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XIII CALCULOS Y DISCUSION
XIII.1. Iptroducecidn.

En 1la busqueda de la interpretacién de la inversién del
signo de 1la birrefringancia eléctrica de soluciones de ADN
sonicado, descripta en la INTRODUCCION, comenzamos este
trabajo analizando la teoria de 1la birrefringencia eléctrica
de soluciones diluidas (secciones 1.1 hasta I.6). La teoria
de HOLCOMB y TINOCO <®> desarrolada en las secciones I.1 a
1.4 muestran que eligiendo adecuadamente 1las parédmetros
eléctricos y odpticos de 1las moléculas se pueden obtener
curvas de birrefringencia eléctrica vs el campo eléctrico
que muestran una inversién en su signo (Figura 1.8, seccién
1.6.1).

Los curvas de la birrefringencia eléctrica en funcién del
tiempo, despues de suprimir el campo eléctrico, de
soluciones de ADN sonicado tienen un comportamiento no
exponencial e incluso presentan una inversion de signo para
campos eléctricos pequefios (Figs. 2 y 3 de la INTRODUCCION).

H. ASAI y N. WATANABE <©> al interpretar los transitorios
que ocurren en soluciones de VMT (Fig. 8 de 1la INTRODUCCION)
similares a los que ocurren en soluciones de ADN, afirman
que la teoria de la birrefringencia dinédmica para soluciones
diluidas vy monodisperasas predice que la curva de
decaimiento despues de suprimir el campo eléctrico debe ser
exponencial. Pero 1la teoria a la que se refieren dichos
autores es la desarrollada para particulas con simetria
cilindrica para sus propiedades hidrodindmicas, eléctricas y
6pticas <¢18>, Nosotros en la seccidén I1.6.1 completamos la
teoria de DON RIDGEWAY <18> con el fin de calcular %el
decaimiento de la birrefringencia eléctrica de moléculas que
posean caracteristicas fisicas representables por el modelo
de HOLCOMB y TINOCO <®>, E1 resultado de este célculo
muestra que, si la polarizabilidad 6ptica de las moléculas

no posee simetria cilindrica, cuando existe una inversién
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del signo de la birrefringencia eléctrica en el estado
estacionario al aumentar el campo eléctrico, tambien se
observan una inversién de signo en los transitorios de 1la
birrefringencia que siguen a la supresién de dicho campo
(Fig. 1.9). Las formas de los transitorios (al suprimir el
campo) de 1la birrefringencia eléctrica mostradas en 1las
Figs.3(a-f) vy 8 de la INTRODUCCION para el ADN y VMT (cldse
comun) respectivamente pueden explicarse mediante esta
teoria del decaimiento de 1la birrefringencia eléctrica,
elegiendo adecuadamente 1las propiedades eléctricas, o6pticas
e hidrodindmicas de las moléculas. Sin embargo se hace
dificil emplear esta teoria para explicar todas 1las
caracteristicas de 1la birrefringencia eléctrica del ADN
sonicado. Uno de los motivos fundamentales es la gran depen-
dencia de 1la magnitud de la birrefringencia eléctrica posi-
tiva (andémala) con la concentracidén de las soluciones de ADN
sonicado que revela que se estd ante un sistema con
particulas interactuantes.

Como se dijo en la INTRODUCCION de este trabajo, en 1la
ref.(8) se establece que la explicacién mas probable de las
caracteristicas particulares de la birrefringencia eléctrica
del ADN sonicado, es la que invoca la existencia de agrega-
dos de estas moléculas.

La turbiedad apreciable de las soluciones de ADN sonicado vy
la desaparicién de la birrefringencia positiva cuando estas
se filtran previamente en gel de agarosa, son experiencias
que refuerzan esta idea (seccidnes XI1.10 y XII.5).

En esta Parte se analizan primero las caracteristicas
electrodpticas del macroion ADN sonicado empleando los re-
sultados experimentales descriptos en la Parte Tercera.

Se calcula 1la energia de interaccién entre dos macroiones
con las caracteristicas del ADN sonicado y se prueba la fac-
tibilidad de formacion de agregados de los mismos.

Posteriormente se propone un modelo de agregado de ma-
croiones cilindricos y se realizan los cdlculos necesarios
para establecer la siguienpe caracteristica del mismo:

-Su tamafo.
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-Las polarizabilidades eléctrica y 6ptica.
-E1l tiempo de relajacién de un momento dipolar inducido
lento.
Luego se efectia el ajuste entre los parémetos experimen-
tales vy los calculados mediante ese modelo.

XIII.2. Caracteristicas del macroion ADN_sonicado

XII1.2.1. Determinacién_de la_longitud del macroion

El tiempo de relajacién medio para el ADN soni-
cado, determinado en 1la forma descripta en la seccidén I1X.4,
es de 13,2);3 para el rango de concentracién 18,4 mg/d1-55,5
mg/dl y medido con un campo eléctrico de 14 KV/cm (seccidn
XI11.7).

Suponiendo que el ADN tiene la forma de un elipsoide de
revolucién prolado, su tiempo de relajacién esta dado por 1la
ecuacion (I.80) y vale Ti = 1/(6011). Empleando la ecuacién
(I.62) se expresa el término Cii del tensor de fricecién ro-
tacional (correspondiente al giro entorno al eje 1, perpen-
dicular al de simetria del esferoide) en funcién del tieﬁpo
de relajacién de la siguiente manera:

Cii = BKTT1 = 3,203 x 10-1® gcm2/s (XIII.1)

Para que el término Cii tome este valor, un esferoide
prolado con semiejes ai=az2=6 R, adecuado para el ADN, debe
tener una longitud 2as = 1130 & de acuerdo con las ex-
presiones 1.54 y 1.56 para los términos Cis.

XIII1.2.2 Determinacidén de la anisotropis de la polarizabili-
dad_optica del ADN sonicado

La ecuacién V.5 relaciona a la anisotropia de la polari-
zabilidad 6ptica (ol®ma- o°11) con birrefringencia eléctrica
de saturacién Ana
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Ane = (2wc1/n)(CCaz-No131) (V.5)

donde n es el indice de refraccién de la solucién sin orien-
tacién preferencial de sus moléculas (aproximadamente el in-
dice de refraccién del agua para soluciones diluidas) Yy c1

es el nuimero de macroiones por cm® que se relacions con la
concentracion c, expresado en mg/dl, de la siguiente manera

ci1 = Na.c.10-5/(PM) (X111.2)
aqui (PM) es el peso molecular expresado en Dalton que en

funcién de 1a longitud L (A) de la macromolécula vale 180L
(ver seccién II).

Ademds de 1la Fig. XI1.8 se obtiene
Anes = -5,8.10-7.¢c (para ¢ pequefia) (XII1.3)

Las tres expresiones (V.5), (XIII.2) y (XIII.3) permiten
calcular

(X°33-U°11) = -4,146x10-21 cm3 (L=1130 K) (X1I11.4)

XII1.2.3. Determinacion de los. . términos Xei1 y &eaa _del
tensor de polarizabilidad optica

De 1a Fig. XII.18 correspondiente a las experiencias de
refractometria diferencial se obtiene para el incremento de
indices de refraccién Sn=n-ni el siguiente valor

%n = 3,0x10-8 ¢ (XIII.5)

con ¢ medido en mg/dl.

Ademéds en la ecuacidén V.8 de la Parte Primera se vig la

relacién entre &n y los términos o33 y N°11

®n = (2Me1/n1)[(Keas+2011)/3] (V.8)
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Empleando 1las expresiones (XIII.5), (V.8) y (XIII.4) se
obtienen los siguientes valores para los términos principa-
les del tensor polarizabilidad o6ptica

™oy 2,283 x 10-20 cn3

ey 1,8685 x 10-20 ¢n3? (longitud L=1130 K) (X111.6)
[

XII11.2.4 Anisotropia de la polarizabilidad eléctrica del ADN
sonicado-Determinacion_experimental

La Fig. XI1.14 a se emplea para obtener la constante de
Kerr, Erer», de una solucién de ADN sonicado
“"cromatografiado”, con wuna concentracién de 38 mg/dl, en la
que se verifica la ley de Kerr.

An = Krerr E2 (I1.25)
El valor de la constante resulta:

Krkerr = 0,529 x 10-7 (stat volt/cm)-2 (XI11.7)

Ademas las ecuaciones (1.39) y (1.35) permiten escribir a
constante de Kerr en funcién de Ane y (O(Baz-0F11)

Krerr = Ana(0EBaa-o%11)/(15KT) (X111.8)
Reemplazando en 1la ecuacién (XII11.8) la expresidn (XIII.3)
para Ane con ¢=38 mg/dl y el valor de Kkerr dado en la
ecuacion (XIII1.7) se encuentra

(XB33-0B11) = 1,455 x 10-18 cp® (XI111.9)

XI11.2.5. CAlculo del nimero de contraiones ligados. Ne

Se emplea el modelo de dos fases para determinar la dis-
tribucién de contraiones en un macroion cilindrico (seccién
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III.5). Se aplica el método de iteraciones a la ec. (I111.34)
para obtener el grado de disociacién g:%N—NB)/N. Con ese
fin se dispone (III1.34) de la siguiente manera:

sf={1/[an(1/f)]}{ln[(1-§)/(§+j/f)]—1n[f/(l—f)]} (XI1I.10)

donde Q es el parametro ya definido en 1la seccién 1I11.4.
Q = [e2/(E1KT)I(N/L) (XIII.11)
La densidad lineal numérica de cargas fijas del ADN se toma
N/L = 1/(1,7x10-8) (ver seccién II)
J/f=co/(Nec1) f= b2/R=2 (XIII.12)

con co=Nace/1000 (Na: numero de Avogadro)

c1 es el nimero de macroiones por cm? (ec. XIII.2).

