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Resumen

Hoy en dia la explicacion del movimiento browniano se encuentra perfectamente asentada,
entendiéndolo como el movimiento aleatorio de particulas mesoscopicas que se encuentran
suspendidas en un fluido (gas o liquido) como consecuencia del choque de dichas particulas
contra las que conforman los fluidos. El estudio de este fenomeno ejercié una importante
influencia en el mundo de la fisica, sobre todo gracias a Albert Einstein, que lo emple6é como
método concluyente para la confirmacion de la teoria atdmica, usdndolo a su vez para explicar
ciertas propiedades del transporte de particulas en medios fluidos, entre ellas su difusion. De
esta manera, Einstein racionaliz6 la idea microscopica de coeficiente de difusion mediante la
conocida ley de Stokes-Einstein para particulas esféricas, proporcionando ademas una via para
la verificacion experimental, que fue llevada a cabo por Perrin. Mas alla de la forma esférica,
en este trabajo abordamos mediante simulaciones de dinamica molecular el proceso de
difusion para un modelo de bacterias no esféricas, como E.coli, que poseen una forma bacilar,
comparando nuestros resultados con los obtenidos para bacterias esféricas como S.aureus, con

el objetivo de estudiar la influencia de la forma en la difusion de las bacterias.

Palabras clave: Difusion, Movimiento browniano, Stokes-Einstein, Simulaciones computacionales, E.coli,

S.aureus.



Introduccion

Existen varias situaciones cotidianas en nuestro dia a dia en las que observamos un
fenomeno comun a nuestro parecer pero del que habitualmente no conocemos su base
cientifica. Por ejemplo, cuando vamos al cine, si observamos el haz de luz emitido por el
proyector cuando se apagan las luces de la sala, somos capaces de apreciar un gran numero de
diminutas particulas atravesando el haz siguiendo movimientos en todas direcciones de forma
completamente aleatoria. Este fenomeno también lo vemos en el humo que sale del cigarrillo
de un fumador, el cual observamos que asciende siguiendo direcciones aleatorias, pareciendo

incluso que siguen un movimiento de zigzag.
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Fig.1 Movimiento de varias particulas en direcciones aleatorias mientras se encuentran en un medio fluido

debido al choque de estas con las moléculas de dicho fluido. [1]

Hoy en dia sabemos que estos fendmenos (Fig.1) corresponden al movimiento
browniano, el cual entendemos como el movimiento aleatorio de las particulas mesoscopicas
que se encuentran suspendidas en un fluido (gas o liquido) como consecuencia del choque de

dichas particulas contra las que conforman los fluidos.[2]

Este fendémeno ha atraido nuestra atencion desde tiempos muy lejanos al actual, pues
ya en el ano 60 a.C encontramos una descripcion de éste en el poema cientifico Sobre la

naturaleza de las cosas, escrito por el romano Lucrecio:



“Observa lo que acontece cuando rayos de sol son admitidos dentro de un edificio y
cémo arroja la luz sobre los lugares oscuros. Puedes ver la multitud de pequeiias particulas
moviéndose en un sinnimero de caminos... su baile es un indicio de movimientos subyacentes
de materia escondidos de nuestra vista... eso origina el movimiento de los 4tomos en si mismos.
Entonces los pequefios organismos que son eliminados del impulso de los 4tomos son puestos
en marcha por golpes invisibles y a su vez en contra de unos diminutos cafiones. Asi, el
movimiento de los atomos emerge gradualmente de un nivel del sentido, que estos cuerpos

estan en movimiento como vemos en el rayo de sol, movidos por soplos que parecen

invisibles.”[3]

Ya en el siglo XVII, un comerciante de telas holandés llamado Antonie van
Leeuwenhoek, realizo unas increibles observaciones del mundo microbiano a través de una
lentes que ¢l mismo habia construido, hecho por el cual pasaria a ser considerado como el padre

de la microbiologia, ya que sento las bases del estudio del mundo microscépico[4].

No fue hasta 1827 que este fenomeno volvid a captar la atencion de un cientifico que
decidi6 estudiar las bases de este fenomeno. Este cientifico fue Robert Brown, un botanico
escocés que estaba estudiando microscopicamente particulas de polen de Clarkia pulchella [5].
A medida que estudiaba estas particulas en suspension se percatd de que estas seguian un

movimiento erratico a través del fluido:

“Mientras examinaba la forma de estas particulas inmersas en agua, observé varias de
ellas en un movimiento mas que evidente [...] Estos movimientos eran tales que después de
repetir frecuentemente la observaciones, estos no provienen de corrientes en el fluido, o de la

evaporacion gradual de este, sino que pertenecen a la particula como tal” [5]

Posteriormente a estas observaciones Brown se dispuso a investigar dicho movimiento
en otros materiales, tales como lava, obsidiana y otros materiales inorganicos, llegando a la
conclusion de que no solo ocurria en materiales “vivos” o procedentes de materia orgénica sino
que también ocurria en materiales “muertos” o inorgénicos[6]. Después de todo esto Brown
concluyd que la causa de este movimiento debia provenir de algin tipo de interaccion de las
particulas junto con las perturbaciones externas del medio sin llegar a especificar cudl podria

ser, revocando asi su teoria inicial de que el movimiento provenia de la vida del objeto [6].



Ya en 1887 L.Gouy comprobo experimentalmente que la velocidad de la particula en la
cual estaba observando el movimiento era inversamente proporcional a la viscosidad del medio,
por lo tanto el principio de equiparticion, que se suponia que era el aval fundamental de la

explicacion del movimiento discreto de particulas, no se cumplia. [7]

Juntando las conclusiones de Gouy junto con las de otros cientificos que también se

interesaron en este fendmeno se extrajeron los siguientes puntos principales [7]:

1. Se trata de un movimiento muy irregular, compuesto por traslaciones y rotaciones

cuyas trayectorias no parecen poseer tangente.

2. Dos particulas parecen seguir movimientos independientes ain cuando se

aproximan a una distancia cercana, sin llegar al contacto.

3. Cuanto menor sea el tamano de las particulas mayor sera el desplazamiento de estas

en un tiempo dado.

4. La densidad y composicion de las particulas no tienen efecto siempre y cuando no

alcancen valores muy elevados.

