las erupciones volcanicas o en las chi-
meneas hidrotermales de los fondos marinos, en la condensacion electronica en estado sélido
o en la formacién de un par electron-hueco en semiconductores, en la formacién de agujeros

negros e incluso el Big Bang pudo ser un fenémeno de nucleacién (Kashchiev, 2000).
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Existen varias definiciones de nucleacion:

Generar dentro de una fase madre metaestable los fragmentos iniciales de una nue-

va fase mds estable, capaz de desarrollarse en fragmentos grandes (La Mer, 1952)

La nucleacion es el proceso de generacion aleatoria de estas formaciones nanos-
copicas de nuevas fases que tiene la habilidad de un crecimiento irreversible hacia

tamarios macroscopicos.(Kashchiev, 2000)

En un marco cldsico la nucleacion se considera que tiene lugar en una solucion de
iones que se ha vuelto sobresaturada, dirigiendo a la nucleacion de una fase solida
or medio de un agregamiento estocastico y el precursosr cristalino mds cercano es
considerado a ser un cluster de tamariao critico. En contraste, existe una evidencia
considerable que las especies polimericas y estables juegan un rol dominane en el

proceo de biomineralizacion y la formacion de nanoparticulas organicas.(Gebauer,
Volkel, y Colfen, 2008)

3.1.1. Fuerza motriz de la nucleacion

En general la fuerza motriz para una transiciéon de primer orden , es decir para un proceso de

nucleacion es la cantidad Ay conocida como supersaturacion o sobresaturacion.

A.u = Gantiguo - Gnuevo = Hantiguo — Hnuevo (3 1)

La ecuacidn se interpreta como la ganacia en energia libre por molécula ( o &tomo) asoacido con
el transito de fase desde estado con alta energia libre de Gibbs Ggiguo hacia otro estado con
baja energia libre de Gibbs G,,.,,. Rigurosamente las energias de Gibbs sefialadas constituyen

minimos.

En el caso de la condensacién de una fase de soluto, la fase antigua esta constituida por molé-
culas disueltas en un solvente que es considerado un medio inerte. La fase nueva es el liquido o
s6lido condensado de moléculas disueltas. En este tipo de procesos el parametro controlable es

usualmente la actividad del soluto a, y la dependencia de Uanriguo €n a es de la forma:
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Uora(a) = Ue +kTIn(a/a,) (3.2)

donde a,(T) es la actvidad de equilibrio, la actvidad en la cual el soluto y el condensado estan

en equilibrio de fases. Como L. €S practicamente a-independiente, aproximadamente,

Hnuevo (a) = Hnuevo (ae) = Ue (3.3)

Combinando las expresiones obtenemos:

Au(a,T) = kTln LJT)} (3.4)

3.1.2. Trabajo realizado en la formacién de un clister

Si bien la sobresaturacion es una de las condiciones necesarias para la nucleacién no es sufi-
ciente para que el proceso ocurra. Al igual que en una reaccién quimica, existe un trabajo que
se debe realizar para pasar de un estado metaestable hacia un estado de equilibrio. Este trabajo
depende de la ruta o mecanismo que siga el proceso de nucleacidn, ruta cuyo estudio es uno de
los grandes problemas actuales. Uno de los pasos intuitivos podria pensarse que es el cambio
uniforme en la densidad o concentracion del soluto a nivel global. Sin embargo, como ha sefia-
lado Kashchiev (Kashchiev, 2000) este cambio uniforme podria involucrar realizar un trabajo
del orden de hasta 2% de la energia cinética de las moléculas involucradas (aproximadamente
equivalente a un valor de MAu donde M representa todas las particulas del soluto en la solucién)
. Esta gran cantidad de trabajo hace improbable que el paso de nucleacion sea uno en el cual

el soluto va concentrandose uniformemente en el tiempo hasta formar un cldster o una particula.

Una alternativa es que el proceso de nucleacion se de a nivel local, involucrando solo un peque-
fio nimero n* de moléculas o atomos (n*"M). El trabajo necesario para este proceso seria una
cantidad mucho menor de energia( n*Aut) por lo cual un proceso de nucleacién que involucre
fluctuaciones locales de concentracion es una ruta muy probable. Los resultados experimentales
corroboran esta afirmacién (T. Wang y cols., 2020; Liang, Lynn, y Berland, 2010) asi como

tambien las experiencias cotidianas como en el caso de la formacidon de la nieve o la lluvia.

Para ir adelante en el estudio de los mecanismos o rutas de nucleaciéon se adopta primero un
enfoque acerca de la forma en que son tratadas las moléculas en el estudio. Existen dos enfoques
: el enfoque de cliister y el enfoque de funcional de densidad. En el enfoque de claster la nueva

fase de tamafio nanoscépico es considerada un aglomerado de un ndimero n de moléculas (o
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atomos) , estd separada de la fase antigua o la solucién por un limite de fase cuya posicion
permite decir a posteriori qué moléculas estdn en la fase antigua y cudles en la nueva fase
formada. En el enfoque de funcional de densidad uno de los parametros princiaples es el nimero
de densidad de moléculas p (m~>) en funcién del volumen. No se cosidera la presencia de un
limite de fase. En nuestro caso adoptaremos el enfoque de claster que nos permitird realizar
simulaciones computacionales basados en la dindmica de Montecarlo. El método de Montecarlo
involucra el movimiento de una molécula y su interaccion o intercamnio con otras moleculas de

su entorno cercano. En la figura 3.1 se esquematizan ambos enfoques.

» X

%080 “Limite de fase

.
o
]
L,

Limite de fase

Pantigua

» X

Figura 3.1: Tipos de enfoques en el estudio de la nucleacién. Formacion de una nueva fase
condensada de acuerdo a (A) el enfoque de cluster, (B) el enfoque del funcional de densidad.
Adaptado de (Kashchiev, 2000)
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3.1.3. Mecanismos de nucleacion

Modelo Clasico

Estado 1 Estado 2

Figura 3.2: Estado del sistema previo a la nucleacién. Adaptado de (Kashchiev, 2000)

Clasicamente la teoria fudamental para entender los procesos de nucleacion ha sido la Teorica
Clasica de Nucleacion (CNT). Las ideas de CNT fueron basadas en las idas originalemente pro-
puestas por J. Willard Gibbs.