El valor del radio R del wolumen libre cilindrico se encuen-
tra empleando la relacidn

x

TR2 L = 1/c1 (I111.17)

b se toma igual a 17 ﬁ, dado que MANNING G. S$.<¢40) predice
que los contraiones ligados ocupan una regién que se ex-
tiende radialmente de la superficie de 1la molécula de ADN
(radio 10 R) una distancia de 7 X.

Los valores de los otros pardmetros del sistema son los
siguientes:
-longitud molecular, L=1130 3
-temperatura del sistema, T=293 ©K
-concentracién de NaCl, ca=1 mM
-concentracién de ADN, c¢=38 mg/dl

Se encuentran los siguientes valores para el nimero de
cargas fijas N, el nimero de contraiones ligados Nm y el
grado de disociacion
N=662, Np=508 y §=0,23.
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Con este valor de Nm la densidad lineal de carga ligada
resulta:

eYp = (Ne/L)e = 0,0216 esu/cm (XI11.13)

XII1.2.6. CAlculo. . de la _anisotropia.de . la_polarizabilidad
eléctrica del ADN_sonicado

Se emplea la ecuacién IV.20 obtenida por Oosawa

x =[e2L2Ns/(12KT)]1{1+[2Nee2/(E1KTL)]1In(R/b)}~1 (1v.20)
con el valor de Nr calculado en la seccidén XII1.2.5. Se en-
cuentra el siguiente valor de la anisotropia de la polariza-
bilidad eléctrica del ADN sonicado

( o Baa- XE331) = 1,36 x 10-15 cm® (XI11.14)

XI11.2.7. Calcenlo. de la_densidad _lineal de carga eguivalente

Se calecula la densidad lineal de carga equivalente, eVe,
donde e es la carga del electrony Ve es 1la densidad
numérica lineal de carga equivalente (ec. 111.28),

correspondiente a un macroion de ADN en una solucidén de NaCl
imM definida con la ecuacién (III1.28)

Ve = {E1KT/[2e2¥(%X0,Ve)]}[yo/Ko(%o)] (I11.28)
Se encuentra primero yo<PH> mediante la ecuacién (III.25)
con N/L = 1/¢(1,78) , X= 1038763 cm-! (correspondiente a una
concentracion de NaCl ImM y T=293 ¢K) y xo = Xa = 0,1246 =
1/8, resultando

Yo(PH> = 18,94 (XIII.15)

Se calcula luego yo empleando la ecuacién (I111.28) y 1la

tabla I de la referencia (27) para extraer el factor de co-
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rreccioén @KXQ,yo). Se obtienen los valores siguientes
@(xo,yo) = 2,38 vo = 7,92 (XII1.16)

Con este valor de yo se encuentra el factor de correccidn
de la férmula (III.28) mediante la tabla III de 1a referen-
cia (37) que resulta ¥(Xo,vo) = 1,49. El valor de eVe es el
siguiente:

eYe = -8,100 x 10-3 esu/cm (XI11.17)

XIII.3. Energia.de interaccion_entre dos macroiones en una
solucidn.de electrolito simple

XIII.3.1. Introduccion

Analizamos aqui el balance entre las energias repulsiva y
atractivas entre dos macroiones tipo varilla en una solucién
de electrolito. La energia repulsiva es la correspondiente a
la interaccién entre grupos cargados de 1los macroiones,
apantallada por 1la atmésfera ionica del sistema, y las
energias atractivas son la de van der Waals y la debida a la
correlacion de las fluctuaciones de cargas de ambos
macroiones.

En la seccién VI describimos algunos tratamientos, reali-
zados por otros autores, referidos a 1a interaccién entre
coloides o macroiones. Elegimos en especial aquellos coloi-
des tipo placa o tipo varilla debido a que, como se explicéd
en la INTRODUCCION de este trabajo, son la clase de particu-
las que presentan una inversién en el signo de su birrefrin-
gencia eléctrica. El andlisis de VERWEY y OVERBEEK <35> so-
bre coloides tipo placa considera la energia de repulsién
electrostdtica, con el apantallamiento de los pequefios iones
del electrolito presente, y la energia atractiva de van der
Waals. Suponen que el espesor de las placas es mucho mayor
que la distancia que las separa. En estas condiciones se ob-
serva que para que exista un minimo (del orden de algunas
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unidades de KT) en 1la curva de la energia potencial total
(Vr+Va) vs. distancia la densidad superficial de carga debe
ser pequefia o la concentracién del electrolito grande
(>0.01M). El1 andlisis realizado por ELLIOTT <50> de la ener-
gia potencial total de 1la interaccién de cilindros se basa
en el trabajo de VERWEY y OVERBEEK <35> y presenta por lo
tanto las mismas limitaciones respecto de 1a densidad de
carga y la fuerza ionica del medio electolitico circundante.

Estas caracteristicas experimentales hacen que los
trabajos mencionados resulten inadecuados para explicar la
formacidon de agregados en soluciones coloidales como las
presentadas en la INTRODUCCION (bentonita <7>, TMV <8>, ADN
(8>) y consecuentemante la inversién del signo de la
birrefringencia eléctrica observadas en las mismas. Todos
esos sistemas estan compuestos por particulas con alta
densidad de carga en soluciones de electrolito de baja
concentracion (ce=1mM). En esas condiciones se hace
imposible explicar 1la existencia de energias de interacciédn
negativas, necesarias para la formacidon de agregados entre
las moléculas, con la udnica consideracién de fuerzas
repulsivas entre cargas (con apantallamiento ionico) vy
atractivas de van der Waals. .

Tenemos evidencias experimentsles que indican que el vo-
lumen excluido de los macroiones de ADN es el correspon-
diente a cilindros de 133 K de radio cuando la concentracién
de NaCl presente es de 1mM. Esto surge de las experiencias
de sedimentacién descriptas en 1la seccién XII.10. Los ma-
croiones de ADN se acumulan en el fondo de la celda de ul-
tracentrifuga despues de la sedimentacién completa produ-
ciendo una capa con una concentracién promedio de 535 mg/dl.
Este valor de concentracidén corresponde a cilindros duros de
133 A de radio como se obtiene empleando las ecuaciones
(I11.17) v (XI11.2). A estas distancias 1la energia de
interaccién de van der Waals para las moléculas cilindricas
de ADN de 10 & de radio, ec.(VI.30), se hace desprecisable
frente a la energia de interaccién coulombiana de los
cilindros en solucién con un electrolito, ec. (VI.18).
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Como se vié en la seccién VI.4 la energia de interaccién
electrostdtica de dos varillas cargadas paralelas (de longi-
tud infinita y radio a) en un medio ionico y separados una
distancia X, se calcula como el producto de la carga lineal
equivalente (ec. III1.28) de una de ellas por el potencial
que sobre 1la misma ejerce la otra varills (ec.111.29). La
densidad de carga equivalente se define de manera que la
curva potencial-distancia de cada varilla no perturbada
coincida en 1la regién de potenciales pequefios con la solu-
cibén de la ecuacién de Poisson-Boltzmann linealizada.

Para el cédlculo posterior de la energia de interaccién
entre macroiones lineales conviene agregar que el potencial
eléctrico que se obtiene mediante 1a ecuacidén de Poisson-
Boltzmann linealizadaa coincide con el calculado mediante la
superposicién de 1los potenciales coulombianos apantallados
(Debye-Hickel) de segmentos infinitesimales de longitud dx,
esto es

(o4
P(r) = (eYe/Ex) | {exp[- (X2+x2)1/2]/(X2+x2)1/2}dx =
-00
= (2eVe/E1)Ko(Kr) (X111.18)

Si. la varilla no es infinita con este Wdltimo método el
cédculo numérico es facilmente aplicable por la posibilidad
de integrar sobre la extensién finita de la varilla.

Un tratamiento alternativo de la interaccion eléctrica
entre los macroiones, deséripto en la seccién 111.4, es el
que considera el fendmeno de condensacién de contraiones
sobre los mismos<®8 v 40>, Los contraiones forman una fase
ligada a cada macroion que neutraliza parcialmente a los
grupos cargados, produciendo cadenas cuyas interacciones con
los pequefios iones pueden tratarse mediante la aproximacién
de Debye-Htickel (ecuacién de Poisson~Boltzmann linealizada).
La distribucién entre iones 1ligados al macroion y iones
libres al mismo se puede determinar aproximadamente con el
modelo de dos fases descripto en la seccién III.5.

s

Para calcular 1la energia de interaccién entre dos
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macroiones suponemos que los grupos cargados de cada
macroion mas los iones ligados (condensados) estan sobre una
linea con una densidad lineal de carga residual Y* =V- Va.
La energia de interaccién entre dos varillas paralelas
separadas por una distancia X y con densidades de carga evY*
se calcula tambien mediante el producto del potencial eléc-
trico de una de ellas sobre la otra multiplicada por la den-
sidad lineal de carga de esta idltima.