5. El movimiento es mas activo a medida que aumenta la temperatura.

6. El movimiento es mas activo cuando el fluido es menos viscoso.

7. El movimiento nunca se detiene mientras el sistema se mantenga en equilibrio.

No fue hasta 1905, que Albert Einstein consiguid resolver el conflicto que existia hasta la
fecha entre las altas velocidades de las particulas, calculadas segin el principio de
equiparticion, y sus modestos desplazamientos medios observados. Sin apelar al concepto de
velocidad, utiliz6 para describir este proceso mesoscopico, un modelo con difusion y friccion
de Stokes, sentando asi las bases tanto de la fisica atdbmico-molecular del siglo XX como de la

Matematica pura de los procesos estocasticos (procesos al azar) [7].



Asi pues los dos puntos principales en la solucion de Einstein fueron: 1) El movimiento
de los granos de polen estd provocado por el gran numero de impactos con las moléculas del
liquido en el que estan inmersos; 2) El movimiento de cada particula es tan complicado que
solo se puede describir probabilisticamente en términos de un gran numero de impactos
independientes.[7] Bajo estas hipotesis, cada particula realiza un movimiento
independientemente del movimiento de las demas particulas, siendo ademas independientes

dos movimientos de la misma particula en intervalos de tiempo diferentes.

Gracias a esto, Einstein pudo derivar la relacion fundamental entre una cantidad
macroscopica, es decir, el coeficiente de difusion (D), y una microscopica, el desplazamiento
cuadratico medio. Analizando el movimiento cuadratico medio de las particulas Brownianas,
esféricas en este caso, a lo largo de un periodo de tiempo consigui6 obtener una estimacion del
coeficiente de difusion, el cual expreso en funcion del nimero de Avogadro (Na) empleando

para ello la constante de los gases ideales (R), dando asi:

RT
6 N ,nR

ef (Ecuacién 1)

D =

Siendo: T = temperatura, 1 = viscosidad del fluido y Rer = radio efectivo de la particula

Debido a esto, se propuso el experimento del movimiento browniano como una manera de
medir el nimero de Avogadro. Este hecho fue comprobado en el afio 1906 por el fisico quimico
Jean Perrin, ganador de un premio nobel de fisica en el afio 1926 [8], a través de su trabajo
sobre el equilibrio de sedimentacion y la discontinuidad de materia. En su trabajo, basandose
en los célculos de Einstein, consiguidé medir de forma exacta el nimero de Avogadro, es decir,

el nimero de moléculas contenidas en un mol de gas en condiciones estandar. [§]

Para llevar a cabo su experimento, Perrin buscé un sistema fisico donde las particulas
tuvieran un tamafio lo suficientemente pequefio como para comportarse como un gas (debido
a su movimiento aleatorio) pero que a su vez fuese lo suficientemente grande como para ser

capaz de contarlas u observarlas. [7]



Las bases del movimiento Browniano han permitido el desarrollo de un importante campo
dentro de la Fisica Bioldgica centrada en el estudio tanto tedrico como experimental de la
Termodinamica de no equilibrio para pequefios sistemas bioldgicos, centrando sus esfuerzos
en estudiar las posibilidades de la vida y su plasmacion parcial en el funcionamiento de los

motores moleculares. [6]

Los motores moleculares en células vivas son un caso particular de motores brownianos
modificados, los cuales tienen la capacidad de transformar la energia quimica en trabajo
mecanico. [5] La teoria de motores moleculares busca la forma de explicar como es posible
transformar la energia liberada en diferentes reacciones quimicas independientes en energia
mecanica. A modo de ejemplo simple, se propone que los movimientos de fluctuacion de una
enzima motor se podrian describir por medio de un proceso de difusion en una superficie de
energia potencial de dos dimensiones, donde una dimension corresponde a la coordenada de la
reaccion quimica y, la otra, a la dimension espacial del motor. De modo que se produciria un
acoplamiento entre la quimica y el movimiento sobre la superficie, donde las velocidades del

motor y las fuerzas resultan de las corrientes de difusion sobre esa superficie.

Como ejemplos de motores moleculares encontramos los siguientes:

A. Motores lineales o lanzaderas: miosina, kinesina y dineina, las cuales participan en

el transporte de vacuolas y otros materiales.

B. Muelles y trinquetes: ADN polimerasa, ADN translocasas y ribosomas.

C. Rotatorios: ATP sintasa.

Los primeros incluyen pequeflas proteinas que emplean sofisticados mecanismos
intramoleculares de amplificacion para realizar desplazamientos nanométricos a lo largo de
soportes de naturaleza proteica. Sin embargo, aunque estas poseen estructuras similares,
sobretodo en la region que sirve de enlace al ATP, siguen comportamientos diferentes. Por
ejemplo la miosina se une a la actina formando un complejo, el cual se disocia a causa del ATP,

provocando asi un golpe de fuerza (impulso) que implica un giro de 70 grados enlazado con



un desplazamiento de hasta 36 nm. Mientras que se conoce que las kinesinas caminan mediante
saltos de 9 nm sobre la superficie de un microtubulo, empleando para ello un cambio
configuracional en el puente de las mismas, llegando a dar 1000 pasos por segundo antes de

que el ATP se desate, lo cual requiere de una fuerza enorme.

De entre todos ellos destacan los motores rotatorios y por ello son tan conocidos hoy
en dia, donde el motor FOF1 ATP sintasa se encarga de producir el movimiento de los flagelos
en las bacterias. Donde el complejo FO corresponde al motor impulsado por protones, mientras
que el complejo F1 estd conformado por tres dimeros, los cuales realizan tres giros de 120
grados para completar una rotacion, la cual hidroliza una molécula de ATP por cada giro
completado. En el primer giro se atrapa una molécula de ADP, en el segundo se sintetiza el ATP

y en el tercero se desprende.