La figura 3.2 hace referencia a los estados por los cuales pasa el sistema en la formacion de un

nucleo. En el estado 1, un estado de densidad uniforme, la energia libre de Gibbs es:
G = M.uantiguo (35)

y en el estado final (estado 2) donde se ha formado un clister de n moléculas (n = 1,2,3,...) la
energia libre de Gibbs es G;. Independientemente de la seleccion de la superficie que define el

limite entre el cluster y la solucién, G, puede representarse como:
Gy (l’l) = (M - n).urantiguo + G(”l) (3.6)

Considerando que la temperatura y la presion se mantienen constantes, el potencial quimico
de la fase antigua, Uguiguo permanece constante. Por lo tanto, el primer término representa la
energia libre de Gibbs remanente luego de la formacién del cldster. El término G(n) abarca los

cambios de energia en el sistema que acompaifian en la formacién del clister. Si consideramos
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que las n drticulas son parte de la nueva fase, el término G(n) contiene la energia libre acumulada
por cada molecula que pertenece al cluster, n,;,e,q , y adicionalmente una energia libre de Gibbs
en exceso, Gy.

G(”) = Nluevo + Gex (3.7)

Usando las ecuaciones anteriores se define el trabajo para la formacién homogénea de un cldster

como:

W(n) = Gy (n) — G (3.8)

y en forma general para cada tamafio especifico de cluster:

Kashchiev (Kashchiev, 2000) ha sefialado que encontrar G, es uno de los mayores problemas
en la teoria de nucleacién y que hasta el momento solo puede ser abordada en ciertos casos
limites como en cldster muy grandes o muy pequeiios ( del orden de una molécula). Kashchiev
presenta algunas anotaciones que suscribimos tambien y nos permitiran deducir las expresiones

para la funcién W (n):

= E] cldster de tamafio n = 1 se tratard formalmente como distinguible de la molécula del
mondmero (W (1) # 0).

= Para un tamafio n dado de un clister, G, depende tambien en la forma del clister y en
la sobresaturacion Au. En lo que sigue se ignorard la dependencia de G, en la forma
del claster y se asumird que, para un tamafio n dado de un cluster, el cluster tiene solo
una forma, no necesariamente coicidiendo con su forma para otros tamafios. Como indica
Kashchiev, se puede asumir que la forma del claster es la estadisticamente mds probable,

conocida como la forma de equilibrio.

Si consideramos el caso limite de clusters de tamafio n suficientemente grande las propiedades
térmodindmicas del clidster quedan bien definidas y por ende es posible determinar el valor de
G.x. Hoy en dia los resultados teoricos provenientes del estudio de esos casos limites son cono-
cidos como la Teorica Cldsica de Nucleacion. Entre los fundadores de esta teoria se encuentran

Gibbs, Volmer y Weber, Farkas, Kaishchew y Stransky , y Becker y Doring.

De acuerdo a Kashchiev, se calculard primero la expresién explicita del trabajo de formacién
cliuster W y se comparara con la ecuacién 3.9. En primer lugar es posible expresar la energia

libre de Gibbs de la fase nueva G, como:

Gy (n) = Fz(n) + pV (3.10)
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donde F; representa la energia libre de Helmholtz, V el volumen del sistema en el estado final 2
( Figra 3.2) y p es la presion de la fase antigua. Como se ha indicado anteriormente, en nuestro
enfoque de cluster es necesario definir la posicion de la superfice que define que moléculas estan
dentro del cluster y cuales estan en la solucién. Una de las opciones que en la teoria cldsica de
nucleacion se usan es la llamada superficie de division equimolecular ( SDE o EDS por sus
siglas en ingles). Esta superficie esta localizada en una posicién en la cual se igualan el nimero
de moléculas dentro y fuera respecto al total de moléculas en el sistema. Bajo ese supuesto, />

S€ expresa Como:

F (n) = (M - n).uantiguo — PVM—n + nluevon — PnVn + [0 (Vn> 3.11)

el primer sumando (M —n) Mantiguo — PVm—n representa la energia libre de Helmholtz que ha sido
dejada luego de la aparicion del cluster. El sumando +nlevo,n — pnVa representa la energia libre
de Helmbholtz del cluster de tamafio 7. El t€rmino Lyevo,» €8 €l potencial quimico de la molécula
en el cluster de tamafio n. El término ¢ hace referencia a la energia libre total de la interface

clister/fase antigua. Combinando las dos ecuaciones anteriores se obtiene:

GZ(n) = (M - n).uantiguo + nlnyevo.n — (Pn - P)Vn + (P(Vn) (3.12)

sustituyendo el valor de G, en la ecuacion 3.8 y usando 3.5 se obtiene en condiciones isotérmicas-
isobaricas el trabajo de formacién de un cluster de tamafo n definido mediante una superficie
SDE:

Wn = _(Pn - p)Vn + (.unuevo,n - .uvanliguo)n + ¢ (Vn) (3.13)

Comparano los términos de la derecha de esta ultima ecuacion con el de la ecuacién 3.9 obte-

nemos la expresion para G, (n):

Gex(n) = (P(Vn) - (pn - p)vn + (.unuevo,n - .unuevo)n (314)

La validez de esta formula esta comprendida en el uso de la superficie limite SDE enre el cluster
y la solucién y para valores grandes de n y de V,, , lo cual asegura que la presion p, y el potencial

quimico Uyyevo » €Sten bien definidos. La ecuacion 3.14 muestra que esta involucra tres efectos:
= la existencia de una interface entre el cldster y la fase antigua o solucion.
= ¢l cambio de presion tras la aparicion del clister de volumen V,.

= ]a diferencia entre el potencial quimico de la molécula en el clister y en el volumen de la

nueva fase ( el bulk infinitamente largo)
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De acuerdo con Kashchiev es posible deducir que todos los efectos mencionados que definen el

valor de G,, pueden ser cuantificados en términos de la energia superficial ¢. Desde la condicion

de equilibrio mecdnico en el estado 2 se deduce que % =0 lo cual implica en la ecuacién 3.12

99
= 3.15
Pn=p+ v, ( )
y por termodindmica se sabe que:
1 [Pn
.unuevo,n(pn) - .unuevo(p) + Z/ Vn(P) dpP (316)
p
Se llega asi a la expresion de Gy :
Pn
Gerlt) = (V) = (pu =PIV + [ Va(P) aP (3.17)
p

Si consideramos el caso de la formacion de una fase condensada como un sélido, se puede
considerar que esta nueva fase es practicamente incompresible, de modo que el volumen del
clister es aproximadamente independiente de la presion p,, dentro del clister e igual al volumen
molecular vy

Va(pn) = nvo (3.18)

lo cual rinde:
Gex(n) = ¢(Vy) (3.19)

Se puede considerar que la energia libre superficial total ¢ es proporcional al area S, de la
superficie de division. El factor proporcional e la energia libre superficial especifica, promediada
en todas las direcciones. Si el cldster toma una forma regular, se tiene que S, = c,,Vn2 /3 y ¢ toma
la forma de:

O (Vi) = cauVi” (3.20)
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Capitulo 4

Metodologia

4.1. Modelo Monte Carlo de amplificacion quiral

El elemento central en nuestro modelo es una red perteneciente al conjunto Z>. Este conjunto
representa a las redes bidimensionales que tienen elementos igualmenente espaciados en una red
cuadrada (Figura 4.1). Cada punto de esta red representa una especie quimica con una determi-
nada propiedad y las aristas representan las interacciones que se pueden dar entre dos especies
quimicas. Si tomamos un elemento arbitrario de esta red (punto rojo) este puede interactuar con
sus cuatro vecinos mds cercanos (“‘nearest neighbor”, puntos verdes). La energia potencial de
esta interaccion esta determinada por la naturaleza de las especies quimicas involucradas. En
nuestro modelo orientado al estudio de la cristalizacién de aminodcidos, las especies quimicas

pueden ser de tres tipos: enantiomeros L, enantiomeros D o moleculds del solvente S.