Como se observa comparando los resultados de las
seccidnes XI111.2.5 y XI111.2.7, las densidades de carga e¥* y
e Ye son aproximadamente iguales sobre todo Eara
concentraciones de electrolito pequefas ( Y*-Vao/Ye=0,2). Es-

ta observaciodn permite considerar a 1los dos métodos
descriptos arriba para calcular la energia de interaccidén de
macroiones como equivalentes. Hay que destacar que las
aproximaciones para calcular la energia de interaccién entre
macroiones descriptas arriba tienen validez si la distancia
entre las superficies mas préxima de los macroiones es mayor
que la longitud de Debye del medio, 1/K <¢52>, Ademéas esos
tratamientos son aplicables a 1los casos donde intervienen
cargas estacionarias con la atmdésfera de iones circundantes
en equilibrio. Sin embargo los macroiones presentan
fluctuaciones de cargas originadas por la fluctuaciones tér-
micas de 1la concentracidon de contraiones ligados, o por las
fluctuaciones en nuimero y configuracién de contraiones
ligados a 1los grupos cargados de las macromoléculas. Cuando
dos macroiones se aproximan se produce una correlacidén entre
sus fluctuaciones de cargas que origina una fuerza
atactiva<53>.(54),

En 1la seccién VI.B8. describimos el trabajo de F. OOSAWA
(83> que calcula la energia de interaccién debida a la
correlaciéon de 1a fluctuacidén de concentracién de contraio-
nes ligados en dos macroiones tipo varilla paralelos. Si se
compara la energia atractiva (F’) obtenida por OOSAWA, dada
por la ec. (VI.40), con la energia repulsiva (W(X)) entre
las mismos macroiones segun la relacién (VI.18) de BRENNER Y
PARSEGIAN ¢51> gse observa que la primera es despreciable
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frente a la segunda.

Un andlisis del calculo realizado por OOSAWA ¢53> de 1la
energia atractiva de dos macroiones tipo varilla revels que
su fundamento es esencialmente el mismo que el de un trabajo
anterior de KIRKWOOD y SHUMAKER <54> en el cudl calculan la
energia de interaccién eléctrica entre dos proteinas, en su
punto isoionico, debida a 1la correlacidn de la fluctuacién
de 1la carga de sus grupos bésicos. La expresioén para 1la
energia WC(11>(R) de KIRKWOOD y SHUMAKER dada en las ecs.
(VI.37) es equivalente a la integral sobre las dos varillas
de la ec (VI.39) de OOSAWA. Lamentablemente la expresion
para la energia W(R)=Wi11(R) es védlidas para particulas sin
carga neta, como ocurre con las proteinas en su punto
isoidénico pero no para macroiones que, a pesar de tener
contraiones condensados,b poseen una carga residual
apreciable (ver secciones I11.4 y III1.5). Esto hace que los
términos WC(1DX(R) y WCO1>(R), ecs. (VI.37), de la energis
W(R), ec.(VI.36), no se anulen y representan una
contribucién importante para la energia atractiva. OOSAWA
ademéds de no tener en cuenta estos términos, tampoco
considera el apantallamiento de la energia debido a
contraiones no 1ligados. En cambio KIRKWOOD y SHUMAKER
consideran el apantallamiento idénico agregando un factor de
Debye-Hiickel al término W<11>(R) de la energia originadacen
la fluctuaciones de carga. Sin embargo en ese factor "no
tienen en cuenta 1la influencia de 1la frecuencia de
oscilacién o fluctuacién de las cargas de macroiones en el
apantallamiento de las fuerzas entre ellas producidsc por los
iones del electrolito. Este hecho fué analizado
recientemente J. R. Grigera y otros<®8>_, Consideraron 1la
frecuencia critica de Maxwell V. =G/€& donde § y £ son
la conductividad y 1la constante dieléctrica del medio
respectivamente. Si las cargas estan a una distancia r mucho
mayor gue X -1, para frecuencias mucho mayores que la
critica la solucién ionica se comporta como un dieléctrico
puro vy la fuerza entre las cargas se determina mediante 1la
ecuacioén de Coulomb, mientras que para frecuencia cero el
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medio ionico se comporta como un conductor y las fuerza en-
tre las cargas se anula. En general el factor de apantalla-
miento de las fuerzas coulombianas resulta ser para distan-
cias entre las cargas mucho mayores que X-1

f(Y) = {E2/[ £2+(T /Y )2]} (X111.19)

donde Y es la frecuencia de fluctuacion de las cargas.
Este comportamiento fué verificado experimentalmente en ese
trabajo<ee>

Para realizar el cdlculo de 1a energia de interaccién
entre macroiones se necesita conocer el factor de
apantallamiento de 1la energia entre dos cargas fluctuantes,
en presencia de un electrolito, sin la restriccién de qu% la
distancia entre ellas sea mucho mayor que X -1, Esto
significa que hay que calcular el potencial eléctrico, a
cualquier distancia r,de una carga fluctuante en funcién de
la frecuencia de oscilacién de 1la misma y de 1la
concentracién del electolito presente.

En el APENDICE se encuentra la expresién analitica de 1a
energia entre dos cargas con una variacién arménica con el
tiempo. E1 cédlculo realizado es vdlido para cargas débiles
separadas una distancia r arbitraria. El modelo empleado es
el siguiente:

Se suponen dos cargas puntuales, una de ellas Q1=Qi1e+q10
cos(Wt) ubicada en el origen de coordenadas y la otra a unsa
distancia r , qz=qz.+qzucos(mt+8). En estas expresiones gqie
¥ Qqze representan las componentes estacionarias de las
cargas, W=2myY la frecuencia angular de las componentes
fluctuantes de las mismas y & una diferencia de fase. Ambas
cargas estdn en el seno de una solucién de electrolito
simple tal que a distancias grandes de ellas es homogénea
con una densidad numérica promedioc de cationes y aniones
igual a Go. Se supone que tanto las componentes estacionaria
como la fluctuante de 1las cargas son suficientemente
pequefias. Esto se hace para posibilitar la aplicacién de la
aproximacién de Debye Hickel en la determinacién de las
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distribuciones ionicas y de potencial eléctrico originadas
por las cargas estacionarias y ademids para poder considerar
al efecto inducido por las cargas fluctuantes como
variaciones de las distribuciones ionicas con respecto a las
densidades de equilibrio.

La energia de interaccién entre las cargas Qi1 y Q= es el
valor medio temporal del producto del potencial eléctrico,
¢(r) de 1la carga 91 en qz por la carga q=z. Este potencial
eléctrico ¢(r) se obtiene como 1la suma del potencial eléc-
trico estacionario, @., producido por la carga qie mas el
potencial eléctrico, 8¢> de la carga fluctuante qQipcos(wt).

@(r) = Qo+ &9 (XIII.20)

El primero es el tipico resultado de Debye-Huckel
e = (a1e/E1r)Pe (XIII.21)
Pe = {exp[-¥K(r-a)1/(Xa+1)} (XIII.22)

donde Pe es un factor que determina el apantallamiento del
potencial de 1la carga qle debido a los iones. Mientras que
el segundo se encuentra aqui suponiendo que la parte fluc-
tuante de 1la carga qi es compleja, esto es, qio exp(iWwt) y
aplicando las ecuaciones de continuidad del flujo de iones y
la ecuacién de Poisson del sistema. La parte real del
potencial eléctrico asi calculado resulta (ver APENDICE):

R{&#} = (qi1a/€1r)[Vi(r)cosuwt + Vz(r)senyt] (XIII%23)
donde Vi = 1-X+X(PL-QM)-Y(PM+QL) (XII1.24)
y V2 = -Y+Y(PL-QM)+X(PHM+QL) (XIII.25)
X = [14(VY/ Ve)2]-2 (XI111.26)

Y = (V/ Yo)[1+( Y/ Yo)2]-2 (XII1.27)
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L = exp[~(K+)(r-a)] cos[( X -)(r-a)] (XIII.28)
M = exp[-( W*)(r-a)] sen[( K-)(r-a)] (XIII.29)
K+= = {[1+(V/ Vo)2]11/2 4-1}1s2 (1/2)1/2 (XI11I.30)

Aqui VY. es la frecuencia critica de Maxwell ya mencionads
que puede expresarse en funcion de 1la constante de Debye-
Hickel del medio y del coeficiente de difusion de traslacién

de los iones de la siguiente manera V. = X2D/2.
P = [(K+)a+1]/{[( X+)a+1]2 + [(K*)al2} (XIII.31)
Q = [( XK)al/{[{( X*)a+1]12+[( K~ )a]l2} (XI1I.32)

En la expresién de la energia de interaccién se emplea la
parte real del potencial eléctrico asi calculado, es decir

Wiz> = <[Pe+R{EP }] a2> (XIII.33)