Motor molecular en accién
movimiento de flagelos

-
Streptavidin

Fo F1 ATP sintasa

Fig.2 Imagen de una ATP sintasa rotando para sintetizar ATP. [9]

Por otro lado, también podemos observar la influencia de estos procesos de difusion en
los sistemas activos, cuyo rasgo distintivo, e incluso definitorio, en comparaciéon con los
sistemas mas conocidos que no estan en equilibrio, es el hecho de que el aporte de energia que
saca al sistema del equilibrio es local (a nivel de cada particula), en lugar de darse al nivel del
sistema global.[6] Cada particula activa consume y disipa energia a través de un ciclo que
estimula los cambios internos, que generalmente conducen al movimiento. Los sistemas
activos presentan una gran cantidad de propiedades interesantes asociadas al "no equilibrio"
tales como: estructuras emergentes con un comportamiento colectivo cualitativamente
diferente al de los componentes individuales, transiciones de orden y desorden que no estan en
equilibrio, grandes fluctuaciones estadisticas en el movimiento, propiedades mecénicas y
reologicas inusuales, formacion de patrones a escala mesoscépica, y propagacion de ondas y

oscilaciones capaces de sostenerse incluso en ausencia de inercia en sentido estricto [10].



Mientras tanto muchas de las propiedades macroscopicas de los sistemas activos son
universales, en el sentido de que distintos sistemas que operan a escalas de longitud muy
diferentes (con importantes diferencias en su dindmica detallada a nivel microscopico),

muestran propiedades muy similares [10].

Los sistemas vivos, por supuesto, proporcionan el ejemplo preeminente de la materia
activa, con propiedades extraordinarias como la reproduccion, la adaptacion, el movimiento
espontaneo y la organizacion dindmica, incluida la capacidad de generar y responder de forma
calibrada a las fuerzas. Una descripcion teodrica de las propiedades generales de la materia viva
aun no es posible en la actualidad debido a su complejidad, ya que el estado detallado de una
célula viene determinado por un nimero irremediablemente grande de variables. En un
organismo vivo dado hay como méximo 300 tipos de células diferentes, lo que puede parecer
un numero relativamente pequefio, pero el comportamiento de cada célula, sin embargo, se ve
afectado por un sinfin de sefiales y estimulos tanto internos como externos, lo que hace que el
espacio de parametros accesible sea inmenso. Tal vez, por tanto, principios globales como las
leyes de conservacion y las simetrias limitan los posibles comportamientos dindmicos de las
células o, de hecho, de los organismos y poblaciones, como las colecciones de bacterias (Fig.
3), los bancos de peces (Fig. 4) y las bandadas de p4jaros. La cuantificacion de la organizacion
y de los movimientos dinamicos espontaneos de los sistemas vivos seria el primer paso para
comprender de forma genérica algunos de estos principios, centrandose en cuestiones
especificas que son accesibles a la teoria [10]. En este sentido, en este trabajo adoptaremos un
punto de partida algo menos ambicioso pero esencial, centrandonos en la simulacion de la
difusion de particulas que pretenden mimetizar la forma no esférica de ciertas particulas

animadas.
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Fig.3 Turbulencia bacteriana en una gota sésil, vista desde abajo a través del fondo de una placa de Petri. La
gravedad es perpendicular al plano de la imagen, y la linea blanca horizontal cerca de la parte superior es la linea
de contacto aire-agua-plastico. La borrosidad central se debe al movimiento colectivo, que no se capta

completamente. La barra de escala representa 35 um. [11]

FIG. 4 Notable demostracion del orden polar en un banco de sardinas. Figura de Jon Bertsch, a partir de imagenes

submarinas del Mar de Cortés [12]
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Fundamentos
I. Fundamentos matematicos

Como se ha visto reflejado en la introduccion, primero abordaremos este tipo de
movimiento mediante el concepto de coeficiente de difusion. Tomaremos como base las

principales propiedades del movimiento browniano derivadas del trabajo de Einstein [7].

Vamos a suponer que todo ocurre en un espacio con tres dimensiones, y este espacio
estd lleno de particulas de un mismo elemento (véase figura 5), de igual tamafio y
caracteristicas, conociendo ademads con exactitud la posicion inicial (Xo, Yo y Zo cuando t = 0)
de cada una. Si observamos el sistema pasado un tiempo (1>0), observamos coémo cada una de
estas se encontrara en otro punto del espacio (Xt, Yt y Zt cuando t > 0) cuya direccion habra

sido tomada de una forma completamente aleatoria.

Fig.5 Ejemplo del movimiento de las particulas de un fluido en direcciones aleatorias dentro de un espacio de tres
dimensiones [13]

Por lo tanto el desplazamiento de cada una de estas particulas corresponderd a:

Ax = (Xt - Xo)
Ay = (Yt —=Yo) = Desplazamiento = 1[Ax*+ Ay* + Az*
Az = (Zt = Zo) = (Xt = Xop+(Yt =Yo)+(Zt - Zo)

(Ecuacion 2)
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Si tomamos una dimension del espacio arbitraria, como por ejemplo X, y realizamos
una grafica representando en el eje x los valores del desplazamiento de cada particula, y en el
eje y, el nimero de particulas que se han desplazado, obtendremos una grafica con forma
gaussiana (siempre y cuando usemos intervalos los suficientemente grandes). Esta forma

gaussiana es el primer gran resultado de Einstein. [14, 15, 16]

Fig.6 Grafica con forma gaussiana donde el eje X representa el desplazamiento total de cada particula desde su

origen y el eje Y la frecuencia de particulas con ese desplazamiento. Cada gaussiana representa un tiempo.

Si analizamos la gréfica (véase figura 6) podemos apreciar que a medida que tomamos
medidas a mayor tiempo, mas particulas se acercan a los extremos y el niimero de éstas en las
regiones centrales va disminuyendo. Es decir, que a medida que vaya pasando el tiempo la
altura de la gréfica serd menor y su anchura (desviacion tipica, ), por contra, ira en aumento.
Pero, ;Como crece esa anchura en el tiempo? De esta pregunta surge el segundo gran resultado

del trabajo de Einstein, segtn la cual:

o(f) xc~Nt = o) 1
(1) < ( (Ecuacién 3)

Siendo o° (t) la varianza de las particulas. Por lo tanto, la varianza (c?) sera proporcional

al tiempo. De esta manera, si tuviésemos:
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t = oft)
4 = 2o(r)

9t = 3a(r)

Lo que significa que el desplazamiento medio de las particulas es proporcional a la raiz
cuadrada del tiempo transcurrido. Para el caso de la varianza en varias dimensiones

obtendremos:

oi(r) = 2dDt

(Ecuacion 4)