A diferencia del modelo de Lombardo y colaboradores (Lombardo y cols., 2009), el presente
modelo no hace uso de las orientaciones como una propiedad intrinseca de las moléculas qui-
rales. Como hemos sefialado en el capitulo anterior, Lombardo asigna a cada molécula quiral la
propiedad de estar orientada en cuatro posibles direcciones (norte, sur, este y oeste). Es asi que
cada punto puede representar 1 de 11 posibles especies quimicas en el trabajo de Lombardo. Se
evita considerar las orientaciones en el presente modelo con el fin de establecer una representa-
cién inicial lo més sencilla posible. En futuros estudios se evaluard el efecto de las orientaciones

como determinantes para los procesos de amplificacién quiral.

4.1.1. Energia Potencial

Siguiendo la definicion de Lombardo, la energia potencial de nuestro sistema se determina me-

diante el conteo de las interacciones microscopicas entre pares de moléculas. A continuacion
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Figura 4.1: Red perteneciente al conjunto Z? como elemento escencial de nuestro modelo. Cada
punto de la red corresponde a una molécula determinada

detallamos aquellas interaccidnes que el presente modelo ha considerado.

= Solo existe interaccion entre un par de especies localizadas en posiciones vecinas lo mds

cercanas posibles

» La interaccion entre especies sin importar su quiralidad es favorable para la estabilidad

del sistema.

= La interaccion entre especies que tienen una misma quiralidad puede ser favorable o no

ejercer ningun efecto en la estabilidad del sistema.

» La interaccion entre un cuarteto de elementos que tiene una quiralidad alternada for-
mando un cuadrado puede ser favorable o no tener ningun efecto en la estabilidad del

sistema.

Se define como una configuracién del sistema, o, a una lista de valores que cada punto de la
red toma. Asi por ejemplo, una configuracion en la cual no existen moléculas de aminodcidos
y solo existen moléculas de solvente se representard como ¢ = (&;---Eyay) = (S---S), donde
&; es el spin asociado a cada punto. Todo spin puede tomar un valor del conjunto de moleculas
del sistema, {D,L,S}. El término spin tiene su origen en el modelo de red cuadra de Ising. Este
modelo representa una aproximacion tedrica para comprender la transicion desde un comporta-
miento ferromagnetico a un comportamiento paramagnetico. Cada configuracion es en realidad
un microestado del sistema y esta confinado a un volumen finito A. Formalmente se define una
configuracion o como un elemento del conjunto € = o, de todas las configuraciones en el
volumen A (Ecuacion 4.1) (Friedli y Velenik, 2017).

Q=o0,={D,LS}" 4.1)
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Las interacciones entre moléculas de una configuracion solo pueden darse dentro del volumen
A. Como trabajamos con sistemas finitos, las propiedades del limite o contorno del volumen A
tienen un efecto en la evolucion del sistema. Para nuestro estudio hemos usado la condicién de
contorno periodica, es decir, que una molécula localizada en el borde de una red cuadrada puede
interaccionar con las moléculas localizadas en el borde opuesto. En términos mateméticos, la
red cuadrada es en realidad un toro bidimencional T),,, donde n es el tamafio de la red cuadrada

que origina el toro (Figura 4.2).

A B

Figura 4.2: A: representacion de una red cuadrada bidimensional de 16 moléculas de lado. B:
Toro T4 representando las condiciones de contorno periddico de la red de la subfigura A.

Se define a continuacién una serie de funciones N; que nos permitiran calcular la energia de una

configuracion determinada ©.
= Np: nimero total de pares de aminoacidos vecinos sin importar su quiralidad.
= N;: nimero total de pares de aminoacidos vecinos con igual quiralidad.

= N,: numero total de cuartetos de aminoacidos que tiene una quiralidad alternada formando

un cuadrado.

Usando estas funciones, la energia potencial de una configuracioén determinada ¢ de las especies

quimicas, ¢ (o), estard definida de acuerdo a la ecuacién 4.2 .

¢(0) =CoNo(&1 - Enan) + CIN1 (&1 -+ - Enn) + CoNa (&1 -+ - Eny) (4.2)

Donde los coeficientes Cy,C> y C3 determinan la importancia de cada tipo de interaccién en la

energia potencial final.
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4.1.2. Dinamica de Monte Carlo

En primer lugar deseamos conocer los cambios de energia potencial asociados a un intercambio
de posicion de dos aminodcidos. Existen un tipo de cambio entre L (o D) y S (L,D < S), tam-
bién se presenta un cambio entre D y L (D <+ L). Un tercer cambio puede ocurrir entre D y D
oentre L y L o entre S y S. Cualquier cambio entre dos sitios puede estar dentro de estos tipos
mencionados o una combinacién. Debido a que no consideramos el nimero de pares S-D o S-L
en la ecuacion que define la energia potencial, la interaccion entre el agua y los aminoédcidos no

es considerada en el presente modelo. Esto representa una simplificaciéon del modelo.

Para la evolucién de nuestro sistema usamos el algoritmo de Metropolis—Hastings que es par-
te de un conjunto mucho mas amplio de algoritmos denominados algoritmos de Monte Carlo
con cadenas de Markov. Este algoritmo nos permitird partir de una distribucién aleatoria y,
mediante una cadena de cambios de posiciones, llegar a una distribucion estacionaria termodi-
namicamente establecida. Para un sistema fisico como el de un equilibrio liquido-s6lido como
el que estamos estudiando, la distribucién de Botlzmann ( conocida tambien como distribucién
de Gibbs) es la distribucién estacionaria adecuada (Friedli y Velenik, 2017). La probabilidad
1 (o) de que el sistema se encuentre en una distribucién ¢ a una temperatura reducida 7* esta
dada por la Ecuacién 4.3.

u(o) = %er"# (4.3)
Donde T* representa la temperatura reducida, kg7, en la cual kp es la constante de Boltzmann.
La funcién de particién, Z, es la constante de normalizacidn requerida para que U represente
una probabilidad de distribucion.