La energia total entre las dos cargas resulta
Hiz> = Wa + < SWiz> (XIII.34)

donde

We=Qeqze=(q1eqze/&1r)[1/( Wat+l)Jexp[- W (r-a)]  (XIII.35)
< Wi2> = (Qi0920/2€1r) g(r,V) (XI11.36)
El factor 1/2 en la expresi6én de Coulomb de la energia surge
en éste cédlculo después de tomar el valor medio, dado que
las cargas alternas intervienen con su valor eficaz

d1,2/(2)1/2,
g(r,¥Y¥ ) es el factor de apantallamiento:

>
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g(r,V) = {Vicos$ - Vasend?} (XI11.37)

Para 6:0 y r>>X-1, donde X-1 es la distancia de apan-
tallamiento de Debye, la expresién del factor de apantalla-
miento de la energia se escribe de 1la siguiente maners

g(r,¥ ) = [1-X] = {€2/[€£2+(T/V)2]} (XII11.38)

Este resultado coincide con el obtenido por GRIGERA vy
otros<ee)
Para E):D vy Y=0 el factor de apantallamiento de la ener-
gia de interaccién dado por la ec. (XI11.37) se transforma
en el siguiente

g(r.0) = [1/(Xa+l)]exp{-K(r~-a)] (XII1.39)

que coincide con el factor de apantallamiento de la energia
We para cargas estacionarias dado por la ec. (XIII.35). &
La fluctuacién de carga en cada punto de un macroion
puede expresarse en términos de componentes arménicas
C(w)exp(iwt). Un tratamiento completo de la fuerza entre
macroiones requiere conocer las componentes de Fourier C(u).
Si bien no conocemos eéa distribucién, sabemos que 1a
frecuencia de relajacién dieléctrica de soluciones de ADN
sonicado, similares a las empleadas en este trabajo, es de
2MHz <898)>. Como los contraiones ligados no pdeden seguir
campos alternos de frecuencias mayores que la de relajacién,
esto implica que 1la frecuencia de fluctuacién de 1los
contraiones debe ser menor que el valor arriba mencionado.
Cuando los dos macroiones estan préximos, la fluctuacién de
contraiones se correlacionan. Las fluctuaciones que dan
menor energia de interaccién son mas frecuentes. Cuando en
una posicién dada de uno de ellos ocurre una desviacién
positiva de 1la carga promedio, en un lugar del otro se
produce con mayor probabilidad una desviacién negativa<53>,
Esto significa que la diferencia de fase mas probable entre
las fluctuaciones de 1las cargas es 6 =T . Estas
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consideraciones indican que es posible estimar la energia de
interaccion entre cargas fluctuantes de distintos macroiones
considerando que la frecuencia de oscilacidén es menor que la
frecuencia de relajacién dieléctrica de los mismos y que la
diferencia de fase entre las fluctuaciones es igual a 1T ra-
dianes. ‘

Se emplea aqui el método aproximado para calcular la
energia y la fuerza de interaccién entre macroiones introdu-
cido por J. G. KIRKWOOD y J. B. SHUMAKER <54> (ver seccién
VI.6). Segun estos autores el potencial W(X) de la fuerza
promedio de los dos macroiones esta relacionado al potencial
V de 1la fuerza para una configuracién de contraiones
determinada de la siguiente manera

exp[-W(X)/KT] = <exp(-V/KT)> (X111.40)

donde el promedio se toma sobre todas las configuraciones de
contraiones de las dos moléculas, con funciones de distribu-

cidén no correlacionadas.

XII1.3.2. Calenlo.de la energia de interaccidén entre dos
macroiones. tipo_varilla paralelos

Sean dos macroiones lineales paralelos de longitud L a
una distancia X uno del otro (L<<X). Las coordenadas xi y x=z
determinan posiciones sobre los ejes de cada uno de ellos a
partir de extremos contiguos. La densidad numérica lineal de
cargas fijas en cada macroion es Vi = Ni/L y la densidad nu-
mérica lineal promedio de contraiones ligados VYe1i = Nmi/L,
con i=1, 2.

Debido a las fluctuaciones térmicas la densidad lineal de
contraiones ligados se desvia del valor promedio. La deg§i—
dad numérica promedio aparente de cargas de cada macroioﬁ es

Vi* = Y1 - VYei. En cierto tiempo y posicién, xi, a lo largo
de cada varilla, la densidad de contraiones condensados se
desvia del promedio en una cantidad &951(x1) y consecuente-

mente la densidad numérica aparente de cargas se desvia en
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una cantidad
EVr(x1) = - SVea(xa). (XIII.41)
La densidad numérica aparente de cargas en xi se escribe
VE(x1) = Yax + Mx(xa) (XII1.42)

Para calcular el potencial V de la fuerza entre dos ma-
croiones para una configuracién determinada de contraiones,
es necesario integrar sobre toda la extensién de los dos ma-
croiones la energia de interaccién entre los diferenciales
de carga e V*(xx)dx1 ¥y e VY*(xz2)dxz ubicados en macroiones
distintos y a una distancia r=[X2+(x1-x2)2]1/2, Se considera
que la componente fluctuante de las cargas diferenciales

tienen una variacién arménica con el tiempo y se escriben
V*(x1)dx1 = Vi*dxi + Yo*(x1)cos(wt)dxs (XIII.43)

N*(x2)dxz

Vz*dx2 + Yo*(xz)cos(Wt+d)dxz (XI11.44)

La energia de interaccién entre los diferenciales de carga
puede escribirse como el producto del potencial eléctrico de
la carga e V*(x1)dxi en x2 por la carga e V*(x2)dx=z. El
potencial eléctrico de las carga e V*(x1)dxi se puede obtener
empleando la ec. del potencial eléctrico de una carga
91=qQi1e+qiocos(Wt) sumergida en una solucidén de electrolito
simple calculada en el APENDICE

¢1z(r):@91*Pe/E1r)dx1 +
(e &*(x1)/E€1r)[V1(r)coswt+Va(r)senwt]dx1 (XII1.45)

El primer término representa el potencial eléctrico Cou-
lombiano de una carga puntual estacionaria con un factor Pe
que determina el apantallamiento debido a los iones del me-
dio
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Pe = {exp[~- K(r-a)l/( Ka+1)} (XII1.48)

El segundo término de 1la ec. (XI11.45) representa el
potencial eléctrico de la componente fluctuante de la carga
en el punto x1; en é1 figura el factor de apantallamiento
[Vi(r)coswt+Va(r)senwt].

La energia de interaccidén entre los dos diferenciales de
carga se escribe

d2V = §iz(e V*(x2)dxz) = F(x1,xz2)dxidxz (XIII.47)

donde F(xi,x2)= ¢12e ¥ *(xz2)dxz con ¢12 y Y*(x2)dxz dados
por las ecs. (XII11.45) y (XI11.44) respectivamente.

Para calcular el potencial de la fuerza promedio W(X) de-
finimos el potencial diferencial dV de la siguiente manera

L

dVv = dx1g F(x1,x2)dx=2 (XI11.48)
0

Esto representa la energia potencial eléctrica entre todosel
macroion 2 con el dxi del macroion 1.
Se reemplaza dV en la ec (XI111.40).

expf- dW/(RKT)] = <exp(- dV/(KT)]> (XIII.49)

Se toma 1n en ambos miembros de la ec (XIII1.49), y se
desarrolla en serie de potencias el exponencial dado que

siempre se puede hacer dV<<KT resultsa
dW = <dV>-(1/2KT)[<(dV)2>-<dV>2] (XI11.50)

donde se despreciaron los términos de potencias mayores que
2 de 1/KT.
Calculo de <dV>:

La suposicién de que los promedios se toman sobre todas
las configuraciones de contraiones de los dos macroiones con
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funciones de distribucidén no correlacionadas llevan a la si-
guiente expresién para <dVv>

L

<dV> = (e2A51)V1*V2*dx1S (Pe/ri2)dx= (XIII.51)
o

Por otro lado <(dV)2> se escribe

<(dV)2> = <«dV>2+(e4/E12)V1*2 Ea(dx1)2+(e4/€12)Y2*Ea(dx1 )2+

+(e4/E€12)Ea(dx1)2 (XIII.52)
L L
E2=g g(Pe(r)/r)(Po(r')/r')<sv*(x2)8V*(xz')>dx2dx2' (XIII.53)
a a
L L
Ea = ( ﬂ<(89*(x1))2>61(r,r')(1/:)(1/r')dxzdxz' (XII1.54)
a o
donde  Gi(r,r )=Vi(r)Vai(r )+Va(r)Va(r’) (XIII.55)
L L
E4=g§<[8**(x1>]2><89*(xz)éw*(xz')>Gz(r,r')(1/r)(1/r')dxzdxz'
a o

(XIII.56)

Gz(r,r’) = V1(r)V1(r’)[k300525+sen25)/2]+
4+ V2(r)Va(r ' )[(cos28§+3sen28)/2] -
[Vi(r)Vz(r’ )+V2(r)Vi(r )lcosSsend (XIII.57)

gque para B:“'se escribe
Gz2(r,r’) = [3Va(r)Vi(r )+Va2(r)Va(r')1/2 (XII1.58)
donde r=[X2+(x1-x2)2]1/2, r ' =[X24(x1-x2° )2])1/2 (XII1.59)

Los valores medios que figuran en las integrales Ez, Eé y

E4 de los productos de las desviaciones de la densidad numé-
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rica aparente de cargas en dos puntos de un mismo macroion
se pueden expresar en funcién de las desviaciones de con-
traiones ligados empleando la ec. (XIII1.41). Se obtiene la
siguiente relacion

¢ S (x1) SV *(x17)> = <Vpa(x1) SVea(x17)> (XITI.60)

Los valores medios del segundo miembro de la ec. (XIII.BO0)
fueron calculados por F. QOosawa F. <43 v 425 y estan dados
por la expresion IV.22 con el wvalor de P 1a ec. IV.19.§La
expresién que resulta finalmente para los valores medios es
la siguiente

< BVB1(x1)dxs O¥pa(xs )dxa >=R1 &(xi-x1 )ddxadxs’  (XIII.61)

donde i=1,2 y

Ri = Vai/[1+(2YB1e2/E1KT)1n(X/2b)] (XI11.62)

como los dos macroiones son idénticos Yei= Vmz= Ve y Ra=
Rz = R.

