UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Departamento de Fisica

Estudio de Propiedades dinamicas de

sistemas acuosos sobre-enfriados

Trabajo de Tesis para optar por el titulo de
Doctor de la Universidad de Buenos Aires en el area
Ciencias Fisicas

por Guillermo A. Frank
Director de Tesis: Dr. Horacio R. Corti

Dr. Mario C. Marconi

Lugar de Trabajo: Depto. Fisica — FCEyN - UBA

[ de agosto de 2008



Estudio de Propiedades dindmicas de

sistemas acuosos sobre-enfriados

Resumen

Este trabajo de Tesis aborda la problematica del transporte molecular en medios sobre-
enfriados, cercanos a la transicion vitrea. En esas condiciones, la relaciéon entre los
tiempos de relajacion estructural y la difusién molecular no puede ser descripta por los
modelos de liquidos comunes. La relacién clésica de Stokes-Einstein D ~ 1!, entre
difusién molecular D y viscosidad del medio 7, queda invalidada. Ocurre un desacople

entre la movilidad molecular (i.e. de solutos disueltos) y la viscosidad del solvente.

A lo largo de los capitulos siguientes se estudié este fenémeno para solutos de distinto
tamano en sistemas modelo de sacarosa y trehalosa acuosa. Se procedié a determinar
experimentalmente la difusiéon de solutos fluorescentes por medio de la metodologia
FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) para distintas concentraciones
de disacérido en agua. Los resultados obtenidos se interpretaron a la luz de modelos
tedricos existentes para liquidos sobre-enfriados (teoria del acoplamiento de modos,
modelo de Adam-Gibbs, modelo del volumen libre, etc.). Se estudié el papel de las
heterogeneidades estructurales del sistema en el grado de desacople entre D y n. Fi-
nalmente, se desarrollé un modelo simple que permite explicar este fenémeno.

Palabras clave: liquidos sobre-enfriados, Stokes-Einstein, desacople, sacarosa, tre-

halosa.



Dynamaic properties of aqueous supercooled systems

Abstract

The dissertation deals with the molecular transport phenomena in supercooled media,
close to the glass transition. Under supercooling conditions, standard hydrodynamic
models cannot be used to describe the relationship between structural relaxation time
and molecular diffusion. The usual Stokes-Einstein relation D ~ n~! for molecular
diffusion D and viscosity n no longer holds. It appears to be a decoupling between

molecular mobility (i.e. of the dissolved solute) and the solvent’s viscosity.

Decoupling phenomena for solutes of different sizes in aqueous sucrose and trehalose
matrices was analyzed. First, fluorescent probe diffusion was measured using the FRAP
(Fluorescence Recovery After Photobleaching) technique for different concentrations of
disaccharides in water. The experimental results were then contrasted with conven-
tional supercooled liquid theories (i.e. mode coupling theory, Adam-Gibbs theory, free
volume theory, etc.). Second, the role of the system structural heterogeneities on the
degree of decoupling between D and n was determined and a simple model explaining

the decoupling phenomena was developed.

Keywords: supercooled liquids, Stokes-Einstein, decoupling, sucrose, trehalose.
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Capitulo 1

Introduccién y objetivos

1.1 Introduccion

El objetivo de investigar las propiedades de no-equilibrio en sistemas acuosos en el
régimen sobre-enfriado es dilucidar algunos de los aspectos relativos a la dindamica de
deterioro de biomoléculas en matrices de azicares-agua. Las propiedades de transporte
en estos sistemas acuosos sobre-enfriados son fundamentales para predecir el tiempo de
vida de especies labiles. Conocer sus caracteristicas difusionales es vital para un mejor
control y predicciéon de la estabilidad de biomateriales. Es directo el interés que estos

estudios tienen en el campo de la tecnologia de alimentos, farmacos, etc.

Desde el punto de vista basico, es de destacar que las propiedades de los sistemas
liquidos sobre-enfriados cerca de la transicién vitrea es uno de los campos de mayor
actividad dentro de la Fisicoquimica de materia condensada. En particular, hay un

creciente interés en el estudio tanto experimental como de simulacién computacional
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de procesos que ocurren en estos sistemas que presentan inhomogeneidades tanto es-

tructurales como dindmicas.

1.2 Objetivos

Dentro del marco planteado en la Introduccion, la presente Tesis tiene como objetivo
general estudiar los procesos de transporte de moléculas en sistemas acuosos de interés

practico, y se focalizara en dar respuesta a los siguientes interrogantes,

e ;Cual es el alcance de los modelos de continuo en la descripcion del transporte de
moléculas en fluidos sobre-enfriados? Es decir, hasta que punto resultan validas
las relaciones hidrodindmicas cldsicas en el régimen de no-equilibrio, cercano a

la transicion vitrea.

e ;Cémo es la interacciéon soluto-solvente en los sistemas acuosos de interés y cuél es
su relevancia en relacién con el transporte de moléculas en esos sistemas? En este
marco, es sumamente importante dar una descripcion del escenario microscopico

que rodea al soluto y vincularlo con magnitudes macroscopicas medibles.

e Las propiedades de transporte molecular, ;son las mismas en solutos grandes y

pequenos, respecto del solvente?

e ;Es posible predecir el transporte molecular en las cercanias del estado sélido

amorfo con modelos alternativos de movilidad?

Para responder todas estas preguntas se procedera a medir la difusiéon de solutos en

sistemas modelo de disacarido en agua. La dependencia de este coeficiente de trans-
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porte con la viscosidad de la soluciéon es de maxima relevancia. Por un lado, permite
conocer mejor el rango de validez de los modelos cléasicos. Por otro, es necesaria para

evaluar modelos de transporte alternativos.



Capitulo 2

Antecedentes

2.1 Difusion de solutos

El transporte de un soluto inmerso en un solvente esté caracterizado por el coeficiente
de difusién D. Segun la ecuaciéon de Einstein-Smoluchowski, éste representa el de-

splazamiento cuadratico medio por unidad de tiempo (ver Capitulo 3), es decir,

Ar?)

{
D~
At

(2.1)

En el caso de particulas rigidas esféricas inmersas en un liquido, D se relaciona in-
versamente con la viscosidad 7 del solvente a través de la relacién fundamental de

Stokes-Einstein [1],
KT

D = 2.2
6mnR (22)
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donde K es la constante de Boltzmann, 7" la temperatura, 7 es la viscosidad del solvente
y R es el radio hidrodindmico del soluto (cfr. Capitulo 3). La constante 67 corresponde
a la condicion de adherencia del solvente en el contorno del soluto. Bajo la condicién

de deslizamiento, su valor es 4.

La expresion (2.2) es vélida en el equilibrio termodindmico y supone que el soluto
no rota. Ademds se demostré experimentalmente que R debe tomar en cuenta la

hidratacién molecular del soluto [1].

La evidencia experimental muestra un apartamiento de la relacién D ~ n~! para solutos
de tamano menores a similares al del solvente. Jordan y Bauer [2] en 1959, e Hikita
et al. [3] tiempo después observaron que la difusién de oxigeno en sacarosa acuosa se
correlacionaba con la viscosidad de la solucién por medio de la relacién D ~ n=2/3. El
exponente 2/3 ya habia sido obtenido por Hiss y Cussler [4] para la difusién de solutos
pequenos en una gran cantidad de solventes puros (hidrocarburos). La universalidad
de estos resultados mostré que la violacion de (2.2) no dependia de si el solvente era
puro, o una mezcla. Mas bien, era consecuencia de la relacion de tamanos entre el

soluto y las moléculas de solvente.

Muchos autores [5]-[8] llevaron a cabo experimentos detallados en sacarosa acuosa (para
distintas fracciones en peso de aztcar/solucién %w/w), variando el tamano del soluto.
En la Tabla 2.1 y en la Figura 2.1 se resumen sus resultados. En general, obtuvieron
exponentes algo mayores que 2/3 y que se incrementaba conforme aumentaba el tamano
del soluto. En el caso de fluoresceina, la relacién de Stokes-Einstein se cumple para
un amplio rango de D. Sin embargo, en la regién de muy alta viscosidad aparece
un desacople entre D y 7. La forma detallada del desacople se muestra en la Figura

2.2. Champion et al. [9] determinaron el punto en que se produce el desacople, en
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Tabla 2.1: Exponente a correspondiente a la relacién D ~ 1~% para distintos solutos. Los valores
fueron obtenidos para soluciones de sacarosa acuosa a T ~ 298 K. Los radios hidrodindmicos surgen
de la relacién de Stokes-Einstein R = KT/(4mnD) (condicién de deslizamiento). En el caso de
fluoresceina, R se tomé de la referencia [14] y el valor de a corresponde a la linea continua de la
Figura 2.2.

Nombre Férmula PM.(g) R(A)

Metanol [7] CH;-OH 32 235 0,66
Acetonitrilo [7] CHj3-CN 41 2,25 0,69
Etanoato de etilo [6] CH;3-COO-CH,-CHj 88 3,11 0,72
Etanoato de pentilo [6] CH3-COO-(CHs)4-CHjy 130 3,75 0,90
Ferrocenometanol [8] C11H2FeO 216 4,20 0,92
Fluoresceina [9, 14] CooH1205 332 502 =

términos de una temperatura reducida 7'/T}, escalada por la temperatura de transicién
vitrea T,. Es decir, la temperatura en que se produce una transicién, acompanada de
cambios marcados en la respuesta termodindmica *. Hallaron que para T,/T > 0,86
aparecia abruptamente el desacople. La magnitud del desacople no pudo ser explicada
por cambios en la conformacién espacial de la fluoresceina. También se observé este

desacople para seis diferentes solutos en el solvente puro o-terfenilo [12].