Z(T*) =Y e 7¢ (4.4)

El algoritmo de Metropolis-Hastings (M-H) establece asi una probabilidad W;_, y para cambiar
de una distribucion o; a una 6 en el camino para llegar a la distribucion estacionaria de Boltz-

mann (Kumar y Dasgupta, 2020).

pios) _ *¢f;¢i _ - ; >
Wi — woy) —¢ T =eT Si, Ap >0 4.5)
1 Si, Ap < 0;

La ecuacion 4.5 nos sefiala que el cambio de una configuracion o; a una Oy tiene una proba-
bilidad igual a 1 (siempre se realiza ese cambio) cuando el cambio de energia potencial,A¢, es
negativo. Por otro lado, si A¢ es positivo o igual a cero, este cambio se realizard con una proba-

Ao
bilidad igual a e™ 77.
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Las etapas del algoritmo de M-H aplicado a nuestro modelo son:

1. Generar una red cuadrada con moléculas D y L en posiciones aleatorias. Para esta gene-
racion se debe establecer previamente el tamafio de red , n, y la cantidad de moléculas D
y L que nuestro modelo presentard. Estas determinardn el exceso enantiomérico total del

sistema, asi como su concentracion total.

2. Elegir un sitio al azar asegurando que cada elemento tiene las mismas posibilidades de ser
elegido (seleccion aleatoria uniforme). Se puede seleccionar tanto un aminodacido como

el solvente.

3. Elegir su vecino al azar (seleccion aleatoria uniforme). Cada molécula tiene cuatro vecinos

cercanos.

4. Calcular el cambio de energia potencial, A@, que originaria intercambiar las posiciones

de la molécula inicialmente seleccionada y su vecino.

5. Si A¢ es negativo, entoces se intercambiardn sus posiciones. Si A@ es positivo, se veri-
. _L9 P .
ficard que el valor de e” 7 es mayor que un nimero aleatorio entre O y 1, y entonces se

intercambiarén las posiciones. En el caso contrario, no se realizard ninguna cambio.
6. Retornar al punto 2 hasta cumplir el nimero de iteraciones maximas establecidas.

La Figura 4.3 muestra las condicionales para el cambio de posicién de dos moleculas vecinas
en nuestros sistema de red cuadrada. Es importante resaltar que el cambio de energia de una
configuracion a otra en un ciclo del algoritmo unicamente depende del entorno cercano del par
considerado. Para asegurar que se llegue al equilibrio, el nimero de iteracciones (‘“mixing ti-
me’’) debe ser lo suficientemente grande. Esto permite visitar todos los puntos de la red con gran
probabilidad y asegurar la convergencia hacia un estado en el cual la energia no varie mas alla
de su variabilidad natural, variabilidad que esta asociada a la capacidad calorifica del sistema
(F. Wang y Landau, 2001). En nuestro modelo de red con hasta 50 moleculas por lado, un nu-
mero de iteraciones de 10® asegura que lleguemos al equilibrio en todos los ensayos realizados.
Tras finalizar las 108 iteraciones, se vuelve a evolucionar el sistema durante 108 iteraciones mds
tomando cada 100000 iteraciones una muestra. Ello resulta en 1000 muestras por cada simula-
cion. De cada una de estas muestras se calculan las variables importantes para el sistema que
detallamos en el siguiente parrafo. Por lo tanto, se obtiene de cada simulacion un estado prome-
dio del sistema. Para dar cuenta de la variabilidad asociada con las condiciones iniciales, cada

simulacion se repite 10 veces con una red aleatoria diferente y se promedian los resultados de
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Figura 4.3: Algoritmo de M-H aplicado al proceso de cristalizacién de aminoécidos quirales. A:
Red aleatoria de aminoacidos L o D en un solvente S, B: Seleccion aleatoria de un elemento de
la red. C: Seleccién de uno de los cuatro vecinos. D. Condicionales que definen el intercambio
de posiciones. E: Condicional que asegure llegar al equilibrio en la evolucion del sistema. F:
Evaluacién de los resultados.

las variables. Esto nos permite tambien obtener las desviaciones estandar de cada variable.

Se definen las siguientes variables para este estudio:

D L D L
e R e R A S (4.6)
X —xp
=——100 4.7
€€50] x?+x]; ( )



WPt

€Crotal — m 100 (48)
D,+L D; + L
s = SS e = ’S d (4.9)

Donde D; y L representan la cantidad de moléculas D y L , respectivamente. S representa
la cantidad de moléculas de solvente. Las variables x” y xL hacen referencia a la fraccién de
moléculas D y L en solucion respecto a las moléculas de solvente. eeg,; y ee;yqr TEpresentan el
exceso enantiomerico en solucién y total, respectivamente. Como hemos sefialado lineas arriba,
cada una de estas variables es un promedio de 10 repeticiones tomandas luego de que el sistema

ha llegado al equilibrio. Por esa razon, cada variable tiene asociada un error.

4.2. Programacion de los algoritmos utilizados

Se ha implementado el algoritmo de M-H (Figura 4.5) en el lenguaje C++. Este lenguaje nos
permite ejecutar las simulaciones en un tiempo promedio de aproximadamente 2 horas por si-

mulacion y un consumo de memoria RAM de entre 10 a 15 GB durante su ejecucion.

Para obtener las variables antes mencionadas es muy importante contar con un algoritmo que nos
permita eficientemente contar y caracterizar los clisters de moleculas formadas. En el presente
trabajo hemos implementado el algoritmo de Busqueda en Profundidad (en inglés DFS o “Depth
First Search”) en el lenguaje de programacién C++ (Imai y Asano, 1986). Este algoritmo, asi
como la implementacion en C++ del algoritmo M-H y sub algoritmos usados durante el presente

trabajo, se pueden encontrar en la plataforma GitHub.
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Capitulo 5
Resultados y Discusiones

En el presente capitulo detallaremos los resultados de las simulaciones computacionales lleva-
das a cabo. Para estas simulaciones se ha definido el tamafo de red en 50 x 50, es decir, 2500
moleculas distribuidas en una red cuadrada perteneciente a Z> de 50 moleculas por arista. Se
presentan los resultados que modelan el efecto de la conentracion de aminoacidos, el exceso
enantiomérico total, la temperatura y el valor de la constante C; en el exceso enantimerico en
solucion, la concentracidn en solucidn, la distribucién de clusteres en solucion, el procesos de

amplificacion quiral y la formacién de agregados de tamafios y geometrias defindas.