Reemplazando las ecs. (XIII.51) y (XIII.52), para <dV> y
<(dV)2> respectivamente, en la ec. (XIII.50) e integrando
con respecto & xi1 resulta la siguiente expresién para el
potencial de la fuerza promedio W(X):

W = (e2/81)Y1*V2* I1+(e4/€12)V2*1a+(e4/E12)14 (XI1I.83)

L
donde 11 =§ (1/1)Pe(x1,x2)dx1dx2 (XIII.64)
Q

c\/\r

Is = R

o
Q-

L
SG1(r,r')(1/r)(1/r')dx1dxzdxz' (X111.85)
(]
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Ga2(r,r =r)(1/r)2dxaidx= (XI11.66)

-

'

1

o

]
Q~> " r
o~

Se realiza un programa en lenguage Basic para calcular el
potencial de la fuerza promedio W(X). En el mismo se calcula
primero densidad 1lineal de contraiones ligados a los ma-
croiones con el modelo de dos fases. Con ese fin se emplea
la ecuacién (XIII.10) donde en este caso Jj/f=co/(Ncz) con
cz2=1/[wL(H/2)2].

! ! ! I Ll 1 |

bl :
L KT .

Y,=2,64 MHz2

0 : ;

P
-2} Y=4,5MHay .

V=2MH1-;

16k X (A) ]
| | | 1 | 1 1
200 250 300 350 Yoo Y450 500 550 6oo

Figura XIII.1
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Las integrales 11, Ia y I4 se calculan empleando el método

numérico de Gauss<¢1l4> con el grado de los polinomios de
Legendre n=20.

La Figura XII1.1 muestra los graficos de W(X)/KT en
funcién de X para dos macroiones lineales paralelos en una
solucién de electrolito con una frecuencia critica de Ve=
2,64 MHz (ce= 1mM) para varias frecuencias de fluctuaciodn de
contraiones ( VY=1; 1,5; 2; 2,2; 2,64 MHz). Se observa que
las curvas presentan para ciertas frecuencias de
fluctuacién, minimos de energia de interaccidén que pueden

originar la formacidén de agregados de los macroiones.
XIII.4. Caracteristicas de. los_ agregados de ADN sonigcado
XI11.4.1. Modelo de agregada.

Suponemos m macroiones tipo varilla de carga (-Ne), lon-
gitud L y radio a, dispuestos paralelamente unos a otros
constituyendo un agregado de forma aproximadamente
cilindrica, de longitud Lay radio Aa.

Para 1la determinacién de sus propiedades hidrodinamicas
consideramos que el agregado estd contenido en un esferoide
de longitud L,y semieje transversal Aa.

El empaquetado mas probable de los macroiones seria el
hexagonal, como el encontrado en fases anisotrépicas de
coloides cilindricos ¢70>_ A pesar de ello, para simplificar
los céalculos de 1la polarizabilidad eléctrica de los
agregados, luego consideraremos que los macroiones se
disponen formando una red cuadrada.

Suponemos que el agregado estd sumergido en una solucién
acuosa de electrolito con una concentracién molar cs (un

nimero de cationes o aniones por cm? igual a co).

XII11.4.2. TamaBo del agregado

El tamafio del agregado se estima suponiendolo de forma
esferoidal y eligiendo adecuadamente los semiejes a3 y a1,
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de simetria y transversal respectivamente, de maners ajustar
las experiencias de birrefringencia eléctrica, estatica vy
dinamica (secciones XI1I1.4 a XIII.7).

El tiempo de relajacién de un esferoide, T1i, en funcién
del semi-eje ai, para un aa dado, se calculan empleando las
expresiones (I.54), (I.56) y (1.57). En la Figura XII1.2 se
muestra esta dependencia para L= 2aa = 800 K, longitud
adecuada para ajustar las experiencias de An en funcién del
campo eléctrico (seccidén XIII.5), 1los transitorios de 1la
birrefringencia eléctrica despues de invertir el campo
eléctrico (seccién X111.86) vy el decaimiento de 1s
birrefringencia eléctrica (seccién XIII.7) de las soluciolles
de ADN sonicado.

T T T T T T T
300}

R tt(#ﬁ aa-3ooR

200 |

100 |-

1 1 1 1 1 1
100 200 300 400 500 600 Fo0

Figura XIII.2
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XI111.4.3 Distribucidn.de contraiones.dentro. del agregado

lLa distribucion de contraiones dentro del agregado se
encuentran tambien empleando el modelo de dos fases
explicados en las seccidnes I11.5 y XI11.2.5.

Se supone que los contraiones se distribuyen en dos
fases: 1) 1libres dentro del agregsdo y 2) 1ligados a cada
macroion del sistema. Para aplicar dicho modelo hay que
definir los siguientes parametros adicionales:

La : Longitud de los macroiones del agregado.

ca : Concentracidén del ADN del agregado en mg/dl.

cz : Nimero de macroiones por cm3 en el agregado.

bm : Radio de la fase de contraiones ligados a cada macroion
del agregado.

Re : Radio del volumen cilindrico eléctricamente neutro del

agregado.

N : Numero de iones méviles en el volumen v= bm2La de cada
macroion del agregado.

N¥ : Numero de contraiones no ligados correspondiente a cada
macroion del agregado.

La ecuacién que establece el equilibrio entre contraiones
libres vy ligados es la (XII1.10). Para este caso particular

se verifican las siguientes relaciones:

o

3/f = co/(Ncz) H f = bm2/Rm2 (XI11.67)

Na = N(1-%®) ; Ne = N - NB (XII11.68)
donde:

co = Nacs/1000 (Na:nimero de Avogadro) (XII1.89)

cz = NacalO0-8/(180La) (XII1.70)

-]
bm se toma igual a 17 A, dado que MANNING G. 5.<40)> predice
que los contraiones ligados ocupan una regidén que se

extiende radialmente de la superficie de la molécula de ADN
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Q
(radio 10 A) una distancia de 7 A.

XI11.4.4. Polarizabilidad eléctrica del agregado.

Para simplificar el cdlculo de la polarizabilidad eléc-
trica del agregado, se supone ahora que el empaguetado de
los macroiones es cuadrado en lugar de hexagonal. La forma
del agregado es la de un prisma de base cuadrada (longitud
La v 1lados de la base A), con los macroiones paralelos a su

eje. La Figura XII1.3 muestra una seccidén transversal del a-

z

Figura XIII.3

gregado. Siendo m el niimero de macroiones del agregado, la
distancia, d, en esa figura vale, d=A/[m1/2-1].

Se ubica al agregado en un sistema de ejes ortogonales
xyz con el eje =z paralelo a las varillas. El1 centro del
paralelepipedo de base cuadrada, que contienen a los
macroiones coincide con el origen del sistema de
coordenadas.

Se realiza la suposicién adicional de considerar a los
contraiones ligados a cada macroion condensados en una linea
(eje del macroion) y a los contraiones libres distribuidos
en toda la extensién del agregado con concentracién uniforme
(mNr/Ve). La distribucién de sambos tipos de contraiones se
determina con el modelo de dos fases.

En 1la seccién IV.1 se vié que los términos principales

o2
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del tensor polarizabilidad eléctrica se escriben de 1sa
siguiente manera:

B3y = (1/KT)<(P1)2>E=D i=x,v,z (1IV.3)

donde <(p1)2> es el promedio del cuadrado de la i-esima com-
ponente del momento momento dipolar eléctrico, originado por
las fluctuaciones de concentracién de contraiones para campo
eléctrico cero.
Se pueden considerar tres contribuciones a este momento
dipolar
a)La producida por la fluctuacioén de concentracién de con
traiones ligados a cada varilla (regién 1).
b)La originada por la fluctuacién de concentracioén de los
contraiones ligados al agregado pero libres de los macro-
iones del mismo (region 2).

&

c)La debida a la fluctuacién del nuimero de contraiones liga
dos a cada macroion. Este iiltimo fenémeno puede ocurrir
por la transferencia de contraiones entre 1la regidén del
valle de potencial cilindrico de los macroiones (region 1)
vy la regién complementaria dentro del agregado (regioén 2)
o por transferencia de contraiones ligados de macroiones
contiguos.
' Se supone despreciable la correlacién entre las fluctua-

ciones de concentracién de contraiones pertenecientes a re-

giones diferentes.