En las soluciones acuosas de trehalosa se estudié la difusién tanto de sales simples
(NaCl, LiCl) como de 6xido de polietileno (PEO) [13]. Este ltimo es un polimero de
alto peso molecular (35.000 g/mol). En la Figura 2.3 se muestra la relacién difusion-
viscosidad de PEO. Es claro que para este soluto se cumple la relacion de Stokes-
Einstein. Sin embargo, las viscosidades no son lo suficientemente elevadas como para

saber si ocurre un desacople cerca de la transicién vitrea.

1Esta es una definicién general dada por Angell [10]. En un sentido teérico, Ty marca el pasaje de
un estado ergddico a uno no-ergddico. Desde el punto de vista experimental, es aproximadamente la
temperatura en la cual el tiempo de relajacién 7 es del orden de 100s [11]. Una definicién calorimétrica
la establece como aquella en la que se produce un salto en C, durante un barrido lento, siguiendo
algin protocolo predeterminado. Esta tltima es la que se usara en adelante.
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Los resultados hasta la fecha se pueden resumir en tres tipos de escenarios. En el es-
cenario de solutos pequenos respecto del solvente (azicar-agua), la relacién de Stokes-
Einstein no se cumple desde viscosidades muy cercanas a la del agua. Las evidencias
experimentales muestran que D ~ n~% es una relacion mas apropiada y que a < 1. En
el escenario en que el soluto tiene un tamano semejante al solvente, el exponente a se
acerca a la unidad. A pesar de ello, se encuentra que existe una temperatura critica
(mayor a T,) a partir de la cual, la relaciéon de Stokes-Einstein pierde validez abrupta-
mente, aunque sigue valiendo una expresion del tipo D ~ n~* con a < 1. La difusiéon
traslacional resulta mucho mayor que la esperada. No hay evidencia experimental para
saber si esto también ocurre en escenarios en que los solutos son mucho mayores al

solvente, al menos para las mezclas disacarido-agua.

En el caso de soluciones de sacarosa, la temperatura critica T, /T, ~ 0, 86 del desacople
coincide aproximadamente con un cambio de régimen para la viscosidad 7. La vis-
cosidad sigue una ley de potencias cerca de T, (T > T.). En la region del desacople
(T < T.), su comportamiento estd dado por la ecuacién fenomenolégica de Williams,

Landel y Ferry (WLF).

2.2 La viscosidad

Se desprende de la discusion anterior que la viscosidad de la solucién es muy importante
para analizar la movilidad de solutos, especialmente en la region sobre-enfriada, cerca
de la transicion vitrea. En esta seccion analizaremos qué se conoce acerca del compor-
tamiento de la viscosidad en soluciones acuosas de sacarosa y trehalosa en funcién de

la temperatura y la concentracién.
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D/DO

nm,

Figura 2.1: Relacién entre la difusién de trazas (D) y la viscosidad () de soluciones de sacarosa
acuosa. Dj es la difusién del soluto en agua a dilucién infinita. 7y es la viscosidad del agua. Las
observaciones corresponden a Ty /T < 0,86. Los datos representan los siguientes solutos: o Xe [5], O
O [3], A metanol (CH30H) [7], -7 etanol (CH3-CH,-OH) [15], > n-hexanol (CH3(CH3);OH) [16], %
n-hexanal (CH3(CHz)4CHO) [15], < etanonitrilo (CH3-CN) [7], + etanoato de etilo (CH3-COO-CHa-
CHj) [6, 15, 16], * n-etanoato de propilo (CH3-COO-(CHz)2-CHj) [6], x n-etanoato de butilo (CHs-
COO-(CH,)3-CHgs) [6, 15], @ n-etanoato de pentilo (CH3-COO-(CHz)4-CHs3) [6] y < ferrocenometanol
(C11H12FeO) [8]. La linea continua muestra la relacién de Stokes-Einstein para un amplio rango de
coeficientes de difusién. La linea a trazos gufa la vista para la ley experimental D ~ n~2/3. En aquellas
referencias en que no figuraban las viscosidades, se usé la expresién (2.5) de Génotelle para las mezclas
sacarosa-agua y las Tablas A.1 y A.2 para la viscosidad de agua pura. En aquellas referencias en que
no figuraba Dy, se obtuvo por extrapolacién de D.
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Figura 2.2: Relacién entre la difusién de trazas (D) y la viscosidad (n) de soluciones de saca-
rosa acuosa. Los datos representados corresponden a trazas de fluoresceina (Co9H1205), medido por
Champion et al. [9]. La linea continua muestra la relacién de Stokes-Einstein para un amplio rango
de coeficientes de difusién. Las lineas a trazos guian la vista para las leyes experimentales D ~ =092
(Iinea superior) y D ~ 1~2/3 (linea inferior).

14



CAPITULO 2. ANTECEDENTES 10

107 ¢ ‘ —
D™t .
_ RO )
107 @ 0, i
Obcboo
S%\O
Q 0 @O
N (o) N
é 0% o ~_
& 28 S
O \\
_11 o \\\
10 :' o o \\ 7]
-12
10 R —— —
10 10° 10"
n (mPa.s)

Figura 2.3: Relacién entre la difusién de éxido de polietileno (D) y la viscosidad (1) de soluciones
de trehalosa acuosa. Los datos fueron medido por Magazu et al. [13]. La linea de trazos muestra la

relaciéon de Stokes-Einstein.
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Las primeras mediciones de la viscosidad en sacarosa acuosa comenzaron hacia prin-
cipios del siglo XX. En las décadas del ’40 al '60 [17, 18] se terminaron de elaborar
las tablas actualmente vigentes (ver Tabla C.2). Los datos de viscosidad de trehalosa

acuosa son mas recientes [19]-[23| y estéan reunidos en la Tabla B.1.

En el régimen de muy baja viscosidad es vélida la relacién de Einstein [1],

n/m=1+2,5¢ (2.3)

que vincula la fraccién en volumen del disacarido (¢) con respecto a la viscosidad de

la solucién (n) y la del agua pura (no).

Muchos trabajos obtuvieron otras expresiones empiricas, tipicamente de la forma,

T o1+ vp+cd®+ ... (2.4)

To

Mathlouthi [24] resumi6 estos resultados, la mayoria derivados de las relaciones origi-
nales de Einstein [1], Huggins [25] y Kraemer [26]. En 1978 Génotelle [24, 27] obtuvo
una expresion para soluciones de sacarosa en el amplio rango de concentraciones de

0-85% w/w y temperaturas de 283K a 353 K 2,

log,on(s,t) = 22,46 f(s) + 1,1 ¢(t) +43,1¢(t)f*(s) — 0,114 (log,, mPa.s) (2.5)

2Tiene un error menor a +1% y es actualmente el standard adoptado por la International Com-
mission for Uniform Methods of Sugar Analysis (ICUMSA).
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s _30—t

1) =0 —1ms * W= 9177

(2.6)

siendo ¢ (°C') la temperatura y s la concentracién de sacarosa en % w/w (fraccién en

peso sacarosa/solucion).

La viscosidad de las mezclas sacarosa-agua no sigue un comportamiento tipo Arrhenius,
o sea, logygn ~ 1/T. En 1985 Angell [28] clasifica este tipo de materiales super-
Arrhenius como frdgiles con respecto a la relajacion en viscosidad. La viscosidad estd
relacionada con el tiempo de relajacién 7 por medio de la relacién de Maxwell n = G 7
(G es el médulo de rigidez instantaneo). Este concepto sefiala que en un rango cercano
a T,, la viscosidad (o equivalentemente, la relajaciéon 7) puede aumentar varios ordenes
de magnitud [29], contrario a lo que ocurre en el régimen de baja concentracién de
sacarosa y alta temperatura (ver Figura 2.4). El mismo comportamiento muestran las

soluciones acuosas de trehalosa (Figura 2.5).

Soesanto y Williams [30] senialaron que entre los coeficientes de una ecuacién que
describa la viscosidad debe figurar T, y n, = n(7,). Por este motivo introdujeron
exitosamente en 1981 la ecuacién de Williams, Landel y Ferry (WLF) (publicada origi-

nalmente en la referencia [31]), apoyada en las teorias del volumen libre (cfr. Capitulo

3),
U G (T - T,)
oo (1) = T T 27
B10 Mg Co+ (T —1Ty) 27)
con C1 = —17,44 y Cy = 51,6. La teoria asigna validez a (2.7) en regiones préximas a
T,, por lo que el rango de aplicabilidad dado por Soesanto y Williams estuvo entre T},
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y T, + 100 K.

La dependencia de la viscosidad con la concentracién a T, /T constante puede despre-
ciarse [32]. Los ajustes en la Figuras 2.4 y 2.5 muestran como es posible obtener el
mismo comportamiento (dentro del error experimental) para soluciones disacarido-agua

de distinta concentracion.