5.1. Efecto de la concentracion de los aminoacidos

Estas simulaciones buscan determinar como nuestro modelo de red cuadrada reproduce la pro-
piedad de solubilidad de un sistema racémico sobresaturado, asi como el mecanimos de nuclea-
cion. Para tal fin, se ha incrementado gradualmente la concentracién total de aminoacidos, ¢;,
y se determina la concentraciéon de aminoacidos que quedan en solucidn, c;. Se mantiene fija
la temperatura durante la evolucion del sistema (T = 0.8 a 1.9) y se detienen las simulaciones
cuando el sistema ya no muestra un descenso en la energia potencial, es decir cuando la suma
de todos los A¢ ha llegado a un valor constante. Para estas simulaciones se ha usado los valores
de las constantes Cp = —1, C; = =2y C; = =5, valores tomados del trabajo de Lombardo y
colaboradores (Lombardo y cols., 2009). Al ser los sistemas racémicos, ee;,;,; = 0 para todas

las simulaciones de la presente seccion.

La Figura 5.1 muestra que a medida que se aumenta la concentracion total de aminoacidos, la
concentracion en solucién pasa por un maximo para luego descender a un valor casi constante.

Se muestran las barras de error en cada curva, resultado de haber realizado diez repeticiones
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Figura 5.1: Efecto de la concentracion total de aminoacidos, ¢;, en la concentracién en solucidn,
¢s. La temperatura reducida T* se ha indicado dentro de cada subfigura.
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Figura 5.2: Red cuadrada mostrando la cristalizacion de aminoacidos en el sittma a T = 1.3 a
medida que aumenta la concentracion total de aminoacidos.

como se ha indicado en el capitulo de Metodologia. La poca variabilidad en los resultados nos
indica que estamos efectivamente ante un minimo de energia en el sistema que evoluciona en
virtud de la dindmica de Monte Carlo, las constantes elegidas y la temperatura. La regién de
concentracion en solucion casi constante corresponde a la region de saturacién. Nuestro modelo
evoluciona asi desde un estado no saturado (regién de subsaturacion), en el cual no se ha sobre-
pasado el valor de concentracion de saturacion, hacia un estado sobresaturado. Posteriormente

el sistema llega a un estado de saturacién constante.

Tomando como ejemplo la evolucién del sistema a la temperatura de T = 1.3, Figura 5.2 ,
notamos que medida que aumentamos la concentracién total de aminoacidos, se van gene-
rando pequefios agregados de diversos tamafios que coexisten hasta que pasado el pico mé-
ximo se forman ya aglomerados de aminoacidos de tamafios del orden de 100-150 aminoa-

cidos. Posterior a ello los conglomerados van aumentando su tamafio pero la concentracion
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en solucion permanece ligeramente constante. La presencia de cldsteres en la region de so-
bresaturacion, antes de llegar al pico méximo, puede estar relacionada a que la funcién ¢ =
CoNo(&1 -+ - Enpresentanxn) + C1N1 (&1 -+ - Enxn ) + CoNa (& - - - Env) favorece la formacion de los
pares de aminoacidos a través de los valores de las constantes Cy y C;. Estos clusteres han sido
observados experimentalmente y algunos aminoacidos presentan clisteres de un tamano deter-
minado con una abundancia excepcional (Scutelnic y cols., 2018) , razon por la cual se han
llamado estos tamafios ““ nimeros magicos’ ’ (Concina y cols., 2006). Mediante espectrométria
de masas se ha observado dimeros de glicina (Friant-Michel y Ruiz-Lépez, 2010; Zimbitas y
cols., 2019), dimeros y tetrameros de alanina (Malar y Divya, 2018) y dimeros u octimeros
de serina protonada (Counterman y Clemmer, 2001; Nanita y Cooks, 2006; Jordan y Williams,
2020). La estabilidad del diméro de glicina (G) ha sido atribuida a la energia libre de formacion
del par G, (Ecuacion 5.1). Jordan y colaboradores (Jordan y Williams, 2020) determiné que
los clusteres de serina observados durante sus andlisis mediante espectrometria de masas por
ionizacion por electroespray existen realmente en solucién y no son el resultado del proceso de
evaporacion del spray durante el andlisis. Una de las caracteristicas generales que comparten
los diversos modelos de la estructura de los octimeros de serina es la capacidad de estos clus-
teres de formar una sucesion de puentes de hidrogeno que logra estabilizarlos respecto a otros
clusteres de diferente tamafio (Scutelnic y cols., 2018; Jordan y Williams, 2020; Counterman y
Clemmer, 2001; Schalley y Weis, 2002). Un aspecto sorprendente de los octdmeros de serina es
que en una solucién racemica se generan cldster con una gran preferencia homoquiral, aun en

concentraciones tan bajas como 100uM.

G(ac)+G(ac) — Ga(ac)  AE = —152kcalmol™!  AG = —4,0kcalmol™'  (5.1)

La Figura 5.3 muestra la evolucion de la distribucion del tamafio de los clusteres conforme se
aumenta la concentracion en solucion. Esta Figura hace referencia al sistema a T = 1.3. El eje de
la abcisas se ha tranfosrmado a una escala logaritmica para apreciar los cambios en los clisteres

de menor tamafio. La frecuencia de aparicion de los clusteres se define como:

Numero de particulas de tamafo n

Frecuencia(n) (5.2)

- Y ;—1 Ndmero de particulas de tamafo i
Donde la sumatoria del denominador va sobre todos los tamafios presentes en el sistema. Co-
mo eje de las ordenadas de nuestro grafico se ha tomado el valor de la Frecuencia multiplicada
por el tamaio del cldster, esto con el fin de apreciar correctamente la evolucién de los clister
de mayor tamafio. Los valores de ¢; se han colocado en cada subgréfico para indicarnos a que

concentracion total del sistema corresponde cada subgrafico.
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Figura 5.3: Distribucion de tamafios en las simulaciones realizadas a T = 1.3. Dentro de cada
gréfico se ha indicado el valor de la concentracion en solucién ¢,

La Figura 5.3 (y su version en detalle 5.4) muestra que a medida que aumetamos la concen-
tracion total de aminoacidos la frecuencia de clusteres de mayores tamafios aumenta.los datos
presentan una variabilidad intrinseca que tien su méximo en la concentracion ¢; = 0,055 como
se puede observar por los valores de error grandes. La pregunta principal es en qué valor de la
concentracion ¢; empieza la cristalizacion. De las Figura 5.4 notamos que ha existen clusteres
en la concentracion de ¢; = 0,021. Si observamos la Figura 5.2 esta concentracién corresponde
a laregion en la cual se esta empezando a sobrepasar la concentracion de saturacion, ingresando
a la region de sobresaturacion. Posteriormente a este punto, y a medida que aumenta la concen-
tracion en solucién, se van formando cristales de mayor tamafio aun cuando la variabilidad de

estos es relativamente grande. Ya a partir de ¢; = 0,064 los cristales formados son muy estables
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Figura 5.4: Acercamiento a la distribucion de tamafios en las simulaciones realizadas a T = 1.3.
Dentro de cada grafico se ha indicado el valor de la concentracion en solucion ¢;.