Siendo “d” el valor de la dimension del espacio. Por lo tanto, segun la dimension en la

que estemos trabajando obtendremos una férmula para medir la varianza, siendo:

oi(r) = 2Dt (en 1 dimension)
ait) = 4 D¢ (en 2 dimensiones)
ait) = 6 D¢ (en 3 dimensiones)

Podemos sustituir la varianza (c?) por la media del desplazamiento (Ax) obteniendo de

esta forma la siguiente ecuacion:

o2 =< Ax? > = 2 Dt
(1)
<Ax24+ Ay?> = 4 Dt
<Ax2+ Ay24+Az2> =6Dt (Ecuacion 5)

Esta segunda igualdad fue la que empleo6 Perrin para calcular el coeficiente de difusion
de forma experimental [8]. Para ello midi6 el desplazamiento de un gran nimero de particulas
respecto a su punto de origen tras un cierto tiempo, todo ello en un espacio de dos dimensiones

(véase figura 6).
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Fig.6 Imagenes de la metodologia seguida por Perrin para el céalculo del coeficiente de difusion, a la izquierda
observamos los materiales que empled para la observacion del desplazamiento de las particulas en dos
dimensiones. A la derecha se observa una plantilla con la posicion final de cada una de las particulas respecto a

un punto de origen comun. [8]

De esta forma, Perrin obtuvo el coeficiente de difusion (D) de las particulas midiendo
realmente los desplazamientos en dos dimensiones de todas ellas tras un cierto tiempo, y
posteriormente empleando estos datos para despejar la ecuacion 1 (para dos dimensiones) de

la siguiente forma:

_ <AxAY
D=—

Al margen de obtener el coeficiente de difusion (D) haciendo este experimento donde
se miden todos los desplazamientos, Einstein en su trabajo [15,16] predijo la siguiente ecuacion
para particulas esféricas, donde empled la constante de Boltzmann (Kg) la cual es equivalente
a la constante de los gases ideales entre el numero de Avogadro (R/Na), obteniendo asi la

conocida relacion de Stokes-Einstein:

k. T
p=—2

6 7 n Ref

(Ecuacion 6)
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II. Ejemplo biologico

Para mostrar un ejemplo de este fundamento tedrico en sistemas bioldgicos, llevamos
a cabo un estudio simple cuantitativo del comportamiento esperado para la difusion de
eritrocitos en sangre. Puesto que los eritrocitos no son esferas, y por lo tanto no estan definidos
por un solo radio, para realizar los célculos hemos estimado un radio efectivo. Para calcular
este radio efectivo se realizé una buisqueda bibliografica sobre las dimensiones de un eritrocito
(asumiendo una forma de disco o cilindro de poca altura) que son de 3 pm de radio con una
altura de 1pm [17]. El radio efectivo de este se calculard imponeniendo que el volumen del

cilindro (disco) sea igual al de una esfera de radio efectivo R.r:

Veilindro = nR*h = ;7 Ref®

= Ref = 3 in h =1.9um

(Ecuacion?7)

Siendo:
h: la altura del eritrocito

R: el radio del eritrocito

Por lo tanto empleando este radio efectivo para calcular el coeficiente de difusion segun

la ley de Stokes-Einstein (ecuacion 6) obtendremos que:

ks = 1.38 * 10 2 J°K
Ky T T=311"°K (38 °C)

D =

N (sangre a 38°C) = 2.7 mPa*s [18]
6 71 Re
T f Ref=1.9*10°m=6 um

= D=0.044um?- s~

Una vez obtenido el coeficiente de difusion podemos aplicar la formula de la

distribucion gaussiana predicha por Einstein en una dimension [15,16]:

16



I
p( Ax,t) =

24/ Dt

A x?
-exp|l - —|,
4Dt

I arianza

Desviacion tipica : ©

2= 2D

2Dt

(Ecuacion 8)

Al aplicar tres tiempos diferentes para ver la evolucion de la grafica obtenemos que:

t=10s5s »o2

t=405s — 2

=905 -02 =

= 0.88um? - ¢ = 0.94 um
=4.-0.88um?—-06=2-0.94
9.0.8um?—-06=3-0.94

1.88 um
2.82 um

Si observamos estos datos en forma de grafica (véase figura 7) podremos ver la

manifestacion de las predicciones de Einstein, ya que a medida que aumenta tiempo el nimero

de particulas que difundiran una mayor distancia sera proporcional a la raiz cuadrada de este y

por lo tanto observaremos como se ensancha de la campana, por ejemplo, la campana verde (t

=40 s) posee una altura menor que la campana azul (t = 10 s), mientras que a un tiempo menor

los eritrocitos difundirdn una distancia menor desde su punto de origen y por lo tanto la altura

de la gréfica sera mayor contando a su vez con un nimero pequeiio de eritrocitos en posiciones

mas alejadas.

Difusién en una dimensién de eritrocitos en sangre

05 I T [T 1T T T
| — t=105;0=0.94 um T=311K=38C 1
— t=40s;0=1.88 um . . _

0.4 t=90's; 0 =282 um viscosidad = 2.7 mPas |
© R, . =19%9um
> efectivo
ks
Q — Stokes-Einstein —
203 J
= .
Q D =0.044 pm'/s
5021 .
=
Q
5} |
i

I 4/] \ 7

0 0 I | L

—10 8 -6 -4 -2 O 6 8

Desplazamiento X (ptm)

10

Fig.7 Representacion grafica de una simulacion de la difusion de eritrocitos en sangre, representando el eje X el
desplazamiento en um de los eritrocitos y el eje Y el porcentaje de eritrocitos que han difundido esa distancia.
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Cabe destacar que el coeficiente de difusion esperado para los eritrocitos segun la teoria
de Einstein, es bastante pequefio (0.044um?/s). Esto se debe a que como hemos visto en la
relacién de Stokes-Einstein (véase ecuacion 6), este coeficiente es dependiente tanto del
tamafio del objeto como de la viscosidad del medio, por lo tanto si observamos el radio efectivo
del eritrocito podemos apreciar que se trata de un nimero bastante elevado comparado con los
desplazamientos (1.9 um), difundiendo por tanto con cierta lentitud. De la misma manera, si
observamos la viscosidad de la sangre veremos como es casi tres veces superior a la viscosidad
del agua (2.7 mPa*s), influyendo de la misma manera en un proceso de difusion mas lento.
Esto confirma que los eritrocitos no son transportados en la sangre a todo el cuerpo solo gracias
a su difusion, requiriendo como sabemos de un sistema de transporte basado en gradientes de

presion, como es el sistema circulatorio.