En 1988 Slade y Levine [33] establecieron, para soluciones de carbohidratos, que el
rango de validez de WLF se corresponde bien con la diferencia T, — T}, donde T,
es la temperatura de fusién del carbohidrato (en su forma anhidro). Observaron que,
en general, también se cumple que T,,/T, ~ 1,5. En los casos en que esta relacién
no se cumple (por defecto o por exceso), la ecuacién WLF es s6lo posible con valores
bien diferentes de Cy y Cy respecto de los universales detallados en (2.7). En el caso
de sacarosa, el cociente T,,/T, es 1,35-1,43 [30, 33] y para trehalosa da ~ 1,25, segin
datos de la referencia [34] y de la Tabla 5.4. En el andlisis de Slade y Levine, un
cociente bajo implica que WLF es valida s6lo en un estrecho ambito de temperaturas.
Es posible que, debido a esto, la transicién vitrea se alcance a viscosidades menores
que las usuales (n, < 10'? Pa.s). Las soluciones con valores bajos de 7, se corresponden
con altas T,. Esto ocurre especialmente con las mezclas de trehalosa-agua, cuya T} es

elevada.

Las causas de que el régimen WLF sea m&as o menos estrecho son varias. Slade y
Levine [33] sefialan a la asimetria del carbohidrato (con sus moléculas asociadas) como
una posible causa. En un ambiente de escaso volumen libre, la asimetria afecta su
movimiento roto-translatorio y anticipa la transicién vitrea. Magazu et al. [35] co-
rroboraron experimentalmente esta hipétesis. Por otro lado, la capacidad de interac-

cionar del disacérido (por medio de uniones puente H) altera la estructura de la mezcla,
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Figura 2.4: Logaritmo de la viscosidad en funcién de la temperatura reducida T, /T para soluciones
de sacarosa acuosa. La linea de trazos corresponde al ajuste experimental log;,n = 19,704.y3 —
13,455.y% +7,1778.y —5.2678 (y = T, /T). T, se interpolé segin la relacién T, = (w.338 K +4,85.(1—
w)135 K)/(w + 4,85.(1 — w)), siendo w la fraccién en peso de sacarosa. Los datos representan las
siguientes concentraciones en peso de sacarosa: o 20%, O 30%, A 40%, 7 50%, > 60% y <1 70%. Los
datos y el ajuste experimental se reprodujeron de la referencia [32].
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Figura 2.5: Logaritmo de la viscosidad en funcién de la temperatura reducida T, /T para soluciones
de trehalosa acuosa. La linea de trazos corresponde al ajuste experimental log;,n = 7,9108.y% +
4,4126.y* —2,6518.y — 3,5265 (y = T,/T). T, se interpol6 segin la relacién T, = (w.388 K +5,21.(1—
w) 138 K)/(w + 5,21.(1 — w)), siendo w la fraccién en peso de trehalosa. Los datos representan las
siguientes concentraciones en peso de trehalosa: o 10%, O 30%, A 38,3%, 7 48,1%, > 50%, <1 54,9%,
* 60,6%, x 66% y x 72,5%. Los datos y el ajuste experimental se reprodujeron de la referencia [32].
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afectando la viscosidad (cfr. referencia [36]). El disacarido, incluso, es capaz de formar
redes de moléculas unidas por uniones puente H [21, 37, 38]. La trehalosa, en parti-
cular, puede cambiar su conformacion espacial para interaccionar mejor con moléculas

de agua [36, 39].

2.3 Consideraciones finales

La difusién de solutos en el régimen WLF (cercano a la transicién vitrea) es mayor
que la predicha por Stokes-Einstein. Si el soluto es muy pequeno (respecto del sol-
vente, azlcar-agua), es posible que difunda a través de canales formados entre redes
de moléculas de solvente (cfr. referencias [21, 37]). Esto dependerd en gran medida de

la capacidad de interaccién del soluto con el solvente (uniones puente H, etc.).

Los solutos atrapados en recintos (debidos a moléculas de solvente) pueden difundir
por saltos hacia otras regiones (hopping process [40]). Este proceso no parece estar
claro aun [40], pero se sabe que los saltos ocurren luego de largos periodos dentro de
los recintos. Tanto los solutos de tamano comparable al solvente como los pequenos
pueden estar sometidos a este proceso. Las simulaciones con particulas tipo Lennard-
Jones muestran que el proceso de saltos conduce a un desacople entre viscosidad y
difusién, especialmente para solutos pequenios respecto del solvente [40]. La existencia
de este proceso conduce al fracaso de la teoria del acoplamiento de modos (MCT) en

el régimen ultra-viscoso (ver Capitulo 3 y referencia [40]).

Adin en el caso en que el soluto esté fuertemente ligado al solvente (i.e. interacciones
puente H) su movilidad puede ser superior a la predicha por Stokes-Einstein. En ese

caso, la difusién esta facilitada por movimientos de las redes de moléculas de solvente
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[9]. Esto es compatible con el régimen WLF y las redes mencionadas son las llamadas

regiones cooperativas (ver capitulo 3).



Capitulo 3

Parte Teorica

3.1 Teorias de la viscosidad y difusiéon

Las expresiones para la viscosidad 7 y la difusién D como funcién de T"y T, se apoyan
en las teorias de los dominios cooperativos, del volumen libre y del acoplamiento de
modos (MCT). Las dos primeras conducen a expresiones del tipo WLF para n y D,
respectivamente. La MCT, en cambio, obtiene una ley de potencias para 7. En los

siguientes apartados se daran las principales expresiones para cada una.

3.1.1 Teoria de los dominios cooperativos para la viscosidad

La teoria de los dominios cooperativos de Adam y Gibbs [41] considera al sistema
formado por N subsistemas independientes llamados regiones cooperativas (Coopera-

tively rearranging regions). En la Figura 3.1 (a) se muestra un esquema cualitativo.

18
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Cada dominio contiene z moléculas. Esta cantidad puede variar desde un valor minimo

z = z* hasta z — oo.

Adam y Gibbs plantearon una funcién de particién de equilibrio isotérmica-isobarica
para el sistema. A partir de ella dedujeron que la probabilidad media de transiciéon de

un estado del sistema a otro viene dada por la expresion,

W(T) ~ e = Ar/(KD) (3.1)

siendo K la constante de Boltzmann, y Ay = p’ — p la diferencia entre el potencial
quimico molecular de los subsistemas en condicién de tener una transicién (i) y el de
los N subsistemas (1). Se considera que Ay es practicamente independiente de T'y z.
El tamano critico z* se determina como el cociente entre una entropia configuracional
critica S¥ y la entropia configuracional del sistema S. (z* = S¥/S. ). La entropia
configuracional es aquella asociada a las configuraciones (posiciones moleculares) del

sistema.

El tiempo de relajacién estructural del sistema es 7, ~ w™1(T). A su vez, la viscosidad
se puede relacionar con 7, por medio de la relacion de Maxwell n ~ G 7 (donde
G es el médulo de rigidez instantdneo y 7 el tiempo de relajacién maxwelliano) [42]
siempre y cuando asimilemos 7 ~ 7,. Por lo tanto, esta teoria predice el siguiente

comportamiento,

U(T) C/(TSe(T))—C/(TsS(Ts))
—=— =€ e soclls (3.2)
(T5)

3

donde C' = S¥Au/K y Ty es alguna temperatura de referencia. Para que (3.2) se
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(1)

liquido
sobre—enfriado

2 t
1 Tm
T Ccristal

Figura 3.1: (a) A la izquierda, dominios cooperativos representados cualitativamente. Dentro de
cada dominio las moléculas se consideran ligadas. Las lineas de trazos separan las celdas imaginarias
de Voronoi. (b) A la derecha, representacién cualitativa de la entropia S en funcién de la temperatura
T para el régimen sobre-enfriado. T, es la temperatura de fusién. La linea continua inferior representa
un sistema cristalizado. La linea continua superior representa a un liquido sobre-enfriado. La linea
punteada conduce a S.(Tz) = 0 (ver texto).

pueda expresar en términos practicos, Adam y Gibbs debieron relacionarla con la
termodindmica asumiendo que cerca de Ty, S.(T) = S;(T) — Se,(T). S; es la entropia

de la fase liquida y S, la cristalina, segiin se muestra en la Figura 3.1 (b).

Esta diferencia se anula para alguna temperatura 7o < T, en la que se esperarfa que
el sistema alcance una transicién de fase de segundo orden. Bajo estas condiciones, y

luego de alguna manipulacién algebraica, se obtiene una ecuacion del tipo de Williams-

Landel-Ferry (WLF) [31],

n\_ Gi(T-T)
In (n> afoa = (3.3)
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C oo T, In(T,/T3)
CAC, T n(T.)Ty) 2 Wn(Tu/T) + [1+ T./(T — T)| In(T/T)

donde S¢(T) =~ AC, In(T/T3) y AC, = CI(T,) — C5(T,) es la diferencia de capacidades
calorificas entre la fase liquida y la cristalina (suponiendo que se mantiene constante

en un entorno de 7).

3.1.2 Teoria del acoplamiento de modos (MCT) para la vis-

cosidad

La MCT estudia las fluctuaciones de la densidad p del sistema y trata de explicar
muchos resultados obtenidos a través de experimentos de scattering. La magnitud de
interés en estos experimentos es el espectro de relajacién ¢(w), o sea, la transformada
de Fourier de la funcién de relajacién ¢(t). ¢x(t) corresponde a la autocorrelacién nor-
malizada ¢y (t) = (p—x(0) p(t))/{p-x(0) px(0)) [43] (siendo k la componente de longitud

de onda espacial).