y ya no presentan una apreciable variabilidad (barrar de error pequefias que no cruzan el eje de
las abscisas). Ademads de ello, la distribucién de tamafios es unimodal, es decir, presetan un tni-
co tamafio méximo. Cuando la concentracién aumenta por encima de ¢; = 0,168 la variabilidad
en el tamafio de los cristales aumenta y se preseta una distribucién de tamafilos muy amplia que
va haciendo mds extensa a medida que se aumenta la concentracién. Como puede observarse
en la Figura 5.2 lo que estaria pasando al sobrepasar la concentraciéon de ¢; = 0,168 es que la
concentracion es tan alta que es posible la generacion de mayor cantidad de nucleos de crista-
lizacion. Por ejemplo, en la Figura 5.2 notamos que a partir de ¢; = 0,20 ya se muestran dos
cristales (recordar que la red es periodica).

Como ha sefialado Gebauer (Gebauer y cols., 2008) la estabilidad de los cludsteres frente a los
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Figura 5.5: El procesos no clasico de cristalizacion de aminoacidos cuando los clasteres forma-
dos son mds estables que los monomeros en solucion.

mondmeros origina un proceso de cristalizacion muy diferente al predicho por la teorica clé-
sica de nucleacién. En la Figura 5.5 se indica el camino no cldsico de nucleacién que estos
sistemas podrian seguir. Este tipo de comportamiento en un proceso de cristalizacién ha sido
tambien observado durante la cristalizacion del carbonato de calcio (Gebauer y cols., 2008; Pic-
ker, Kellermeier, Seto, Gebauer, y Colfen, 2012) cuyo proceso de cristalizacion se ha postulado
por Gebauer corresponde a un proceso de formacién de clusteres de prenucleacion (Gebauer y
cols., 2008) que tiene su origen en la estabilidad del dimero CaCO3—CaCOs3. La Figura 5.4 nos
indica que en concentraciones bajas de aminoacidos de entre 0.31 y 0.35 existe una preferencia
por clusteres de tamaiios entre 10 y 30 nm. En ese intervalo de concentraciones nos encontramos

en la region de sobresaturacion 5.2 pero aun no hemos pasado el méximo de concentracion.

Como veremos a continuacion, el hecho de que tengamos una region de concentracién constante
se corresponde muy bien con la regla de las fases para un sistema bidimensional incompresible.
A continuacidn detallaremos la ecuacion de fases para nuestros sistema basados en el trabajo de
Lombardo y colaboradores (Lombardo y cols., 2009). El estado termodinamico de un sistema
de C componentes esta determinado por la especificacion de la temperatura y la fraccién molar
de los C-1 componentes presente en el sistema, es decir, para una determinada fase se requieren
C variables. En conclusion, para un sistema de P fases hay un total de PC variables. Sin embar-
go, no todas las variables son independientes. La temperatura de todas las fases en equilibrio
debe ser la misma. Como existen P fases, P-1 ya tiene una temperatura definida lo cual resulta

en P-1 restricciones. Asi mismo, para que estas fases esten en equilibrio, el potencial quimico
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Figura 5.6: Gréficos de solubilidad de van’t Hoff y de Hildebrand.

de cada especie componente debe ser igual en todas las fases presentes. Esto resulta en unas
C(P-1) restricciones adicionales. Entonces, el nimero de grados de libertad (F) para un sistema

bidimensional de C componentes con P fases esta dado por la ecuacion 5.3

F=PC—[(P—1)+C(P—1)]=1-P+C (5.3)

En nuestro sistema de red cuadrada contamos con 3 componentes (S, D y L). Si nos encontra-
mos en una refién de subsaturacién no existen cristales y se presenta una tnica fase. Por otro
lado, en la region de saturacion se presenta el cristal racémico y la solucidn, es decir, dos fases.
Para el caso del estado subsaturado, los grados de libertad serian F = 1-1+3 = 3. Si fijamos
la temperatura, el sistema tendria dos grados de libertad para evolucionar. Como el sistema es
racémico, la relacion entre las concentraciones de D y L esta definida y, por lo tanto, solo nos
queda un grado de libertad adicional, la concentracion total de aminoacidos en el sistema. En el
caso de un estado saturado, el sistema tendria dos grados de libertad. Al definirse la temperatura
y siendo el sistema racémico, no habrian grados de libertad disponibles y el sistema deberia
mostrar un estado estacionario de concentracion constante.Esto dltimo se aprecia claramente en

los gréficos de la Figura 5.1 donde todos ellos presentan una region de concentracion constante.
Surge en este punto la curiosidad por saber cudl es el comportamiento en nuestro modelo de la

concentracion de saturacion o solubilidad respecto a la temperatura. Esta pregunta nos permitird

determinar si la solubilidad en nuestros modelo se ajusta a la ecuacion de van’t Hoff o a la de
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Hildebrand (Grant, Mehdizadeh, Chow, y Fairbrother, 1984).Para realizar las curvas de solubi-
lidad hemos establecido como concentracién de saturacién el promedio de los cuatro dltimos
puntos de cada gréfico en la Figura 5.1. Estos puntos represetan la region de saturacién cons-
tante. A partir de estos valores podemos graficar las curvas de van’t Hoff (ecuacién 5.4) o de

Hildebrand (ecuacion 5.5) siguiendo las ecuaciones:

logio(cs) =A (%) +B (5.4)
logio(cs) = Clog1o(T) +D (5.5)

Donde A, B, C y D son constantes. La Figura 5.6 nos muestra que los datos se ajusta linealmente
mejor a una ecuacion de van’t Hoff mds que a una ecuacién de Hildebrand. Aun cuando el ajuste
es cualitativamente muy bueno hacia la ecuacion de van’t Hoff, es importante notar que la curva
parece seguir mejor una curva sigmoidal ya que a valores de % pequeios la concentracién en
solucidn esta por encima de la linea de tendencia lineal y a valores altos de % la concentraciéon

cs esta por debajo de la linea de tendencia lineal.