Objetivos

Todos los objetivos de este trabajo se remiten a la difusion térmica (no activa) de sistemas de
interés bioldgico. Hemos considerado el caso no activo ante la imposibilidad de comparar
nuestros resultados con sistemas reales, debido a la situacion epidemioldgica originada por el
COVID-19, que nos ha impedido usar los laboratorios. Seglin esto, los objetivos han sido:

. Simular la difusion de bacterias con forma elongada para una temperatura y

viscosidad fijas a lo largo de un cierto tiempo, para asi estudiar la dinamica.

[l.  Obtener a través de los desplazamientos de las bacterias en la simulacion el

coeficiente de difusion de estas.

I1l.  Analizar el proceso de difusion para particulas no esféricas a distintas temperaturas y

viscosidades.
IV.  Comparar los resultados obtenidos de las simulaciones de bacterias elongadas con los

resultados obtenidos para simulaciones con bacterias esféricas, con el objetivo de

estudiar la validez de la relacion de Stokes-Einstein en particulas no esféricas.
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Materiales y Métodos

I. Simulaciones de particulas elongadas

Hemos utilizado simulaciones de dindmica molecular [19] en 3D para sistemas de
particulas elongadas (cilindricas) con las que pretendemos reproducir el ratio entre la longitud
y el grosor de las bacterias E.coli [20]. Para ello, cada "bacteria" esta formada por cuatro esferas
concatenadas de 0.5 um de diametro, resultando en una relacion entre grosor y longitud de 1 a

4 (0.5 pum de grosor por 2 pm de longitud).

Para mantener las cadenas de cuatro esferas unidas (sin ruptura) hemos utilizado una
interaccion atractiva de tipo FENE (Finitely Extensible Nonlinear Elastic) [21], mientras que
para evitar el solapamiento de unas esferas con otras, hemos utilizado una interaccion repulsiva
Weeks-Chandler-Andersen (WCA) [22], que asegura una baja penetrabilidad incluso a alta
temperatura. Mantenemos fija la temperatura del sistema mediante un termostato de Andersen
[23], para una temperatura efectiva que incluye el efecto de la viscosidad del solvente (en este

caso agua). Se han ejecutado y analizado simulaciones para cinco temperaturas diferentes: 10

°C, 20 °C, 30 °C, 40 °C y 50 °C.

En cada simulacion se han utilizado 12800 esferas que dan lugar a 3200 "bacterias". La
longitud del lado de la caja de simulacion hexagonal es de 440 pm, lo que da como resultado
una baja concentracion de bacterias, trabajando por tanto con un sistema diluido. Para simular
un sistema real de tamafio macroscopico, se ha considerado una caja hexagonal con

condiciones de contorno periddicas [19].

Todas las simulaciones reproducen la dindmica del sistema durante 80 s. Dicho tiempo
queda discretizado en 2x10° pasos de tiempo, donde cada paso se corresponde con 4x107 s, es
decir 40 ps. Para integrar las ecuaciones del movimiento (ecuaciones de Newton) en cada paso
de tiempo se ha utilizado un algoritmo de Verlet [19]. Para el paso de tiempo indicado, el
algoritmo no crea derivas en la energia del sistema, que se mantiene constante. El codigo ha
sido desarrollado integramente por Sandalo Roldan del departamento de fisica aplicada de la
UGR, a partir de un cédigo anterior [24]. Todos los resultados mostrados para cada temperatura

resultan del analisis de 3200 trayectorias.
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II. Simulaciones de particulas esféricas

Hemos utilizado simulaciones de dindmica molecular en 3D para sistemas de particulas
esféricas con las que pretendemos reproducir una colonia de cocos tomando un radio para cada

esfera de 0.6 um [25].

En el caso de las particulas esféricas utilizamos, para evitar el solapamiento entre
esferas, una interaccion repulsiva Weeks-Chandler-Andersen (WCA), que, como en el caso de
las particulas elongadas, asegura una baja penetrabilidad incluso a alta temperatura. De nuevo,
mantenemos fija la temperatura del sistema mediante un termostato de Andersen, para una
temperatura efectiva que incluye el efecto de la viscosidad del solvente (de nuevo agua). Se

han ejecutado y analizado simulaciones para cinco temperaturas diferentes: 10 °C, 20 °C, 30

°C, 40 °Cy 50 °C.

En cada simulacion se han utilizado 8000 esferas que representan a 8000 "cocos". La
longitud del lado de la caja de simulacion hexagonal es de 18.8 um, lo que da lugar a una
concentracion moderada. De nuevo, para simular un sistema real de tamafio macroscopico, se

ha considerado una caja hexagonal con condiciones de contorno periodicas.

Todas las simulaciones reproducen la dinamica del sistema durante 80 s, para un total
de 2x10° pasos de tiempo, donde (de nuevo) cada paso de tiempo se corresponde a 40 ps. Para
integrar las ecuaciones del movimiento utilizamos un algoritmo de Verlet. El cddigo ha sido
desarrollado integramente por Sandalo Roldan del departamento de fisica aplicada de la UGR,
a partir de un codigo anterior [24]. Todos los resultados mostrados para cada temperatura

resultan del analisis de 8000 trayectorias.

III. Analisis de datos, representacion grafica y visualizacion.

ITI.A Analisis de datos.

Todo el analisis de datos se ha llevado a cabo en una fase de post-proceso (tras la
simulacion). Para ello, durante el proceso de simulacion salvamos tipicamente varios
centenares de ficheros con la configuracion de las particulas en un tiempo determinado. Cada
fichero presenta tres columnas con las coordenadas cartesianas (x, y, z) de cada particula.

Sustrayendo dos ficheros a distintos tiempos obtenemos el desplazamiento de cada particula
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entre esos dos tiempos.