En el espectro de relajacion se encuentra una frecuencia w, = 1/7, en la que aparece
una resonancia, cuyo valor es muy sensible a los cambios de temperatura 1. No se la
puede relacionar con movimientos vibracionales o rotacionales moleculares, dado que
éstos tienen frecuencias tipicas mayores, del orden de wy ~ 102 a 10**s~!. El hecho de
que w, dependa fuertemente de 7" permite intuir que tiene que ver con reacomodamien-

tos estructurales colectivos del sistema.

La resonancia w, se desplaza hacia frecuencias menores, en la medida que enfriamos el
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Figura 3.2: (a) A laizquierda, ejemplo de espectro de relajacién dieléctrica para 17,2% fraccién molar
de cloruro de fenilo (C¢H5Cl) en cis-decahidronaftaleno (CioHys) (T = 133,7K, T, = 131K). Las
pérdidas dieléctricas se relacionan con el espectro de relajacién por medio de la relacién €’ ~ wp(w).
Las flechas indican las frecuencias de resonancia para la relajacién o y 8. (b) A la derecha, la misma
solucién que en (a). Se representan las frecuencias de resonancia f,,, en funcién de la temperatura. Las
flechas muestran la temperatura critica T, de separacion entre la relajacion « y 3, y la temperatura
de transicién vitrea Ty. Ambos gréficos fueron reproducidos de la referencia [44].

sistema. Pero a partir de cierta temperatura, las espectroscopias empiezan a mostrar
una segunda resonancia. Es una resonancia mas regular, pero también mas débil que la
que ocurre en w,. Se observa que esta nueva resonancia se da a una frecuencia wg > w,

(ver el ejemplo de la Figura 3.2 (a)). La separacién entre ambas frecuencias es mas

notoria conforme nos aproximamos a 7Tj.

Las tres resonancias que muestran las espectroscopias estan vinculadas por la relaciéon
de orden w, < wg < wp. Laresonancia 3 es intermedia a las otras dos, de manera que es
razonable pensar que se relaciona con la dindmica de un grupo pequeno de moléculas,

o sea, con una molécula y las de su entorno.

En la Figura 3.2 (b) se observa una region estrecha en la que se produce la separacion

entre la relajacion o y la #. Podemos asociarla con la temperatura 7, de transicion
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entre un régimen liquido y otro mas parecido al estado vitreo. A temperaturas altas
(T' > T,) la resonancia 3 esta enmascarada por la «, mientras que para 7' — T}, ambas

se separan.

Para explicar la separacion entre la relajacion a y la 3, la MCT parte de una ecuacién

de evolucién temporal microscépica [43, 45] y llega a la expresién,

(1) + w2o(t) + /0 M)t — ) dr =0 (3.5)

para un valor de k fijo. Las condiciones iniciales son ¢(0) = 1, ¢(0) = 0. M es
una funcién de memoria. En una primera aproximacién se considera M (t) = Aw2¢?(t)
[45, 46] donde A es un pardmetro de control dependiente de la densidad y la temperatura

del sistema.

La solucién de (3.5) depende del valor de A\. En la Figura 3.3 (b) se ejemplifica una
soluciéon para A < 4. 1y, T3 y T, son tres escalas de tiempo necesarias para expresar la

solucién de (3.5). Estas tres relajaciones estan relacionadas segun [44],

75~ (4= X)) , 0<a< %

1 1
wr~ (4= X)) , y=—+— , 0<b<1
Ta ~ ( )70 7= 5. T 9
El valor A\, = 4 es un punto critico (asociado a la temperatura critica 7;.). Cuando

A — A. (pero siendo A < A.) se observa que 7, — oo. El sistema ya no relaja

completamente.
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Figura 3.3: (a) A la izquierda, funcién de autocorrelacién ¢(t/79) caracterfstica de un sistema sin
memoria. (b) A la derecha, autocorrelacién segin las soluciones de la MCT para A < A.. Las curvas a
trazos representan (1) movimientos vibracionales moleculares dados por ¢(t) = cos(wot), (2) relajacién
B dada por ¢(t) = 0.5+ /0,001 (t/75) "3 y (3) relajacién o dada por ¢(t) = 0.5 —0.01 (¢/74)%7. 70 ¥y
7g se definen en el texto. La linea continua representa cualitativamente la solucién exacta de la MCT.
La viscosidad se relaciona con el tiempo de relajacion por medio de la expresion de

Maxwell ) ~ G 7 [42]. Cuando T'— T.", domina la relajacién « y es posible conside-

rar 7 ~ T,. La viscosidad seguird un comportamiento,

n~(T—=T)" (3.6)

para (T —T.)/T. < 1.

La validez de (3.6) se extiende sobre un rango estrecho de temperaturas. Sélo vale si
T — T.F, cuando el grado de empaquetamiento del sistema es elevado. Por otro lado, la
divergencia en T, no es realista, por lo que en un muy estrecho entorno de ésta tampoco
es aplicable. La ausencia de un comportamiento WLF (~ exp(1/|\— A.|) para T > T,)

se debe a que la MCT no toma en cuenta la existencia de regiones cooperativas [46].



CAPITULO 3. PARTE TEORICA 25

3.1.3 Teoria del volumen libre de Cohen-Turnbull-Grest para

la difusién

Cohen y Turnbull [47, 48], y Grest [49] plantearon un modelo basado en que,

e Es posible ubicar regiones en el sistema en donde las moléculas ocupan un cierto

volumen especifico v (celdas).

e Si éste es mayor que un valor critico dado v., puede ocurrir un desplazamiento o

reordenamiento dentro de esa regién.

e El proceso de reordenamiento no requiere de energia libre porque se supone que

el volumen libre medio total del sistema vy = v — v, permanece constante.

Las celdas cuyo volumen es mayor que el volumen critico (v > v.) fueron asimiladas a
un estado liquido. Las celdas en que v < v, fueron consideradas en estado condensado.
Las celdas liquidas forman fragmentos (clusters) si estdn en contacto con al menos z
celdas vecinas liquidas (en general, z > 3). Dentro de cada uno de estos fragmentos

puede ocurrir reordenamientos, que son los que contribuyen a la difusion.

La teorfa del volumen libre es basicamente una aproximacién de campo medio [49]
en la que la densidad de distribucién de celdas de volumen v se obtiene minimizando
la energia libre del sistema. Conocida esta distribucién, se deduce [47, 49] que la

contribucion a la difusion de un fragmento liquido formado por v celdas liquidas es,

D, ~ e”vm/(vs) (3.7)
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donde vy, es el volumen molecular y (vy) es el volumen libre medio de las celdas liquidas.

La difusién total del sistema (D) es la suma de las contribuciones parciales D, de
cada fragmento liquido de tamano v = vy, ..., 00, ponderadas por la distribucién
de fragmentos. En este punto, Cohen y Grest introducen la teoria de la percolacion
para determinar esta distribucion. Observan que, cerca de la transicién vitrea, el

comportamiento de D no cambia mucho respecto de D,, resultando finalmente,

D = Dy e vm/n (3.8)

La aplicabilidad de (3.8) depende de la posibilidad de relacionar (vs) con magnitudes
termodindmicas. Tipicamente se hace la aproximacién [46] (vs) ~ v, Aa(T — Tp)
(siendo vy el volumen en la transicion vitrea). Aa = o(T,") — a(T;) es la diferencia de
coeficientes de expansién térmica (a presién constante) antes y después de la transicién
vitrea [46]. En general, se tienen valores Aa ~ 5.107*1/°K y 0,3 < o(T, ) /a(T})) <

0,5. Si se realizan los reemplazos correspondientes, se llega a una ecuacién de Fulcher-

Tammann-Hesse,

D = Dy e B'/(8a(T=Tv)) (3.9)

con B* = 0,94 0,3 [46].
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3.2 Relacién entre viscosidad y difusion

3.2.1 Relaciones generales

La movilidad de una particula viene dada por el cociente entre su velocidad v y la
fuerza externa aplicada f, es decir, b = v/f [50]. Su inversa (1/b ') es el coeficiente
de friccién (. En el caso de una particula grande, inmersa en un liquido que sigue un
movimiento browniano, éste se relaciona con la funcién de autocorrelacion de velocidad

por medio del siguiente decaemiento exponencial [53],

wO)v(t)) = (@) e Y™ | t>0 (3.10)

La expresién (3.10) vale para cualquiera de las tres coordenadas cartesianas porque se
supone homogeneidad del medio. La relacién con la difusion D es inmediata, puesto

que por definicién [52],

D = lim ~(jr(t) — £(0)[?) = 7w o) de=m e (3.11)

donde en la tltima igualdad se apeld a (3.10). Ademds se supuso que las moléculas
del medio (solvente) son de dimensién mucho menor que nuestra molécula de prueba
(soluto) y que las colisiones son abundantes y rapidas, de manera que las fuerzas

aleatorias se corresponden con un ruido blanco gaussiano.

Para vincular la expresién (3.11) con magnitudes termodindmicas es necesario plantear

No confundir este coeficiente de friccién con el usado en cierta literatura [51], en el que se asocia
m¢ = 1/b, siendo m la masa del soluto. Kubo distingue esta tltima, llamando my = 1/b [52].
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alguna distribucién de equilibrio. Tipicamente se usa la de Boltzmann [54], en la que
(v¥) = KT/m (m es la masa de la particula, K la constante de Boltzmann y T la
temperatura del sistema). En el caso de usar una estadistica de Maxwell, la relacién

difiere en un factor constante D = (4/3) KT b [55].