XI111.4.4.1 Polarizabilidad eléctrica debida a_la fluctuacion
de concentracidén. de los conitraiones libres dentro
del agregado. .y no  ligados a._los macroiones del
mismo.

Se calcula la polarizabilidad eléctrica de un paralelepi-
pedo cuadrado de longitud La y base rectangular de lados A y
B, con una concentraciodn uniforme de contraiones
cr=(mNr/Va). Al terminar el célculo se hace A=B para

considerar al prisma de base cuadrada del modelo propuesto.
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Se realiza una extension del calculo de la polarizabili-
dad eléctrica de un macroion tipo varilla, tratado en la
seccion 1IV.2.
Cuando en el diferancial de volumen dv, en r, la concen-
tracion de contraiones se desvia del promedio una cantidad
80F(r). aparece en el sistema un momento dipolar eléctrico

dado por la expresién siguiente:

p =e g récr(r)dv (XII1.71)
Va

y los términos principales del tensor rolarizabilidad eléc-

trica se expresan segin la ec.(IV.3) de la siguiente manera:

Vaaz<Pa2>/KT=(e2/KT) \ $a8‘<8cg(r)80p(r’)>dvdv' (XIII.72)
Vo Va

donde aa = xx, yy o zz. Los valores medios que figuran en la
integral de 1la ecuacidn (XI11.72) se calculan conociendo 1la
probabilidad de que ocurra una fluctuacién fcr(r). Esta pro-
babilidad es proporcional a exp(—SF/KT), donde &F es el
exceso de energia libre debida a la fluctuacidn de carga en
todo el sistema <42 v 43) que se expresa: 5F=SU—TSS donde
Su y &S son les excesos de energia interna y entropia
respectivamente, T es la temperatura absoluta, constantiyen
el sistema, y K es la constante de Boltzmann.

Los contraiones 1libres, dentro del agregado, se
consideran formando una solucién con una concentracién
promedio cr=(mNr/Va). En este caso el exceso de entropia
debido a las fluctuaciones de concentracidn puede escribirse
aproximadamente <43 vy 44>

Tés = -(KT/2)(1/cw) g (8cr(r))zdv (XI11.73)
v

Mientras que el exceso de energia interna SU se expresa:
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Su = (1/2)( {&eg(r)scpu')?( (r-r| Ydvdv" (XIII.74)
Ve Va

donde \P([r-r’l) es la energia de interaccién entre los con-
traiones en r y r’ que se supone una funcién de la distancia
|r-r'| solamente.

Desarrollando SCF(r) en serie de Fourier:

Scr(r) =Zc..exp[ik.r] (XIII.75)
k
donde k = (2rp/A,2nq9/B,2wr/C) con p,q Yy r enteros positivos

vy negativos. El coeficiente de Fourier cx se escribe:

ck = (1/Va) (6cp(r)exp(—ik.r]dv (X111.76)
Va

Reemplazando la ec.(XI1I.75) en (XI1I1.73) resulta para TS
la siguiente expresién:

T8s = —(KT/Z)(VQ/CF)é Cu2 (XI11.77)
k

Mientras que el desarrollo en serie de Fourier de &U se ob-
tiene reemplazando la ec.(XIII.75) en la ec.(XI11.74). Supo-
niendo que las dimensiones des sistema, A, B y La son mucho
mayores que el rango efectivo de la interacciodn Vklr~r'|) y

cambiando las variables r y r’ por r y d=r’'-r, resulta:

Su=(vas2) i 4 cuc- ’f%'exp[i(mk').r]dv (XIII.78)
k k° Va

donde el coeficiente de Fourier ?u' vale:

Wi = (2/Va) ( exp(ik’ .d)P(ld])dd (XIII.78)
Ve
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Esta integral sobre d es independiente de la localizacioén de
dv, excepto cuando ests en una regién de extensioén despre-
ciable de la periferia del agregado. Con estas consideracio-

nes se llega a la siguiente expresién para 8U:

Lu = (V.Z/z)éieuz‘Pu (XIII.80)
k

El exceso de energia libre §F = SU—TSS resulta:

SF = (KT/Z):E ck2[ (Yu/2KT)+1/(nNr)]Va2 (XIII.81)
k

La teoria de 1las fluctuaciones termodindmicas da el Bi-
guiente resultado para el valor medio del producto CkCk - :

<excie > = {Va2[(Yu/2KT)+1/mNr]}-1§(k+k") (XIII.82)

Para un agregado suficientemente grande Px es indepen-
diente de k (para pequenos valores de k), y puede escribirse
aproximadamente:

Pu = (Z/V.){l-?(ldl ydd = (XIII.83)
Va

El valor de Y se puede obtener calculando 1la energia para
constuir la distibucién de contraiones, con concentracién
uniforme cpz(mNp/Va), dentro del agregado. Aqui lo estimamos
empleando un modelo de dos fases pPara un agregado
cilindrico, de longitud Le arbitraria, psara el cual

resulta<42>

Y- (462/€1Ln)1n(Ra/An)’(482/81Ln3)(an‘Aaz) (XIII.84)

Para un agregado suficientemente denso, solo en su
periferia hay una desviacién de la neutralidad. Es en esta
regién donde se establece 1a diferencia de potencial,&“’,
entre el interior y el exterior del agregado. El espesor
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(1/X") de la misma se calcula segun la referencia (42) me-~
diante la siguiente expresion

/%X = [(E1KT/4We2)(Va/Nrm)j1r/2 (XIII.85)

De esta manera Re se obtiene sumando (1/X") al radio Ae
del agregado

Ra = Aa + (1/X") (X111.88)

Reemplazando el desarrollo en serie de Fourier para &ce(r)
de la ec.(XIII.75) en 1la ec.(XII1.72) se obtienen las
siguientes expresiénes para los términos principales del
tensor polarizabilidad eléctrica:

(O(F)xxz—(eAVa/zTr)Z(1/KT)2£[(—1)P+p‘<cpcp->/pp'] (XII1.87)
pp’

(OLF)vy:—(eBVa/Z'ﬂ)z(l/KT)i é_[(—l)q+'-=-'-<eq0q'>/qq "] (XIII.88)
q q’

(d\F)zz:"(eLaVa/ZT\')z(_l/KT)é £ [(-1)r+r <crer->/rr’] (XIII.89)

rr’

donde cp indica al coeficiente CC¢2rp/A,0,0),
cq indica al coeficiente CCD,2wa/A,0)> ¥
cr indica al coeficiente cco.o,z2wrr/a>. )
b
Sustituyendo en las ecuaciones (XIII.87), (XII1.88) y
(X111.89) los valores medios de los productos cukck- dados en
la ec.(XIII.82) y realizando 1as sumas, los términos
principales de la polarizabilidad eléctrica resultan:

(ezAszp/lzKT)GF (XIII.90)

(OAF )sexe

(AF )y (e2B2mNr/12KT)Gr (XIII.91)

"
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(OF)ee = (e2La2mNr/12KT)Gr (XI111.82)

donde G = [1+mNrP/2KT]-1 >

Estos resultados se utilizarén en la seccidén XII11.4.4.4.

XII1.4.4.2. Polarizabilidad eléctrica originada_en. la fluc-
tuacidn de. concentracidn.de los contraiones li-
gados. a.cada macroion.del agregado

La densidad numérica de contraiones 1ligados a los ma-
croiones, en el volumen del agregado, se expresa de la si-

guiente manera:

me-—1 ma-1

ce(x,y,2) = (NB/La)[Z &x-did][ Zé(y-dj)] (XIII.93)

1i=0 J=0

Una simple generalizacidén del cdlculo realizado en 1la
seccion 1V.3 para un macroion tipo varilla, permite escribir
la siguiente expresidén para el valor medio del producto de

las desviaciones de concentracién en r y r':

ma-1 ma-1
<bea(rrScn(r’)>=GaVa S 8(x-di) 5 &y-di)8(z-2z" )&(x-x S (y-y")
1=0 J=aQ

(XII11.94)

donde Ye=Ne/La y el factor Ge tiene en cuenta la interaccién
entre los contraiones de un mismo macroion que fue calculado

en la seccidén 1V.2.:
Ge = [1+(2Npe2/£1KTLa)1n(Rm/bm)]-1 (X111.95)

Los términos principales de la polarizabilidad eléctrica
se encuentran reemplazando los valores medios<écs(r)écs(r’)>
dados en la ecuacién (XIII.94) en las expresiones (XI1II.72);

estos resultan:
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({B)zz = (e2La2mNB/12KT)Gn (XII1.86)
(KB ) 5= (XB)yy=(e2A2mNa/12KT ) [2(m1/2-1)-14+1]GB (XI1I1.97)

Resultado gque se utilizara para calcular la anisotropia de
la polarizabilidad eléctrica en la seccion XII1.4.4.4.

XII1.4.4.3. Polarizabilidad eléctrica del _agregado originada
por..la. fluctuacion del nimero.de contraiones. li-
gados. a_cada uno.de _sus.macroiones.