Con los desplazamientos construimos los histogramas de frecuencias relativas que se
muestran en los resultados. Para ello usamos el software libre Gnuplot [26]. Este software nos
permite ademds obtener la curva gaussiana que mejor se ajusta a cada histograma, teniendo

como Unico parametro de ajuste el coeficiente de difusion.

Una vez obtenidos los coeficientes de difusion para cada sistema y temperatura,
ajustamos la evolucion de estos coeficientes con la temperatura (ver resultados) mediante una
recta, con la que buscamos verificar la relacion de Stokes-Einstein. Obtenemos la pendiente de
dicha recta (inico parametro libre) de nuevo con Gnuplot, y a partir de ella el radio efectivo de
cada tipo de particulas (ver resultados para el coeficiente de difusion con la temperatura para

particulas elongadas y esféricas).

I[11.B Representacion grafica.

Las representaciones graficas para las frecuencias relativas y los coeficientes de
difusion en funcion de la temperatura se han construido usando el software libre XMGRACE

[27].

I11.C Visualizacion.

Para la visualizacién de las particulas presentadas en los resultados se ha usado el
software libre VMD (Visual Molecular Dynamics) [28]. VMD ha sido desarrollado, con apoyo
del NIH (National Institute of Health, USA), por el grupo de Biofisica Computacional y Teérica

del Instituto Beckman, Universidad de Illinois en Urbana-Champaigm.
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Resultados

I. Simulaciones con E.coli

Para la simulacién de una bacteria elongada se ha seleccionado como modelo a la
bacteria Escherichia coli, la bacteria anaerobia facultativa comensal mas abundante de la
microbiota gastrointestinal humana[29], siendo junto a otros microorganismos esencial para el
correcto funcionamiento del proceso digestivo, ademés de participar en la produccion de
vitamina B y K [30]. Otra de las caracteristicas por las que se ha seleccionado es que es un
organismo modelo ampliamente utilizado en el campo de la investigacion debido a su alta
velocidad de crecimiento, pocos requerimientos nutricionales y amplia bibliografia, haciendo
de ella una candidata espléndida para estudiar su difusion en un medio liquido mediante

simulacion.

Fig.8 Visualizacion de una colonia de E.coli simuladas, renderizado a través del software libre VMD (Visual
Molecular Dynamics) [28]

Para la primera simulacion se estudio la difusion de E.coli en agua a una temperatura
constante de 20 °C (293 K) a lo largo de un periodo de tiempo (9 s), por otro lado, para el
tamafio de la bacteria se estimd mediante busqueda bibliografica que las dimensiones de E.coli
para la simulacion serian de 2 pm de largo por 0.5 pm ancho (ver materiales y métodos) [20].

De los datos obtenidos se midi6 el desplazamiento de cada una de las bacterias desde su
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respectivo punto de origen a lo largo de cada uno de los tiempos indicados (1 s, 4 sy 9 s). De
la distribucion de desplazamientos obtenemos el coeficiente de difusion (D), mediante la
gaussiana que mas se acercara a los datos obtenidos empleando para ello la ecuacion 8. Este
ajuste se realizo mediante el software Gnuplot [26]. La representacion grafica del ajuste de

estos resultados se muestra en la figura 9.

Simulacién de la difusion de E. coli en agua
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Fig.9 Representacion grafica de los resultados obtenidos de la simulacion de la difusion de E.coli en agua a una
temperatura (20 °C) y viscosidad (1.0 mPa*s) constantes, donde el eje x representa el desplazamiento en pm de
cada E.coli desde su origen y el eje y representa el porcentaje de bacterias con dicho desplazamiento. Ademas a

la derecha se puede observar una imagen de las bacterias de la simulacion con su escala correspondiente.

Analizando la figura 9 observamos que el desplazamiento de las bacterias sigue un
crecimiento practicamente proporcional a la raiz cuadrada del tiempo (\/f), es decir, a los 4
segundos la varianza es casi el doble que el valor inicial tras 1 segundo y a los 9 segundos es
casi el triple. De estos resultados concluimos que el coeficiente de difusion se mantendra

practicamente constante en el tiempo, debido a que la variacion de este en el tiempo es minima.
Al comprobar que el coeficiente de difusion no sufre grandes variaciones a lo largo del
tiempo, es decir, se mantiene practicamente constante, se procedid a estudiar la difusion de

estas mismas bacterias pero a diferentes temperaturas para observar la influencia de esta en la
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difusion de las mismas. Nuevamente se realizé una simulacion midiendo el desplazamiento de
cada una de las bacterias desde su punto de origen habiendo transcurrido un segundo, pero
empleando tres temperaturas diferentes (10, 30 y 50 °C) para la medida de este valor. Los
resultados de esta simulacion se muestran en la figura 10, para la cual también se ajust6 la
gaussiana mas cercana a cada histograma (empleando para ello la ecuacion 8) a través del

software Gnuplot, obteniendo asi el coeficiente de difusion.

Simulacién de la difusién de E. coli en agua a distintas temperaturas
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Figura 10. Representacion grafica de los resultados obtenidos de la simulacion de la difusion de E.coli en agua
tras un segundo para temperatura diferentes (10, 30 y 50 °C). El eje x representa el desplazamiento en um de cada
E.coli desde su origen y el eje y representa el porcentaje de bacterias que realizaron dicho desplazamiento. Ademas
a la derecha se puede observar una imagen de las bacterias de la simulacion con su escala correspondiente.

Analizando la figura 10, observamos que cuanto menor es la temperatura, menor es el
coeficiente de difusion y por lo tanto menor es el desplazamiento que tendran las bacterias en
ese periodo de tiempo. Esto se observa con claridad en la figura 10 al comparar la campana
azul (menor temperatura en la simulacidon) con la campana roja (mayor temperatura en la
simulacion), siendo la azul de mayor altura en las regiones centrales y de menor altura en las
regiones mas distantes, lo que quiere decir que las bacterias de la simulacion a 50 °C han
recorrido una distancia mayor en promedio debido a su mayor coeficiente de difusion. Si

observamos la ley de Stokes-Einstein (véase ecuacién 6), podemos apreciar como la

24



temperatura se encuentra en el numerador, por lo que el crecimiento de dicho coeficiente estara
ligado (de forma proporcional) al aumento de la temperatura. Pero al mismo tiempo este
crecimiento no serd solo directamente proporcional a la temperatura sino que serd ademas
inversamente proporcional a la viscosidad (1), que se encuentra en el denominador de la
ecuacion, y que, a su vez, varia con la temperatura. De esta manera esperariamos un
crecimiento proporcional al cociente entre estas dos variables (T/nt). Partiendo de nuestras
simulaciones, en las que controlamos temperatura y viscosidad (ver materiales y métodos),
podemos verificar si las bacterias E.coli simuladas siguen la ley de Stokes-Einstein, que en
principio se aplica a esferas en su forma mas simple (ecuacién 6). Como se ha mencionado
anteriormente, E.coli tiene forma bacilar, por lo tanto empleando la simulacion obtendremos

un coeficiente de difusion, y con €l un radio efectivo.