En general, el teorema de fluctuacion-disipacion asegura que el cociente entre la fluc-
tuacién (aqui representada por D) y la disipacién (representada por b, también lla-
mada funcién respuesta) es proporcional a T' [56], es decir D/b ~ T. La relacién de
Stokes-Einstein (2.2) es un caso particular del teorema para sistemas en el equilibrio
termodindmico, con solutos grandes y rodeados por un fluido (solvente). En ese caso,
la friccién hidrodindmica de Stokes es 1/b = CmnR [50], siendo R la dimensién carac-
teristica del soluto y 7 la viscosidad dindmica del solvente. Si la particula es esférica, R
coincide con su radio. En el caso de un elipsoide, dependera de su orientacién respecto
de su velocidad translacional y de su relacién de semi-ejes mayor a menor [50, 57].
La constante C' depende de las condiciones de contorno soluto-solvente (C' = 4 para

resbalamiento y C' = 6 para adherencia).

En el caso de sistemas metaestables (régimen sobre-enfriado), muy cerca del equilibrio
y suponiendo linealidad en la respuesta del sistema, la relacion de Stokes-Einstein
(2.2) toma una forma méas general, donde la movilidad es dependiente de la frecuencia
[52]. Fuera del equilibrio y cerca el estado vitreo, es posible definir una temperatura
efectiva Ty, de manera que D/b ~ Ty [58]. T; depende de la escala de tiempos (o

equivalentemente, de la frecuencia) y es mayor que 7 [58].
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3.2.2 Modelos de desacople viscosidad-difusion

En la literatura de los ultimos anos encontramos muchos modelos que explican la
ruptura de la relacién de Stokes-Einstein (Ec. (2.2)). Muchos de ellos se basan en

modelos de redes de nodos fijos.

Jung et al. [59] y Garrahan y Chandler [60] analizaron el comportamiento de una hilera
de spines, del tipo ... TTIT1]1|T .... Su dindmica viene dada por la regla de que un dado
spin puede cambiar de estado si el spin a su izquierda esta en el estado n; = +1.
Esta restriccién al movimiento le brinda cooperatividad al sistema y lo hace capaz de

desplegar dominios (heterogeneidades) dindmicos.

La relajacién estructural (1) en la hilera de spines escala como una ley de potencias.
Lo mismo ocurre con la difusién (particulas que van saltando entre sitios vecinos con
spin T). Las simulaciones demuestran que a altas temperaturas D ~ 77! pero a

073 Es decir, se produce una violacién de la relacién de

bajas temperaturas D ~ 7~
Stokes-Einstein atribuida a las fluctuaciones en las heterogeneidades. Este sistema no

conserva la cantidad total de spines Ty | [61] y, por lo tanto, no es del todo realista.

Diaz-Sénchez et al. [62] estudiaron una red bi-dimensional, formada por estructuras
T, L, F, - Este sistema simula moléculas asimétricas con distintas orientaciones. Los
resultados mostraron que tanto la relajacién estructural como la difusiéon siguen una

ley de potencias con un exponente 2,65 < v < 2,70,

T~ (pmax - ,0)77 ) D~ (pmax - p)’y (312)

donde p es la fraccion de nodos ocupados en la red y ppax €s la ocupacion maxima
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posible.

El modelo no viola la relacién de Stokes-Einstein, pero sigue el comportamiento predi-
cho por la MCT con un exponente cercano al valor de 2,58 anticipado por ésta para

particulas esféricas [46].

Concluimos que la frustracion del movimiento por asimetria molecular por si sola no
lleva al desacople entre viscosidad y difusion. En cambio, si observamos nuevamente
el modelo de Jung et al. [59], advertimos que las restricciones capaces de generar
cooperatividad en el sistema y que son formadoras de dominios, conducen a la ruptura

de la relacién de Stokes-Einstein.

Cicerone et al. [63] estudiaron una red ciibica simple, espacialmente heterogénea. En
su modelo, una particula podia saltar hacia nodos vecinos, permaneciendo un tiempo
de relajaciéon 7 en cada nodo. La heterogeneidad consistié en asignar un tiempo de
relajacién 7; para algunas regiones rdpidas (o liquidas) del sistema y otro 7o (12 > 71),
para regiones lentas (o solidas). También se le asigné dindmica a cada regién, cam-
biando su estado (lento o rapido) cada cierto tiempo 7’. En el caso de heterogeneidades
estéticas (7' = 00) el desacople entre la difusién y el tiempo de relajacion medio del sis-
tema aumentaba, en la medida que el sistema se volvia més heterogéneo (mayor 75/71).
Para 15 /7 constante, y variando 7/, el desacople no se maximizé cuando 7" — 0. Esto
mostré que era necesario un mecanismo de fluctuacién de las heterogeneidades espa-
ciales para que se produzca el desacople (cf. Jung et al. [59] y Chandler [60]). El

tiempo de relajacion de ese mecanismo es dificil de determinar.

Ademas de los modelos de redes, existen teorias que proponen la existencia de domin-

ios (heterogeneidades), cada uno con tiempos de relajacién estructurales 7 diferentes.
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Tarjus y Kivelson [64] consideran que la relacién de Stokes-Einstein es valida sélo den-
tro de cada dominio, pero que en la escala de tiempos experimentales, una molécula
atraviesa un numero grande de estos dominios. La difusién medida sera un valor medio

de la difusién en cada domino.

El modelo de Tarjus y Kivelson [64] supone que existe una distribucién de dominios
dependiente de su tamano p(L). La probabilidad de encontrar a una molécula en un
dominio de tamafio entre L y L+dL es p(L) L*dL. Si la relajacién estructural en cada
medio sigue la relacion 7 ~ exp[E(L)/KT] (E(L) es una energia libre de activacién),

la viscosidad ser4,

7~ / YL L2 p(L) POIKT (3.13)
0

En cambio, la difusién en cada dominio es proporcional a T'/n(L) ~ T exp[—E(L)/KT].

La difusiéon medida es,

D~ / T AL L p(L) e BEIKT (3.14)
0

Tarjus y Kivelson concluyen que la simple existencia de dominios es causa del de-
sacople. Si la temperatura es suficientemente alta, desaparece el concepto de dominios

(heterogeneidades) y se obtiene una relacién de Stokes-Einstein.

Xia y Wolynes [65, 66] plantearon la existencia de heterogeneidades, pero no consi-
deraron vélida la relacion de Stokes-Eintein dentro de cada dominio. En lugar de la
movilidad de Stokes, usaron la expresion dada por Hodgdon y Stillinger. Esta considera

que la regién adyacente a cada molécula (r < L) tiene una viscosidad local 7, distinta
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Figura 3.4: A la izquierda, particula (gris) moviéndose en un dominio (L) de viscosidad 7;, distinta
de la viscosidad media del sistema 7. A la derecha, diagrama de una distribucién de heterogeneidades.
En gris se muestran dos regiones, una mas chica respecto de los dominios tipicos, y otra mayor que
ellos.

de la viscosidad macroscépica 1o (r > L) (ver Figura 3.4). La expresion de la movilidad

de un soluto de radio R < L en este medio es,

1

b= W RIGO (3.15)

donde f = f(l,() es una funcién conocida, I = L/R y { = no/n. La difusién dentro de
cada dominio es KTh (ver Ec. (3.11)) y la difusién medida es el promedio sobre todas
las heterogeneidades. A diferencia del modelo de Tarjus y Kivelson, la distribucién de

heterogeneidades depende de la entropia configuracional.

Los modelos de Tarjus y Kivelson, y de Xia y Wolynes son mas realistas que el de
Cicerone et al. en cuanto que admiten la existencia de una distribucién de heteroge-
neidades, en lugar de sélo dos tipos de regiones [66]. Sin embargo, el modelo de Xia
y Wolynes determina esa distribucion a partir del espacio configuracional. Tarjus y

Kivelson sélo hacen consideraciones sobre el volumen de las heterogeneidades.
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3.3 Analisis de las teorias usadas

3.3.1 Validez de la teoria WLF

Williams et al. [31] obtuvieron valores experimentales constantes de Cy y Cy dentro
del rango T, < T < T, + 100 K en la Ec. (3.3). Sin embargo, en (3.4) se observa que
C5 depende de la temperatura 7. Esto impone un limite al rango de aplicabilidad de
(3.3). Si se usa la expansion In(1 +z) =z —x/2 +2%/3 — x* /4 + ... [67], el coeficiente

C5 resulta,

T In(T,/T5)

17T —T, T —T,\2
ln(TS/Tg)+1+§ T, +OK 7 )]

&= (3.16)

La dependencia con la temperatura se pierde en la medida que T" — T,. En general,
Williams et al. [31] encontraron que las viscosidades para distintos materiales ajustaban
mejor la ecuacién (3.3) si se elige Ty = T, + 50 K en lugar de Ty = T,,. Los argumentos
fueron de caracter experimental, pero se pueden complementar con el hecho de que
una referencia a mitad de camino entre T, y T, + 100 K estabiliza mas el valor de C%,

segin (3.16).

Cuando se cambia la temperatura de referencia Ty en la ecuacién (3.3), a otra Ty, se

obtiene una nueva ecuacion WLF de parametros [41, 68],

&

Cl:CQ_(Ts_Ts’> ’

CL=Cy— (T, — Ty) (3.17)

donde C7 y C) representan los pardmetros definidos por 7. Es inmediato que CC) =
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C1Cy y que C) — Ty = Cy — Ts. Ambas expresiones son invariantes ante cambios de la

temperatura de referencia . Las magnitudes,

B=-CCy, , Tu=T,—Cs (3.18)

son parametros constantes del sistema. La ecuacion WLF (3.3) puede ser expresada

en funcién de ellos [69, 70],

B
m(l):T_T (3.19)

que es la forma equivalente de Vogel-Fulcher-Tammann-Hesse. T, es la temperatura
de Vogel, es decir, aquella en la que n — oo. B se interpreta como una energia de

activacién del sistema.