Como hemos comentado brevemente en uno de los parrafos anteriores, sorprendentemente los
octameros de serina protonada presentan una preferencia homoquiralidad en una solucién ra-
cémica. (Jordan y Williams, 2020). Para investigar esta preferencia homoquiral en los cluster
de nuestro sistema a 7* = 1,3 hemos escrito un programa en Python para obtener la homo-
quiralidad promedio de cada tamafio de cluster. Por ejemplo, los clisteres de tamafio 2 fueron
contados y se determino el exceso enantiomerico de dicho cluster, ee ;.- Como tenemos 10
repeticiones para cada condicion de concentracion, se han promediado 10s ee ;s consideran-
do el valor absoluto de los mismos. El tomar los valores absolutos se realiza debido a que la
preferencia homoquiral puede ser tanto hacia el isomero L. como hacia el isomero D. La Figura
5.7 muestra los resultados de este andlisis. Notamos que en todas las concentraciones, los mo-
némeros ( cldsteres de tamafio = 1) son en promedio racémicos ( ee ;e = 0), pero a medida
que aumenta el tamafio del claster el modelo muestra una preferencia homoquiral de los cldste-
res. Esto puede resultar evidente debido a que la funcién & favorece energéticamente los pares
homoquirales, sin embargo, algo que resulta muy interesante es que esta preferencia homoquiral
tiene un méaximo cuya posiciéon depende de la cocentracion total de aminoacidos en solucion.
Asi para concentraciones bajas tales como ¢y = 0,004 — 0,031 los clusteres pueden llegar a tener

un exceso enantiomérico entre 0.5 y 1 en tamafios de 6 a 15 monomeros.
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Figura 5.7: Quiralidad de los clusteres formados al incrementar la concentracién de aminodcidos
total.
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5.2. Efecto del exceso enantimérico total (e¢,,;,) en el exceso

enantiomérico en solucion (ee,,)

Como hemos visto en el anterior apartado, en un sistema racémico la concentracion en solucion
llega a un valor casi constante cuando la concentracién es suficientemente alta. Nos pregunta-
mos ahora por el efecto del exceso enantiomérico total en esta concentracién en solucién o en
el mismo exceso enantiomérico en la solucion. Esta pregunta esta estrechamente relacionada la
objetivo principal del trabajo, que es conocer si nuestro modelo logra reproducir la amplificacién
quiral que Klussmann (Klussmann y cols., 2006) ha estudiado para los aminoacidos. El sistema
estudiado mantiene los paraméstros en Cp = —1, C; = —2 y C, = —5 con una concentracion
total de aminoacidos, ¢;.4;, de 0.25. El exceso enantiomérico total , ee;,;, s ha variado entre

0y 1y se ha estudiado los casos de temperaturaa 7 = 1,1,1,3,1,5y 1,7.

Se muestra en la Figura 5.8 que al ir aumentando gradualmente el exceso enantiomérico total
el exceso enantiomerico en solucién sigue un comportamiento no lineal. Existe una amplifica-
cion quiral que es mas pronunciada a medida que se desciende la temperatura. Pasado un breve
intervalo de crecimiento de el exceso enantiomérico en solucidn existe una regiéon de exceso
enantiomérico constante. Este comportamiento ha sido definido por Klussmann como una re-
gién donde se ha llegado a un punto eutéctico entendido como una regién en la cual una solucién
se transforma en dos solidos diferenciados. Siguiendo la regla de las fases FF =1 — P+ C para
el sistema con tres componetes y tres fases se tendria F = 1 —3 43 = 1, por lo que definida la
temperatura, esta concentracion en solucion quedard definida. Pasado este punto, el comporta-
miento del exceso enantiomérico en solucién es muy dependiente de la temperatura. A menores
temperaturas se dd un descenso grande en el exceso enantiomérico en solucion. Este descenso
se hace menos pronunciado cuando se aumenta la temperatura.La variacion de la concentracién
del sistema tambien se aprecia en la Figura 5.8. Como ya hemos sefialado en el apartado ante-
rior, a mayores temperaturas el modelo reproduce el aumento de la concentracién en solucidon.
Respecto a la dependencia de la concentracion frente a la variacién del exceso enantiormérico
total, podemos observar tambien un comportamiento no lineal. Las curvas muestran un pico ma-
ximo cuya posicion se desplaza hacia menores valores de exceso enantiomérico total a medida
que aumentamos la temperatura. Este comportamiento es cualitativamente muy cercano a los

perfiles reportados por Klussmann (Klussmann y cols., 2006).

En la Figura 5.9 se muestra la evolucion del sistema frente al aumento del exceso enantio-
mérico total. Podemos apreciar que efectivamente la region de exceso enantimérico constante

corresponde a una regién donde coexisten tres fases, la solucion, el cristal racémico y el cristal
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Figura 5.9: Red cuadrada mostrando la cristalizacion de aminoédcidos en el sittmaa T =13 a
medida que aumenta el exceso enantiomérico total. El valor de la constante C; = —2.
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Figura 5.10: Efecto del valor de la constante Cj en el exceso enantiomérico a la temperatura de
T=13.

enantiopuro. La regién de descenso pronunciado que tiene lugar cuando el exceso enantiomé-
rico es alto corresponde a un region donde la fase racémica ya no es lo suficientmente estable
como para coexistir con la fase enantiopura. Esto hace que el exceso enantiomérico en solu-
cién disminuya. esta inestabilidad del cristal racémico puede ser tambien asociada al aumento
de la concentracion en solucidon. Cuando el exceso enantiomérico es ya muy elevado y cercano
al 100 % el sistemd muestra unicamente la fase enantiopura y una dependencia del el exceso
enantimérico en solucion respecto al ee;y;.

Este efecto del exceso enantiomérico en solucidn es tambien dependiente del valor de la cons-
tante C; que hace referencia a la energia de formacién de un par equimolar de aminoacidos.
Como se muestra en la Figura 5.10, a medida que el valor de la constante C; disminuye la
amplificacién quiral es mucho mds pronunciada y la regién de descenso del exceso enantio-

mérico en solucion en la region de exceso enantiomerico total alto ya no es tan drastico. Este
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Figura 5.11: Red cuadrada mostrando la cristalizacion de aminoacidos en el sittmaa T =1.3 a
medida que aumenta el exceso enantiomérico total. El valor de la constante C; = —1.

comportamiento puede ser resultado de que cuando esta constante disminuye, la constante C,
juega un rol més preponderante en la evolucion del sistema. Es asi que la fase sélida evolucio-
na hacia un estado racémico de manera muy determiante, dejando la solucién enriquecida del
aminoacido con quiralidad més abundante. La concentracién en solucién tambien muestra un
comportamiento pecualiar a medida que disminuimos la constante C;. Esta diminucién en el va-

lor de la constante C ocasiona que el maximo de concentracion se haga cada véz menos notable.