II. Calculo del radio efectivo de E.coli

Empleamos Gnuplot (materiales y métodos) para ajustar la recta que mas se aproxima
a los resultados obtenidos para simulaciones a distintas temperaturas y viscosidades (véase
figura 10), y gracias a este ajuste despejamos el radio efectivo en la forma que muestra la figura

I1.

Crecimiento del coeficiente de difusion de E.coli en agua a distintas temperaturas
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Fig. 11 Representacion grafica del crecimiento del coeficiente de difusion en funcion de una temperatura relativa

(T/mr), donde el eje x representa la temperatura relativa (T/nr) y el eje y el coeficiente de difusion. En él se
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representan los datos obtenidos de la simulacion a diferentes temperaturas (10, 20, 30, 40 y 50 °C) y a partir de la

pendiente obtenida se indica el procedimiento seguido para la obtencion del radio efectivo de E.coli.

En primer lugar vemos que los bacilos verifican una relacion de Stokes-Einstein
efectiva (relacion lineal de D con la temperatura efectiva), dando lugar a un radio efectivo (Rer)
de 0.49 um, lo que implica que las E.coli simuladas "se comportan" como particulas esféricas

de 0.49 pm de radio.

III. Comparacién entre E.coli y S.aureus

Para comparar el célculo anterior (véase figura 11) con respecto a particulas esféricas,
se simul6 también la difusion de bacterias con forma de cocos, con el objetivo de contrastar los
resultados obtenidos hasta el momento para las bacterias con forma bacilar con otras bacterias
que poseen realmente una forma esférica. Para esta comparacion se tomd como referencia a la
bacteria Staphylococcus aureus, para la cual se estim6 mediante busqueda bibliografica un
radio de 0.6 pum [31]. Se trata de una bacteria descrita por primera vez en 1880 [31], siendo
ampliamente conocida en el mundo de la medicina por su conocida resistencia a la penicilina
y por su gran incidencia sobre los humanos, ya que hasta dos mil millones de personas han sido
colonizadas mundialmente por este microorganismo [32], lo que la convierte en una cepa muy

estudiada.

Fig. 12 Visualizacion de una colonia de las S.4ureus simuladas, renderizado a través del software libre VMD

(Visual Molecular Dynamics) [27]
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A través de la busqueda bibliografica [20], y de los resultados anteriores (véase figura
11), sabemos que E.coli posee un radio efectivo (0.49 um), que es bastante cercano al radio de
S.aureus (0.6 pm). Por lo tanto se procedidé a comparar la difusién de cada uno midiendo para
ello la distancia recorrida en simulacion por cada una de las particulas desde su punto de origen
a lo largo de 1 segundo a una temperatura constante de 30 °C (303 °K). Elaboramos asi el
histograma de desplazamientos correspondiente a cada bacteria, para posteriormente emplear
Gnuplot para ajustar la gaussiana que mas se acercara a los datos obtenidos, empleando para
ello la ecuacion 8, y obteniendo el coeficiente de difusion que mejor se ajustaba a esos datos

de simulacion. La representacion de los datos obtenidos se muestra en la figura 13.

Simulacién de la difusion de E. coli y coccus en aguaa T =30 C
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Fig. 13 Representacion grafica de los resultados obtenidos de la simulacion de la difusion de E.coli y S.aureus en
agua a 30 °C tras 1 segundo, empleando la ecuacion 3 para ajustar la gaussiana mas proxima a cada histograma.
El eje x representa el desplazamiento en pm de cada bacteria desde su origen y el eje y representa el porcentaje
de bacterias que realizaron ese desplazamiento. Ademas mostramos la desviacion tipica de los desplazamientos

de cada una, y las escalas de las bacterias simuladas.

Como podemos apreciar en la figura 13, la campana de gauss constituida por los
S.aureus es mas alta que la formada por E.coli, lo que quiere decir que el desplazamiento de
estas ha sido menor para el mismo tiempo y temperatura, esto también lo podemos observar en
que la desviacion tipica (véase figura 13) de cada uno es Geoccus = 0.96 um para S.aureus y Geoli

= 1.06 um para E.coli. Este resultado confirma que, como cabia esperar, E.coli ha tenido un
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desplazamiento mayor y por tanto un coeficiente de difusion mas elevado. Si volvemos a
revisar la ley de Stokes-Einstein (véase ecuacion 6) observaremos que el coeficiente de difusion
(D) es inversamente proporcional al radio de la particula, hecho que se cumple en los resultados

obtenidos.

Después de conocer el comportamiento de ambas bacterias para una misma temperatura
y tiempo, se procedid a estudiar la evolucion de la difusion de estas con la temperatura. Para
ello se siguid el mismo procedimiento que en la figura 11, es decir, a través de la ecuacion 2
obtenemos la pendiente de la grafica (kp/6nRer), empleando empleamos Gnuplot para ajustar
la recta que mejor se ajuste a los datos, podremos obtener de la recta generada la informacion
necesaria para despejar el radio efectivo (Ref), obteniendo asi los resultados reflejados en la

figura 14.

Comparacion del crecimiento del coeficiente de difusion de E.coli con S.aureus en agua a

distintas temperaturas
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Fig. 14 Comparacion grafica del crecimiento del coeficiente de difusion para E.coli y S.aureus en funcion de la
temperatura relativa (T/nr), donde el eje x representa la temperatura relativa (T/nr) y el eje y el coeficiente de
difusion. En él se representan los datos obtenidos de la simulacion a diferentes temperaturas (10, 20, 30, 40 y 50
°C) y a partir de la pendiente obtenida se indica el procedimiento seguido para la obtencion del radio efectivo de
E.coliy S.aureus.