Suele asociarse T, con la T, dada por Adam y Gibbs. Sin embargo, a veces no coinciden
(T < T,,) debido a que S, < S; — S, 0 sea, hay una fraccién de esa diferencia que no
contribuye con la movilidad. Por lo tanto, segiin Miller [71], lo correcto es considerar
Se(Tw) = 0. Esto no implica necesariamente que Ty, deba ser interpretado como el

punto de una transicién de fase [46].

3.3.2 Relacién entre WLF y MCT

Un desarrollo novedoso propuesto por Kumar [72] permite relacionar sencillamente la
ecuacion WLF con la viscosidad dada por MCT. Béasicamente considera al sistema

compuesto por particulas rigidas (sélidas) en un medio liquido. La dindmica de la
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viscosidad viene dada por la ecuacién de Einstein n = ng (1 + v0¢), donde v = 2,5
y 0¢ es una pequena fraccion en volumen de las particulas rigidas. Por cada d¢ que
se agrega en el sistema, éste se desplaza de su valor anterior 7(¢) segin la relacién de

Einstein,

n(¢ +0¢) =n(¢) (1 + v&) (3.20)

donde el denominador (1 — ¢) garantiza que la fraccién en volumen sea considerada
respecto del volumen liquido. Maés atn, el volumen liquido efectivo es méas pequeno
porque antes de llegar a ¢ = 1 el sistema pasa al estado amorfo (en el lenguaje de
percolacion, es el punto en el que desaparece el ultimo fragmento percolante). Segin
la MCT, este estado se alcanza para un cierto valor critico ¢. < 1. Entonces, se debe

reemplazar el denominador por (¢. — ¢). En el limite §¢ — 0 resulta,

dn _~do n— no(cbc — ¢>>‘” (3.21)

— Y )
¢c - ¢ ¢c
Para WLF, el estado amorfo (transicién vitrea) se alcanza para algin otro ¢y > ¢.. Esto
se debe a que, de acuerdo con Adam y Gibbs, los reacomodamientos cooperativos hacen

posible una relajacion estructural completa del sistema. Esto no estd contemplado en

la MCT.

La Ec. (3.21) debe ser modificada para ¢y > ¢.. Los agregados d¢ no sélo deben estar
referidos a la fraccién liquida (¢y — ¢), sino que ademds deben estar ponderados por
la probabilidad de que se incorporen en regiones cooperativas. La fraccién (¢g — ¢) se

reemplaza por una magnitud proporcional a (¢y — ¢)?, resultando,
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d d
an _ a ¢ . =1 e~ /%0 o/ (P0—9) (3.22)

n (o — 0)?

La constante « incluye a v y a coeficientes debidos al denominador (¢g — ¢). Las
formas MCT y WLF surgen inmediatamente si se supone que ¢ = ¢(T') y que crece
mondtonamente, mientras 7" decrece (por ejemplo, ¢ ~ T,/T) [72]. En el caso WLF,
al introducir esta relacion y el factor «a, se pierde el valor concreto de las constantes
involucradas. Pero en MCT, el exponente v = 2,5 se mantiene. Es sorprendente que

la MCT predice independientemente un v = 2, 58 para particulas esféricas [46].

3.3.3 Validez del modelo hidrodinamico de Stokes

En las Figuras 2.1 y 2.2 se muestra la relaciéon entre D y 7 para solutos de tamano

menor o comparable al solvente. La relacion de Einstein establece que,

D="" (3.23)

siendo ( la friccién total sobre el soluto. Si el soluto es grande y rodeado por un fluido,
C es la friccién hidrodindmica de Stokes (g = CmnR (4 < C < 6). Esto no concuerda

bien con los datos experimentales cuando senalan que ¢ ~ n® (a < 1).

La teorfa hidrodindmica molecular [73] y la MCT [51, 74] incluyen un término mi-

croscopico en la friccién total,

E — <7M + CT{ (324)
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donde (s es la friccién microscépica. La expresion (3.24) considera que el soluto es no

cargado.

La friccion hidrodindmica (5 ocurre por el movimiento colectivo de las moléculas de
solvente (fluido). (ys, en cambio, se debe a las colisiones directas (no correlacionadas) y
repetidas (correlacionadas) del soluto con su entorno. La friccién por colisiones directas

viene dada por la teoria de Enskog [73],

(g = 2\/27TKT,unr2g(r) (3.25)

donde p es la masa reducida soluto-solvente, g(r) es la funcién de correlacién radial
a la distancia r (r es aproximadamente la distancia a los primeros vecinos) y n es la

densidad media de particulas de solvente.

La friccién microscopica es (yy = (g+ (g, donde (g es la friccion por colisiones repetidas
[51]. (g se vuelve dominante cuando el soluto queda atrapado en recintos formados

por moléculas de solvente.

La expresion (3.24) presenta una falla importante cuando D es pequeno porque no
permite que D < KT /(g [73]. Si el soluto es grande respecto del solvente, este efecto
es despreciable porque (g domina respecto de (. Esto se debe a que (g es del orden

O(R), mientras que (g es O(R?).

Cuando el soluto es un ion en un solvente polar, se producen interacciones de tipo ion-
dipolo. El movimiento del ion perturba la polarizacion de equilibrio del solvente, de
manera que pierde energia en el proceso. Esta pérdida de energia del ion se formaliza

como una friccion, llamada dieléctrica.
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Se considera que la friccién dieléctrica (¢4) es aditiva a la friccién de Stokes ((s) [75].

Es decir,

(= (+ G =06mnR+ (4 (3.26)

donde ( es la friccion total sobre el soluto, si se desprecia la friccién (yy.

El modelo de Zwanzig [76, 77] para la friccién dieléctrica considera al ion como una es-
fera de radio R moviéndose lentamente con velocidad constante en un medio dieléctrico
de permitividad compleja €(w) (dependiente de la frecuencia w). El medio permanece
en reposo mientras el ion se desplaza. Este, a su vez, estd constituido por una carga

puntual g en su centro. Bajo estas condiciones, se deduce que,

o 2¢* 1 [de(w)
Ca =1T9,8 X gﬁ-e(op < >w0 (3.27)

para velocidades pequenas. Todas las magnitudes se expresan en unidades MKSC. El
coeficiente 79,8 convierte el lado derecho de la igualdad a (4, expresado en unidades

gaussianas 2.

El modelo dieléctrico de Debye establece que,

€(0) — €(c0)

e(w) = e(o0) + —

(3.28)

donde €(0) es la permitividad estatica y €(co) es aquella para w — oo (permitividad ins-

2Si todas las magnitudes se trabajan en unidades gaussianas, este coeficiente debe omitirse.
Zwanzig [76] utilizé integramente unidades gaussianas.
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tantdnea). 7 es el tiempo de relajacién dieléctrica del medio. Realizando la derivacién

en (3.27), se llega a la expresion final,

(3.29)

vélida siempre y cuando la velocidad del soluto no exceda el valor €(0)R/(6¢(o0)T) [76].

Los sistemas disacarido-agua de interés en esta Tesis presentan tiempos de relajacion
dieléctrica (1) del orden de 1071 — 107195, permitividad estética €(0) ~ 40.¢y — 80.€g
3 y permitividad instantdnea €(oo) & 5.6y [78]-[80] *. Esto conduce a valores de (g,
para el caso de solutos mono-aniénicos (¢ = e), entre 1071 y 3.107 gr/s. Si el soluto
es dianiénico, estos valores se cuadruplican (¢ = 2e). Aun asi, la fricciéon de Stokes
sigue predominando en nuestro sistema de interés. Por ejemplo, para sistemas cuya
viscosidad sea n > 10mPa.s y un soluto tipico de R =5 A, la friccién de Stokes que se

obtiene seguin (3.26) es de 1077 gr/s.

Esto nos lleva a concluir que en los sistemas bajo estudio (, > (4 y, por lo tanto, no
sera tenida en cuenta en adelante. Observemos también que estas afirmaciones son
vélidas siempre y cuando el soluto se desplace lentamente. Segin Zwanzig [76], su
velocidad no debe superar €(0)R/(6¢(c0)7) ~ 10m/s. En general, este es el caso para

todos los liquidos.

3¢o es la permitividad del vacio. Recordemos que estamos usando magnitudes en el sistema MKS.

4En términos rigurosos, los tiempos de relajacién dados en esta literatura corresponden a los
hallados para el modelo de Cole-Cole en lugar del de Debye. Pero lo que se intenta aqui es dar un
orden de magnitud en lugar de un valor preciso.
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3.4 Consideraciones finales

Las teorias sobre la viscosidad y difusién son consistentes en cuanto que plantean un
escenario de dominios cooperativos (WLF), celdas (CTG), o bien, recintos (MCT). La
WLEF y la CTG establecen un comportamiento similar, como funcién de la temperatura

(ver (3.19) y (3.9)). Sin embargo, al vincular ambas, se obtiene,

B B* B*

InD ~ — . ~ 1
& T—T, BAa ~ BAa

n (3.30)

SiB*~1, B=-C1C,Ky Aa 2 5107*K™! el coeficiente de (3.30) resulta superior
a la unidad. Esto es contrario a los resultados de las Figuras 2.1 y 2.2. Vemos una

falla importante de las teorias usadas.