La Figura 5.11 muestra la evolucion del sistema cuando la constante C; es igual a -1. Se muestra,
como se ha mencionado anteriormente, que el paso de un sistema de tres fases ( cristal racémico,
cristal enantiopuro y solucién) hacia un sistema de dos fases es mds uniforme que cuando la

constante C; = —2.
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Conclusiones

Se ha estudiado tedricamente el proceso de amplificacion quiral que surge al mezclar dos enan-
tidmeros de un aminoécido. La red cuadrada usada como modelo tedrico, junto a la dindmica
de Monte Carlo, han brindado notorios resultados que permiten comprender los procesos clave
que ocurren en el transcurso de la formacion de los cristales de aminoacidos. Los procesos de
nucleacion, el crecimiento de los cristales y principalmente el proceso de amplificacion quiral
muestran notorias coincidencias con los resultados experimentales realizados por otros autores
e indican que el modelo de red cuadrada potenciada con la dindmica de Monte Carlo puede ser
una guia importante para comprender profudamente el proceso de ampificacion quiral de ami-

noacidos.

El modelo de red cuadrada logré reproducir cualitativamente y cuantitativamente el fendmeno
de sobresaturacion, el cual surge del aumento de la concentracion total de aminoécidos y termina
en la formacion de cristales de los mismos. Las simulaciones que buscaban determinar el efec-
to de variar el exceso enantiomérico total en el exceso enantidmerico en solucién permitieron
reproducir cualitativamente y cuantitativamente los resultados experimentales de Klussmann y
colaboradores. Se ha determinado que el proceso de amplificaciéon quiral debe su origen a la
formacion de una fase superficial enantiopura recubriendo a una fase interior racémica. Las
temperaturas bajas favorecen la amplificacién quiral debido a que una aumento de temperatura
provoca una distorsion de la fase racémica. La constante que define la interaccion entre las mo-
leculas de igual quiralidad, Cy, tambien juega un rol preponderante. Al disminuir el valor de esta
constante, la constante que define la estabilidad de los clasteres racémicos, C;, tiene ahora una
influencia muy grande en la formacion de los cristales. Esta provoca que los cristales formados
sean en su mayoria racémicos. Esto ultimo provoca que cuaquier exceso enantiomérico del sis-
tema origine directamente un mayor enrriquecimiento en uno de los enantiomeros en solucidn,
es decir, una amplificacién quiral. Por el contrario, al aumentar C respecto a C, es posible for-
mar cristales racémicos distorsionados o cristales enantipuros que permitan un balance entre los

enantiomeros presentes, lo que provoca un menor exceso enantimérico en solucion.
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El aumento de la concentracion de aminodcidos en una mezcla racémica produce clusteres que
hemos identificado como clusteres de pre nucleacién estableces. Estos clusters de prenucleacion
tiene principalmente su origen en la energia de Gibbs favorable para la formacion de dimeros
que ocurre en los aminodcidos. Concluimos asi que el proceso de cristalizacion, que nuestro

modelo reproduce, es un proceso de cristalizacién no clésico.
Se ha determinado que la dependencia de la solubilidad respecto a la temperatura se ajusta mejor

a una curva de solubilidad de van’t Hoff que a una de Hildebrand. Esta depencia numérica da

un respaldo cuantitativo a nuestro estudio de red cuadrada con una dindmica de Monte Carlo.
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Anexos

La presente seccion de Anexos contiene los resultados computaciones para los casos estudiados.
Se muestran las redes cuadradas para cada caso donde los cuadrados amarillos y verdes corres-
ponden a los aminoacidos tipo L y D, respectivamente. El agua como solvente es representada

por los cuadrados azules.
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Red cuadrada mostrando la cristalizacién de aminoacidos en el sitema a T = 0.8 a medida que
aumenta la concentracion total de aminoacidos
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Red cuadrada mostrando la cristalizacién de aminoacidos en el sitema a T = 0.9 a medida que
aumenta la concentracion total de aminoacidos
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Red cuadrada mostrando la cristalizacién de aminoacidos en el sitema a T = 1.0 a medida que
aumenta la concentracion total de aminoacidos
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Red cuadrada mostrando la cristalizacién de aminoacidos en el sitema a T = 1.1 a medida que
aumenta la concentracion total de aminoacidos
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Red cuadrada mostrando la cristalizacién de aminoacidos en el sitema a T =1.2 a medida que
aumenta la concentracion total de aminoacidos
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Red cuadrada mostrando la cristalizacién de aminoacidos en el sitema a T = 1.3 a medida que
aumenta la concentracion total de aminoacidos

52



Red cuadrada mostrando la cristalizacién de aminoacidos en el sitema a T = 1.4 a medida que
aumenta la concentracion total de aminoacidos
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Red cuadrada mostrando la cristalizacién de aminoacidos en el sitema a T = 1.5 a medida que
aumenta la concentracion total de aminoacidos

54



Red cuadrada mostrando la cristalizacién de aminoacidos en el sitema a T = 1.6 a medida que
aumenta la concentracion total de aminoacidos
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Red cuadrada mostrando la cristalizacién de aminoacidos en el sitema a T = 1.7 a medida que
aumenta la concentracion total de aminoacidos
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Red cuadrada mostrando la cristalizacién de aminoacidos en el sitema a T = 1.8 a medida que
aumenta la concentracion total de aminoacidos
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Red cuadrada mostrando la cristalizacién de aminoacidos en el sitema a T = 1.9 a medida que
aumenta la concentracion total de aminoacidos
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Red cuadrada mostrando la cristalizacién de aminoacidos en el sitema a T = 1.1 a medida que
aumenta el exceso enantiomérico total de aminoacidos
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Red cuadrada mostrando la cristalizacién de aminoacidos en el sitema a T = 1.3 a medida que
aumenta el exceso enantiomérico total de aminoacidos
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Red cuadrada mostrando la cristalizacién de aminoacidos en el sitema a T = 1.5 a medida que
aumenta el exceso enantiomérico total de aminoacidos

61



Red cuadrada mostrando la cristalizacién de aminoacidos en el sitema a T = 1.7 a medida que
aumenta el exceso enantiomérico total de aminoacidos
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Red cuadrada mostrando la cristalizacion de aminoacidos en el sitema a T = 1.3 y constante C1
= 0 a medida que aumenta el exceso enantiomérico total de aminoacidos
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Red cuadrada mostrando la cristalizacion de aminoacidos en el sitema a T = 1.3 y constante C1
= 1.0 a medida que aumenta el exceso enantiomérico total de aminoacidos
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Red cuadrada mostrando la cristalizacion de aminoacidos en el sitema a T = 1.3 y constante C1
= 1.7 a medida que aumenta el exceso enantiomérico total de aminoacidos
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Red cuadrada mostrando la cristalizacion de aminoacidos en el sitema a T = 1.3 y constante C1
= 2.0 a medida que aumenta el exceso enantiomérico total de aminoacidos
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