Esta contribucién a la polarizabilidad puede expresarse
de la siguiente manera:

o T :<’,1x2>/KT=(e2/KT)( Sxx’<8ca(r)éca(r')>dvdv' (XIII.98)
‘ Va Va 8

donde en el integrando figura el valor medio del producto de
las desviacidnes de concentracién de contraiones debidas a
los cambios en el nimero de contraiones ligados en cada ma-
croion. Para calcular este valor medio es necesario conocer
la energia 1libre del sistema. Suponiendo un sistema en "dos
fases” como el descripto en la seccién II1.5. y empleando
las ecuaciones (VI.2) y (VI.3) se obtienen las siguientes

expresiones para la energia interna y entropia
respectivamente:

Ue = -(1/2)e(N-Ns)&¥ (X111.99)

-TS = KTNeln(Ne/v)+KT(N-Ne)In{(N-Ns)/[(V/N)-v]} (XIII.100)
La variacién de la energia libre &F correspondiende a un
cambio en el nimero de contraiones SNB se puede escribir de

la siguiente manera:

SF = (d2F/dNe2)(SNp)2 (XIII.101)
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donde la derivada primera de la cnergia libre, BF/BNB, se
anula en el equilibrio. De acuerdo con la teoria de
fluctuaciones termodimémicas (44>, el valor cuadrético medio
del la desviacioén SNB del nimero de contraiones Ng vale:

<&Np2> = (KT/2)[1/(d2F/dNp2)] (XIII.102)
Derivando respecto de N la expresidn de 1a energia libre

F=Ua-TS con Us y -TS dados en las ecuaciones (XII1.99) y
(XITI1.100) respectivamente results:

<SNp2> = ((1/72)(N-NB)/[(N/Ne)-(8¥e/KT)13  (XIII.103)
Empleando el resultado obtenido en la ecusacién (XI111.94)
el valor medio < Sca(r) Sca(r’)> puede escribirse de 1sa

siguiente manera:

<écg(r)803(r’)>:

mea-~1 me-1
<6N32>La-1[Z S(x—di)][z S(y-dj )18 (x-x")8(y-y- )6(2-2’)
1=0 " 3=o0

(XIII.104)

Reemplazando 1a ecuacién (XII1.104) en 1la ecuaciodn

(XII1.98) y calculando la integral, se obtiene 1la siguiente
expresion para la polarizabilidad eléctrica:

(A Thxex = (e2A2/12KT)<6N32>[2(m1/2-1)-1+1]m (XIII.105)
donde < 6N32> estd dado por la ecuacién (X1I1.103) que pugde
escribirse usando elgq’para un modelo cilindrico (ec.III.32)
de la siguiente maners

<&NB2> = NpGr (XIII.106)

con Gr = (§/2){1+[2E Npe2/(£1KTLa)]1n(Rm/bm)}-1
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Estos resultados se utilizaréan en 1la seccidn siguiente.

XI11.4.4.4 Anisgtxggiamwdgmlangglaniaapilidadwglggtxigawdgl
agregado

Para calcular la anisotropia de la polarizabilidad elgc—
trica del agregado, X aBee - XaExx, se tienen en cuenta todas
las contribuciones analizadas en las secciones (XII1.4.4.1),
(XI11.4.4.2) y (XII1.4.4.3), esto es:

AQ:E = (an)zz - (q-.s)xx=

(OLF)zz*‘(0(-328)‘(Q(F)xx‘(O(B)xx-(O(T)xx (XIII.107)
Empleando las expresiones (XIII.90), (XIII.92) y (XIII.96)

(XIII.97) y (XII1.105) esta anisotropia se escribe de la si-
guiente manera

Do aE = NaB)ee-(NaF)xx = [e2m/(12KT)]{La2(NrGr+NaGn)-
AZ[NpGr+[2(m1/2-1)-1+1](G+Gr )N ]} (XIII.108)

Se obtienen los siguientes vaslores de la anisotropia de
la polarizabilidad eléctrica (en cm3):

nimero de macroiones AcaE T(UaB)ee—(NaB )xx
del agregado: m

9 -1,481x10-14

16 -4,525x10-14

25 -1.045x10-13
(XIII.109)

Los otros parametros que  caracterizan al sistema son los

siguientes:
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Q=4,19; ce=1 mM; T=293 ©K;La&=600 K; ca=535 mg/dl; Rm=133,3 g
N=359; Np=258; Nr=101.
Aqui se consideré la distancia d (Figura XIII.3) igual a
ZRm.
Para céalculos posteriores referentes a 1la técnica de
pulsos inversos es necesario conocer las contribuciones

parciales de 1la polarizabilidad eléctrica, estas son las
siguientes (en cm3):

m (OF )zt (XB)ee - (OF daexct+ (O3 ) e (T ) zex

9 6,753X10-18 1,719%x10~-14 4,3662x10-15

16 1,056x10-14 4,432x10-14 1,150x10-14

25 1,504x10-14 9,427x10-14 2,527x10-14
(XI1I1.110)

XII1.4.5 Tiempo.de relajacién del momento dipolar inducido
originado_en. la_transferencia. de contraiones entre
los macroiones. del sagregado

&
En nuestro criterio el modelo de agregado definido en la
seccién XI11.4.1 posee un tiempo de relajacidén del momento
inducido transversal a los macroiones de ADN bastante méas
lento que el longitudinal. En esta seccidén estimamos ese
tiempo de relajacién para luego emplearlo en el cdédlculo del
transitorio de 1la birrefringencia eléctrica después de

invertir el campo eléctrico (seccidn XIII.B).

Los contraiones ligados a un macroion deben atravesar una
barrera de potencial elevada para pasar a otros macroiones
del agregado. Estos contraiones permanecen dentro del valle
cilindrico de potencial de 1los macroiones un intervalo de
tiempo bastante mayor que el caracteristico de los otros
procesos que contribuyen a la polarizabilidad eléctrica del
agregado. Como se vié en la seccidén XIII.4.4 estos procesos
son los siguientes:

a) La fluctuacién de concentracién de 1los contraiones

condensados en cada varilla.
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b) La fluctuaciodon de concentracién de los contraiones libres
de los macroiones pero retenidos dentro del agregado.
El tiempo de transferencia de contraiones se estima
mediante la relacién

te = toexp(e&¥Y/KT) (XII1I.111)

donde to es del orden del tiempo de difusidén libre de un
ion a traves de wuna distancia igual a 1la existente entre
macroiones contiguos, e&V es 1a barrera de potencial entre
la regién de contraiones 1ligados y 1la =zona de campo
eléctrico nulo entre los macroiones. El coeficiente de
difusioén de los contraiones disminuye debido a estas

barreras de potencial y se expresa aproximadamente
D = Doexp(-e8Y/KT) (X1I11.112)

En la escala de tiempo de la transferencia de contraiones
entre macroiones, puede considerarse que la densidad lineal
de contraiones condensados es independiente de z, es decir
que este proceso contribuye solo a 1la polarizabilidad
eléctrica en la direccién transversal.

Se puede calcular 1la polarizabilidad eléctrica en la
direccidén =z considerando que el sistema alcanza el
equilibrio en un tiempo mucho menor que te.

El tiempo de relsjacion de los contraiones de
transferencia a traves de todo el agregado se calcula
conociendo el didmetro del mismo y empleando el coeficiente
de difusion D dado por la ecuacidn (XIII.112). Se obtiene 1la
siguiente expresiodn para

te = (2xAa)2/2D = [(2xAa)2/Dolexp(e8SY/KT) (XII1.183)

donde Do=1,35x10-% cm2s-1 (vdlido para pequefios iones en
agua).

La ecuacién (XIII1.113) representa la relacidén entre el
valor cuadratico medio del desplazamiento de una particula
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con el tiempo que tarda en realizarlo segun la teoria del
movimiento browniano unidimensional.

El radio del agregado se escribe

Aa = [m/(TtLac2)]1/2 (XIIT.114)
(o]
donde c2 se expresa mediante la ecuacidén (XII1.70).

En la tabla siguiente se dan los valores de tea, engKT vy
para el nimero de macroiones del agregado m=89, 16 y 25. Los
valores de e8¥I/KT se encuentran resolviendo primero 1la
ecuacioén (III1.33) para el grado de disociacién E=%N—Na)/N y
empleando luego la expresién para&H’ (III.32) con R=Aa.

m 9 16 25

e &Y/KT 4,86 4,88 4,88
ta( Ms) ta = 306 te = 544 tc = 850
Aa(R) 400 533 667

XII1.4.6 E.ql.ar..iz..a.h.i.l._id&Mp..t.i.c*a...A.<d.e..lu.,.,ag.negadg...._d.g.m.ADH...A_,s..on,i cado

De 1la misma manera que se hizo para el cdlculo de 1la
polarizabilidad eléctrica, se supone que el empaquetado de
los macroiones es cuadrado, mientras que la forma del
agregado es un prisma de base cuadrada (longitud Le y lados
de la base A) con los macroiones paralelos a su eje. Se
define una densidad de polarizabilidad 6ptica del agregado,
originada por la polarizabilidad éptica de los macroiones de
ADN de la siguiente manera

ma-1 me-—1

Pox = (Xean/LO[ Z §Cx-d1)10 5 &y-di)] (XIII.115)
1=0 J3=0
me-—-1 ma-1

Pes = (Koea/L)[ £ &x-di)IL 2 S(y-d3>] (XII11.116)

i=0 J=0

donde d=zA/(m1/2-1) y mazml/2
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Los términos principales del tensor polarizabilidad
6ptica del agregado se obtienen integrando 1las densidades

definidas arriba sobre el volumen del agregado y se obtiene:

§e°xdv

(Xa®)ee = SVOZdV = (dege/L)Lam (XIII.118)

(X a®)xx

]
n

(Ofexx/L)Lam = (A a®)yy (XI11.117)

La anisotropia de la polarizabilidad o6ptica del agregado
resulta

AD(,;O = (Na®)ee~-( Ke®)ux = [(ACe2e -~ A Oxx)/LlLam (XIII.119)

Empleando ( oL Cge -O{%xx) dado en la (XIII.4) obtenemos
los siguientes valores para la anisotropia de la
polarizabilidad 6ptica de un agregado de longitud La=600 5:

numero de macroiones Aole® = (Ya®)ee—(Na®)xx
del agregado: m 8
8 Aolae = -1,981x10-20
16 AXpe = -3,523x10-20
25 Nolce = -5,504x10-20
(X111.120)

XIII.5. Birrefringencia eléctrica.de una.mezcla de moléculas
de ADN _sonicado y diferentes agregados.de. las. mismas

Se considera una mezcla de macroiones tipo varilla de ADN
sonicado (con una longitud de L=1130 K como se determind en
la seccion XIII.2.1 y agregados de macroiones de ADN como
los del modelo propuesto en la seccioéon XIII.4.1 pero de una
longitud Le, en principio distinta que L.

La concentracidon de cada componente de la mezcla se
indica de la siguiente manera:
cm: numero de macroiones (totales) de ADN por cm3

ca, cB ¥y cc nimero de agregados tipo A, B y C por cm3
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respectivamente. E1 tipo de agregado estd determinado por el
numero, m, de macroiones qQque lo constituye. Aqui tomamos los
tipos de agregados A, B y C correspondientes a m=89, 16 y 25
respectivamente.

El numero de macroiones de ADN sin agregar (libres) por

cm3®, que se denomina ci, se expresa de la siguiente manera
c1 = (cmNax10-5/180L)~(8ca+16cs+25ce)(La/L) (XI11.121)

donde Na es el niumero de Avogadro, L es la longitud de los
macroiones y La la longitud del agregado.

Las anisotropias de 1la polarizabilidad eléctrica del
macroion ADN y de 1los distintos tipos de agregados se
expresan AXnE, AOLKE, AolpgE y Ao(cE.

Para AYmE se emplea el valor experimental dado en la
ecuacién (XIII.9) vy para Ao4E (con izA, B y C) los valores
calculados en la seccidén X111.4.4.4 (ver tabla).

Los factores de orientacién Yi(ecuacién I1.35) se escriben
¥1 = E2 AolsB/2KT (XIII.122)

donde i=m, A, B o C segﬁn se refiera al macroion ADN o a los
agregados tipo A, B o C réspectivamente. Introduciendo estos
valores en el programa cuyo diagrama de flujo se muestra en
la Fig.I.5 se determinan las funciones de orientacién
¢!h <PA, ¢s, y ¢c correspondientes a los macroiones
libres (m) v a los distintos tipos de agregados A, By C
respectivamente.
Las contribuciones a la birrefringencia eléctrica de los
distintos componentes de la mezcla pueden escribirse, de

acuerdo con la ecuacidén (I1.32) de la siguiente manera

Anm = (2W/n)er A me Gm 8
Ana = (2/n)ca A a° ¢A
Ans = (2/n)es Aoctse ®s
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Anc = (2/n)ee Axco $o (XIII.123)

donde para AXm° se emplea el valor experimental dado en la

ec.(XII1.4) y para Axie (i=A, B y C) los valores calculados
de las ecs. (XIII.120).

La birrefringencia eléctrica total de la mezcla resulﬁ%
An = Onm + Ana + Ans + Anc (XII1.124)
Para una solucién de ADN sonicado con una concentracién

de 38 mg/dl, se eligen las siguientes concentraciones
numéricas de agregados:

ca = 2,8x1012 ¢cp-3
ce = 2,4x1012 ¢cp-3
ce = 1,1x1012 cp-3 (XI11.125)

Estas concentraciones se encuentran mediante el método de
ensayo y error con el fin de obtener el mejor ajuste posible
entre los valores calculados y los medidos de la
birrefringencia eléctrica An en funcién del cuadrado del
campo eléctrico.

El valor correspondiente para ci, segin 1la ecuacién
(XIIT1.121), es el siguiente

ci1 = 1,08x1015 cp-3

Con estos valores para las concentraciones de los
componentes de la mezcla se obtiene la dependencia entre 1la
birrefringencia eléctrica y el campo eléctrico mostrada en
la Fig.XIII.4. Los circulos en esa figura son valores
experimentales de la birrefringencia eléctrica corespondien-
tes a una solucion de ADN_con una concentracién de 38 mg/dl
con NaCl 1imM.
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Figura XIII.4

X111.6. Transitorio.de la birrefringencia_eléctrica. despues
de invertir.el campo eléctrico.

Como se vidé en la seccién 1.6.3 una polarizabilidad
inducida lenta produce un transitorio después de invertir el
campo eléctrico. Para el caso particular de una mezcla de
moléculas de ADN sonicado y distintos tipos de agregados de
las mismas, la dependencia de la birrefringencia eléctrica

con el tiempo después de la inversién se expresa de la
siguiente manera

An(t)=[Anmx1+AnaAA+AnBAB+ANcAC]l/[Anm+aAna+ane+Anc] (XIII.126)
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donde Anm, Ana, Ane y Anc representan la birrefringencia
eléctrica en el estado estacionario de los macroiones libres
y de los agregados tipo A, B y C respectivamente. Estos
valores se calculan de la manera indicada en 1la seccién
XIII.5 (ees. XII1.123) con las mismas caracteristicas para
el ADN vy sus agregados ¥y las mismas concentraciones que las
alli enunciadas, .que permitieron ajustar las curvas
experimentales de An vs. E=2,

AA, AB y AC son los transitorios de la birrefringencia
eléctrica normalizada que se calculan con la teoria de
TINOCO y YAMAOKA <¢23)> mediante el programa cuyo diagrama de
flujo se muestra en la Fig.1.10. En é1 se emplean los si-
Buientes parametros:

-Los tiempos de relajacién del momento inducido transversal
para cada tipo de agregado ti (i=A, B y C) que se muestran
en la tabla de la seccién XIII.4.5.

-Los tiempos de relajacién correspondientes a la difusién
rotacional del eje de simetria de los distintos tipos de
agregados que valen:

n g 16 25
Te (us) Ta=49 Tr=95 Te=185,5

estos tiempos se obtienen de la manera explicada en la
seccién XI11.4.2. mediante la relacién existente entre el
tiempo de relajacién, Ti, de un esferoide con su semi-eje
a1, que se iguala al radio del agregado cilindrico dado por
la ecuacién (XIIT.114).

Los coeficientes de difusién rotatoria (B11)a
correspondientes a cada tipo de agregado, necesarios para la
determinacién del transitorio de An, se calculan mediante 1la
primera de las expresiones I.78.

La Fig.XII1.5 muestra el transitorio después de inver@%r
el campo eléctrico para 1a mezcla de ADN sonicado y sus
agregados, calculados como se explicd en esta seccién. Damos

los siguientes parametros experimentales del transitorio de
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la birrefringenia eléctrica después de invertir el campo
eléctrico de una solucién de ADN sonicado de 38 mg/dl con
NaCl 1mM para compararlos con los resultados obtenidos en
este calculo(Ver seccidn Xi1,8),

-Tiempo transcurrido entre la inversién del campo eléctrico
y el valor minimo del transitorio de birrefringencia
eléctrica, tmin.= 230 ps x 20 ps.

-Valor minimo de (An/Ane)=0,5 (error 10%).

1
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Figura XIII.5

XII1I.7 Decaimiento de _la birrefringencia_eléctrica de la mez
cla.de ADN._sonicado v _sus_adregados

El transitorio de la birrefringencia eléctrica de la mez-
cla de ADN sonicado y sus agregados, después de suprimir el

campo eléctrico, se expresa de la siguiente manera
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An(t) =Anmexp(—t/fm)+ 2 Aniexp(-t/T1) (XII11.127)
I=A.,B,C

donde Anm y An:i representan la birrefringencia eléctrica en
el estado estacionario de los macroiones de ADN sonicado y
de los agregados del tipo I= A, By C respectivamente. Estas
magnitudes se determinan, para un campo eléctrico dado, con
el procedimiento explicado en 1la seccitn XII1.5 empleando
las ecuaciones (XII1.123). Los tiempos de relajacion de los
agregados se extraen de la seccion XIII.B (ver tabla) En 1a
Fig. XIII.6 se observa el transitorio de An después de
suprimir el campo eléctrico calculados con 1la ecuaciodn
X1I1.127, de 1la manera explicada en esta seccién, para 1la
mezcla de ADN sonicado y sus agregados, para un campo
eléctrico E2=0,05 (KV/cm)2. La linea cortada corresponde a
la curva experimental An(t), para ese campo eléctrico, de
una solucién de ADN sonicado de 38 mg/dl con NaCl 1mM.
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