Si analizamos la figura 14, observaremos que ambas simulaciones cumplen las
caracteristicas predichas por la ley de Stokes-Einstein (véase ecuacion 6), ya que ambas

bacterias a una mayor temperatura presentan una mayor difusion, y por tanto las distancias
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recorridas por cada una de estas serd mayor en promedio. Las E.coli, pese a tener un tamaiio
aparentemente mayor debido a su configuracion alargada, presentan un radio efectivo de 0.49
um, y por lo tanto se comportan como particulas esféricas de 0.49 um de radio. Esto les permite
difundir con mayor rapidez que las S.aureus, que poseen forma esférica pero con un radio
mayor (0.6 um). Por lo tanto, al tratarse de esferas de mayor tamafio, su difusion es mas lenta
(distancia media recorrida menor), tal como queda perfectamente reflejado tanto en la figura

13 como en la figura 14.

IV. Calculo cuantitativo

Por 1ultimo, para racionalizar los datos obtenidos mediante simulacion, se procedio a
realizar un cdlculo cuantitativo para determinar qué radio efectivo cabria esperar para una
particula cilindrica de 2 um de largo y 0.5 um de ancho (al igual que las E.coli simuladas),
comprobando si dicho radio se asemeja al obtenido mediante simulacion (figura 11). Para ello

imponemos que el volumen del cilindro sea igual al de una esfera efectiva:

cilindro = Superf icie de la base - altura

= 7-R2-h = - (0.25 um) 2- 2 um
(Qué radio deberia tener una esfera para tener el mismo volumen que el cilindro?

cilindro ~ Vesf era

n-(0.25)2-2 = iJz-R 3
. ; of

3
>R _ =3 2-0.252-2

= R , =0.45um

De este calculo obtenemos que una forma cilindrica de estas caracteristicas (2 pm de
largo y 0.5 um de ancho) tiene un radio efectivo de 0.45 um, un resultado muy cercano a los
datos obtenidos de las simulaciones (0.49 um).
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V. Comprobacion con valores experimentales y perspectivas

Debido a la imposibilidad de contrastar estos resultados con experimentos a causa de
la situacion epidemioldgica originada por el COVID-19, se decidi6 contrastar los resultados
obtenidos con la bibliografia existente [33,34]. En dichos trabajos se realizan experimentos con
E.coli inertes (sin aporte de energia interna metabdlica y sin flagelos) en agua a 20 °C,
obteniendo como resultado un coeficiente de difusién en torno a 0.3 um?/s. Si contrastamos
estos resultados con nuestros datos obtenidos para la misma temperatura en nuestras
simulaciones, observamos un coeficiente en torno a 0.4 pm?/s (véase figura 14), es decir, un
valor que, sin ser altamente preciso, si es proximo al real. Esto significa que el radio efectivo
real de las E.coli en agua en el experimento estaria en torno a 0.65 pum frente a los 0.49 um que
obtenemos en simulacion, es decir, un error relativo en torno al 25%. Aunque los resultados de
la simulacion son mas que aceptables, una causa plausible para explicar la discrepancia entre
simulacion y experimento, se podria deber al hecho de que las cadenas en la simulacion tienen
mucha flexibilidad (las cuatro esferas que las forman son muy mdviles), mientras que una

E.coli real es mucho mas rigida.

Finalmente, tras contrastar (de manera satisfactoria) simulacién y experimento,
mencionamos dos perspectivas futuras a corto plazo a modo de continuacion obvia de este
trabajo. Por una parte, la imposicion (ya mencionada) de una flexibilidad para nuestras cadenas
E coli simuladas que sea mas realista. Por otra parte, el afiadido de un ruido no térmico en
nuestras simulaciones con el que reproducir la dindmica de bacterias activas, es decir, de

bacterias que utilizan la energia metabodlica para conducir su movimiento.
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Conclusiones

Hemos simulado una colonia compuesta por mas de 3000 bacterias elongadas (E.coli)
obteniendo, en primer lugar, el coeficiente de difusion para una temperatura y viscosidad
constantes. Gracias a estos resultados de simulacion se ha mostrado que el coeficiente de
difusion sufre una variacion minima a lo largo del tiempo. Una vez demostrado que el tiempo
tiene una influencia despreciable en el célculo del coeficiente de difusion, se procedio a calcular
el radio efectivo de las bacterias E.coli. Para ello hemos llevado a cabo un estudio de simulacion
para distintas temperaturas y viscosidades, comprobando que la difusion de bacterias elongadas
puede ser entendida también mediante la relacion de Stokes-Einstein, obteniendo un radio
efectivo de 0.49 um (un valor no lejano al de una esfera cuyo volumen fuese el de un cilindro

con las dimensiones de las E coli).

Una vez demostrado que una bacteria elongada sigue la ley de Stokes-Einstein para
particulas esféricas se procedio a comparar la difusion de éstas con respecto a una simulacion
de bacterias esféricas (S.aureus), demostrando una vez mas que las E.coli, al poseer un radio
efectivo (0.49 um) menor que el radio de S.aureus (0.6 um), difunden una mayor distancia pese

a tener un tamafio aparentemente superior.

Por ultimo, hemos comprobado que los resultados obtenidos mediante simulaciones se
asemejan a los valores obtenidos experimentalmente para el coeficiente de difusion de bacterias
E coli no flageladas. En estos experimentos se obtienen coeficientes en torno a 0.3 um?/s,
frente a los 0.4 um?/s obtenidos en las simulaciones. Esto supondria que el radio real de las
E.coli en los experimentos se encuentra en torno a los 0.65 pum frente a los 0.49 um, dando
lugar a una moderada discrepancia que podria deberse a la gran flexibilidad de las cadenas
empleadas en la simulacion, que contrasta con la rigidez real de E.coli. Una investigacion
sistematica futura apuntaria a paliar el efecto de la flexibilidad de las cadenas en simulacion y
a afiadir la energia interna (hidrolisis del ATP) para abordar el problema del transporte activo

de bacterias E.coli vivas.
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