Por otro lado, la MCT predice una ley de potencias para n en funcién de la temperatura.
También establece la pérdida de ergodicidad para una temperatura critica T,.. La
formacién de recintos provoca que los solutos colisionen repetidamente con su entorno,
reduciendo su movilidad. Sin embargo, esto no conduce a una dependencia D ~ n~*¢

(a <1).

Los modelos de redes muestran que la cooperatividad del movimiento y la formacién
de heterogeneidades espaciales llevan al desacople entre la viscosidad y la difusién.
Sillescu [81] seniala, en su revisién sobre los trabajos de Stillinger y Hodgdon [82, 83],
que las heterogeneidades espaciales se introducen por suposiciones independientes del
mecanismo de fluctuacion. Por eso es que distintas teorias presentan heterofases, pero

sus dindmicas son distintas.
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El modelo de Cicerone et al. [63] mostré la necesidad de un mecanismo de fluctuacién
de las heterogeneidades espaciales para maximizar el desacople (i.e. compatibles con las
observadas experimentalmente). Es decir que, segin su modelo, las heterogeneidades
deben ser dindmicas. Sin embargo, el modelo de Tarjus y Kivelson [64] no es dindmico
y basta la sola existencia de heterogeneidades (estaticas) para provocar el desacople.

La afirmacion de Sillescu [81] del parrafo anterior resuelve esta aparente contradiccién.



Capitulo 4

Método FRAP: descripcion

experimental y solucién alternativa

En este capitulo se describe la metodologia empleada para conocer la difusiéon de solu-
ciones acuosas de azicares en la region sobre-enfriada cerca de la transicién al estado
vitreo. No hay muchas técnicas capaces de medir difusiones pequenas. Las mas im-
portantes son la de Forced Rayleigh scattering (FRS) y la de Fluorescence Recovery
After Photobleaching (FRAP), una de cuyas variantes se desarrolla a continuacién.
FRAP permite observar difusiones en un amplio rango (1072 m?/seg a 107'7 m?/seg),
es aplicable a una amplia variedad de fluoréforos segiin las condiciones de solubilidad

y requiere que el medio sea translicido.

42
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4.1 Introduccion

El procedimiento FRAP que usamos consiste en generar un haz intenso de diametro w y
corta duracién (haz de escritura) que foto-blanquee irreversiblemente una muestra con
moléculas fluorescentes. Luego, se monitorea la recuperaciéon de la fluorescencia en esa
regién por medio de un haz de menor intensidad (haz de escritura). El coeficiente de

difusion D del fluoréforo en el medio viscoso se obtiene a partir de la funcién respuesta

medida F(t).

F(t) es la evolucién temporal de la concentracién media de moléculas fluorescentes en
la regién monitoreada (ver Seccién 4.3). Su forma matemética proviene de la solucién
tedrica de la ecuacion de Fick en volumen, para las condiciones iniciales y de contorno
propias de la geometria usada. La solucién dada por Axelrod et al. [84] es la mds usada
en situaciones como la nuestra. Ella supone que los haces de escritura y lectura son
idénticos (aunque de intensidades diferentes). En la practica, éste no siempre es el caso
(por ejemplo, por recorrer caminos 6pticos diferentes, etc.). Por otro lado, esta funcién
no es lineal respecto de D, de manera que el tratamiento de los datos es complejo y
en muchos casos pueden quedar enmascarados otros efectos como difusién andémala,

conveccion, etc.

En la Seccién 4.4 se presenta una expresion alternativa para la funcién respuesta F(t)
en términos del coeficiente de difusion del soluto y que es capaz de solucionar los
problemas mencionados. En la Seccién 4.5 se realiza un analisis numérico detallado de
la alternativa propuesta y se la compara con la solucién clasica de Axelrod et al.. En
la Seccién 4.5.3 se extenderd esta comparacién a una situacién ideal, por medio de la

simulacién de una funciéon de recuperaciéon. Esta se obtendra a partir de un coeficiente
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de difusién conocido més ruido blanco Gaussiano.

4.2 Arreglo Experimental

El sistema, mostrado en la Figura 4.1, consiste en un haz gaussiano de longitud de onda
A = 488 nm, generado por un laser de argén (a) de 700 mW (Coherent Innova 90) de
manera de foto-blanquear la muestra (haz de escritura) y también excitar las moléculas
no foto-blanqueadas de fluoréforo (haz de lectura). Ambos haces se generaron con el
laser de Ar, emitiendo a partir de una cavidad estable. La emisién natural de esta
cavidad es un modo Gaussiano y corresponde al modo transverso eléctrico de menor
orden (TEMyg). Ademsds, se caracterizo el haz, midiendo su perfil de intensidades por

un método de rueda dentada.

El obturador (3), junto con el temporizador (6), en la Figura 4.1, permiten conmutar
entre el haz de escritura y el de lectura. El haz de escritura de parametros I'(0) y w' es
enfocado en la muestra mediante el sistema de espejos y lente (c), pasando a través de
la cunia (2) y el obturador (3) (estado abierto). Las cunas estdn constituidas por vidrio
BK7. La intensidad del haz de escritura que sale del divisor es alrededor del 85% del

original.

El haz de luz secundario es de alrededor del 4% de la intensidad original; después de la
primera divisién del haz, su intensidad se reduce por un factor de 1072 en el atenuador
Inconel (4) y ésta se propaga luego a la segunda cunia que lo refleja hacia la muestra
por el mismo camino que el haz de escritura cuando el obturador estd cerrado. El
temporizador electrénico (6) controla la posicién del obturador para escribir (estado

abierto) y para leer (estado cerrado). El retardo entre el cierre del obturador (3) y la
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Figura 4.1: Esquema experimental usado para FRAP. Las etapas que lo forman son (a) generacién
del haz. (b) divisor de haz. (c) acondicionamiento del haz. (d) colector de luminiscencia (e) bafio
térmico. Dentro de cada una se muestra (1) haz gaussiano (2) cuiia (3)obturador (4) atenuador x 1073
(5) lente de enfoque (6) temporizador (7) lente colectora (8) muestra (9) foto-multiplicador (10) filtro
515nm (11) circuito Ny (12) sistema de adquisicién.
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Figura 4.2: Propagacién de un haz gaussiano a lo largo de z. Se observa el comportamiento del ancho
w(z) y del dngulo de divergencia 6(z). El parametro confocal b es la distancia en la cual w(z) < v/2wy.
wo es la cintura del haz.

apertura de su homologo delante del foto-tubo (9) (tiempo de sombra) es de alrededor
de 100 ms. Este retardo fue implementado para evitar una iluminacion accidental del

detector (9) con el intenso haz de escritura.

En la Figura 4.1 se representa una lente convergente (5) que permite controlar el
tamano del haz. La lente enfoca el haz después de haberse propagado una distancia
2. El tamano del haz estd dada por w(z;) = 6.z, siendo € = 0,5 mrad. En la posicién
de la lente (5) z; = 4,36 m, y el valor medido del tamano del haz es 2,18 mm. La
propagaciéon del haz gaussiano luego de atravesar la lente se representa en la Figura

4.2.

El valor de tamano minimo del haz es wy = w(z,,), donde z,, es ahora la distancia
desde la lente convergente. Suponemos que z,, es bastante cercano a la distancia focal

de la lente, f, y por lo tanto wy = A f/(mw(z)).

Por otra parte, la distancia confocal, b, que es la distancia donde w(z) < v/2wy (siendo

wp el tamano minimo del haz) estd dada por,
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b 2v2 A (4.1)

Tw?(z)

Para la distancia focal f = 25cm, resulta b = 4,2mm y wy = 18 um. Debido a que el
espesor de la muestra (8) fue de 1 mm, este valor de b garantiza que el haz sea uniforme
a lo largo de la muestra cuando ésta se coloca en el plano focal de la lente convergente.
Debe notarse que el tamanio minimo es el mismo para ambos haces, escritura y lectura,

es decir wy = wy.

Este valor de wy permite medir coeficientes de difusién del orden de 107* m?/s en un
tiempo del orden de los minutos, lo que es un factor de disenio del experimento muy

razonable.

El sistema se completa con un sistema de enfriamiento para controlar la temperatura
de la muestra. Consiste en la circulacién de nitrégeno seco desde un recipiente con
nitrégeno liquido y una resistencia calefactora ubicada cerca de la muestra. La tem-
peratura en la pared de la celda (de cobre) donde se aloja la muestra fue medida con

una termo-resistencia calibrada de platino.

La fluorescencia de la muestra es emitida en todo el angulo sélido, por lo que se usa
una lente colectora (7) para enfocar la sefial. Se interpone un filtro (10) para eliminar

la componente de excitacién A = 488 nm, antes de llegar al detector (9).

La concentracion de la floresceina en la mezcla de disacarido-agua fue de alrededor
de 15 uM, la concentracién de sacarosa estuvo en el rango de 10 a 90 % w/w, y la
temperatura se varié entre 15 °C' y 20 °C'. Por lo tanto, la temperatura reducida,

definida como la relacién entre la temperatura de transicion vitrea y la temperatura
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de trabajo, T, /T, varié entre 0,47 and 0,91.

La determinacion del tamano del haz, o bien, la calibracién del sistema FRAP, fue
realizada teniendo como referencia las medidas del coeficiente de difusién de fluoresceina
en sacarosa acuosa dados por Champion et al [9] (soluciones de 30 y 43,5% w/w). El
procedimiento se describe en la Seccion 5.1.2. La calibracién por medio de soluciones
de fluoresceina en agua, usando como referencia los coeficientes de difusion de la Tabla
5.2, fue descartada. Esto se debid a que los tiempos de recuperacién de estas soluciones

son muy cortos en este sistema y conduce a errores experimentales grandes.

4.3 El procedimiento FRAP

En la técnica FRAP se parte de una concentracion inicial ¢y de moléculas de prueba
fluorescentes. Al aplicar un haz de escritura durante un periodo corto t, (comparado
con el tiempo caracteristico de la difusién), la concentracién en la regién alcanzada por
el haz decae exponencialmente. La concentracién de moléculas de prueba al inicio de

la recuperacion (¢ = 0) resulta,

c(r,0) = cpe Hrte (4.2)

donde k(r) es la tasa media de foto-blanqueo. Esta magnitud depende de la potencia
del haz de escritura y del rendimiento cuéntico del foto-blanqueo (quantum yield). El
proceso de foto-blanqueo en cada molécula fluorescente ocurre luego de producidos

multiples ciclos de absorcién-emisién. Tipicamente se da luego de 3.10* ciclos.
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Si la intensidad del haz de escritura I(r) estd por debajo de la intensidad de saturacién
(he/X)/(o0T0) (donde oq es la seccion eficaz de absorcion del fluoréforo y 7 el tiempo
de vida del estado emisivo), la probabilidad de efectos no lineales en el fluoréforo es
minima. Intensidades inferiores a 10* W.cm? asegura que no habra efectos foto-quimicos

adicionales al de foto-blanqueo [85].

Bajo la condiciones descriptas, es posible asumir [85]-[88] que la tasa media de foto-
blanqueo depende linealmente de la intensidad del haz de escritura, es decir, k(r) =
aI(r). Se define el parametro de foto-blanqueo como K = «a 1(0)t,, donde I(0) es la
intensidad méaxima generada en el centro del haz. La constante a contiene la infor-
macién sobre las propiedades foto-fisicas del fluor6foro (i.e. rendimiento cuantico del
foto-blanqueo y seccién eficaz de absorcién) y de la longitud de onda del haz . Si el

haz es gaussiano, el perfil de intensidades es,

I(r) = 1(0) ¢ 2"/ (4.3)

2

donde w es el semi-ancho del haz cuando éste decae a e 2. I(0) se relaciona con la

potencia total del haz segin la expresién 1(0) = 2Py/(mw?). En el caso de un haz

circular uniforme,

I(r) = 1(0) @(w _ 7") (4.4)

donde w es el radio del haz, ©(r) es la funcién escalén de Heaviside e I(0) = Py/(7w?).

La Figura 4.3 muestra el perfil de moléculas fluorescentes foto-blanqueadas para dis-

tintos parametros K. Se representé el perfil para el instante inicial de la recuperacion
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Figura 4.3: Perfiles de recuperacién de fluorescencia para haces de escritura gaussianos (lineas
continuas) y circular uniformes (lineas punteadas). En cada curva se indica el valor del pardmetro de
foto-blanqueo K.

(momento en que comienza a actuar el haz de escritura) y para los casos de escritura
gaussiana y circular uniforme. En la escritura circular uniforme se observa un foto-
blanqueo completo para K > 5, mientras eso s6lo vale en el centro del perfil cuando
la escritura es gaussiana. También, en éste ultimo caso, la concentracion de moléculas

sin foto-blanquear es atin importante (~ 50%) cuando r =w y K = 5.

El perfil generado por un haz de escritura gaussiano es vuelve semejante al del circular
uniforme para valores elevados de K. Para K = 1000 (no representado), un haz
gaussiano de radio w genera un perfil similar al obtenido por un haz circular uniforme

de radio 2w.

La evolucién de la funcién de recuperacién F'(t) estd determinada por la difusién de

moléculas fluorescentes desde la region sin foto-blanquear a la foto-blanqueada (en
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ausencia de flujos convectivos). Su forma matemadtica viene dada por [84],

F(t) = % / () e(r, t) dr (4.5)

donde ¢ es la eficiencia cuantica total, A es el factor de atenuacién del haz de lec-
tura y c(r,t) es la solucién de la ecuacién de difusién para las moléculas de prueba

fluorescentes.

Durante el proceso de difusion de moléculas fluorescentes hacia la region foto-blanqueada,
existe una difusién de moléculas foto-blanqueadas en sentido contrario que no es obser-
vada por el método FRAP. En las condiciones experimentales usuales, la concentracién
de moléculas foto-blanqueadas y moléculas fluorescentes es muy baja en comparaciéon
con la concentracién de solvente. Por lo tanto, el efecto producido por el flujo saliente

de moléculas foto-blanqueadas puede ser despreciado.

4.4 La funcién de recuperacion de la fluorescencia

Axelrod et al. [84] hallaron las expresiones matematicas para las funciones de recu-
peracion de la fluorescencia en el caso de haces de escritura gaussianos y uniformes.

La expresion obtenida para el caso gaussiano es la siguiente,

_ qFPoco

Fal(t) y

v K "y(v, K) (4.6)

donde v = (1+2t/7p)~", 7p = w?/4D (D es el coeficiente de difusion del fluoréforo) es



CAPITULO 4. METODO FRAP 52

c(r/cqy

Figura 4.4: Perfiles de concentracién de fluoréforo (normalizados) debidos a un haz de escritura
gaussiano como funcién de la distancia (normalizada) al centro del haz. El pardmetro de foto-blanqueo
es K = 10. La curva para t = 0 fue obtenida a partir de la ecuacién (4.2). Para ¢t > 0 se integré
numéricamente la ecuacién (4.12) por medio de la regla compuesta de Simpson, en el intervalo [0,10].
Se us6 un subintervalo de integracién h = 0, 05.

K
el tiempo caracteristico de la difusién, y (v, K) = / e "r*"tdr es la funcién gama
0
incompleta [89]. Como (v, K) = ['(v)[1 + O(K™1)] ~ T'(v) [90], cuando K — oo, la

ecuacion (4.6) converge a,

_ qPoco

y v K "T'(v) (4.7)

Fa(t)
donde I'(v) es la funcién gamma. Para valores de K > 4y t/7p > 0,25, la discrepancia
entre ambas expresiones estd dentro del 1% [84]. En la Figura 4.4 se muestran los
perfiles de recuperacion debidos a haces de escritura gaussianos y parametro K = 10.
Se representaron tres instantes (referidos al tiempo normalizado ¢/7p), incluyendo el

perfil inicial.
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Axelrod et al. [84] propusieron un método de ajuste que considera sélo tres puntos
de la curva de recuperaciéon (método de los tres puntos). Los puntos que se requiere
conocer son F(0), F(712) y F(00), siendo 7y, el tiempo en el que la forma fraccional

de la funcién de recuperacién f(t) vale 1/2,

ft) = F;G((T;S)__ ]fGG((OO)) = ; (4.8)

El parametro de foto-blanqueo K se calcula teniendo en cuenta que en el comienzo de
la recuperacién (v = 1), y(1, K) = 1 — e * [89]. Para el haz de escritura gaussiano

resulta que,

qPQCO) 1— CiK
Fe(0) = 4.9
o(0) = (152) =2 (49)
y el coeficiente de difusion se obtiene a partir de la expresion,
2
w
D = 4.10
A1) D ( )

donde la constante yp = 71/2/7p es una funcién creciente de K para un haz gaussiano.
Axelrod et al. [84] graficaron yp(K') para un amplio rango de K. Para un haz uniforme,

vp = 0,88 y es independiente de K.

Todas estas expresiones suponen que los haces de escritura y lectura son similares. En
la practica, esto no siempre se cumple. El haz de lectura puede recorrer un camino
optico distinto respecto del que recorre el haz de escritura. Incluso, es posible que

ambos haces sean generados por laseres diferentes. En estos casos, la ecuacién (4.6) ya
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no resulta valida.

La principal desventaja de las soluciones dadas por Axelrod et al. [84] es que no son
lineales en el coeficiente D. Los procedimentos no lineales para el ajuste de datos
pueden conducir a valores de 7p (0 D) sesgados. En otras palabras, las estimaciones
de 7p diferirdn, en general, del valor esperado [91]. M4s atn, fenémenos espirios
(i.e. difusion anémala en liquidos sobre-enfriados, debida al proceso de formacién de

pequenos cristales) pueden quedar enmascarados en un valor incorrecto de 7p.

4.5 Una solucién alternativa para funcién de recu-

peracion de fluorescencia en FRAP

4.5.1 Teoria

Como se mencioné en la Seccién 4.3, la solucién de la ecuacién (4.5) requiere conocer
la concentracion de moléculas fluorescentes ¢(r,t), bajo la condicién inicial (4.2) y la

condicién de contorno ¢(oco,t) = co.

La Figura 4.5 muestra la geometria del problema de interés, en el caso en que el
tamano del haz de escritura w’ es menor que el tamano del haz de lectura w. El
perfil de concentraciones representado en la Figura 4.5 corresponde a un valor bajo del

parametro de foto-blanqueo K.

Dada la simetria radial del problema, el perfil de concentraciones es independiente de

la coordenada ¢. La solucién de la ecuacion de Fick,
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Figura 4.5: Perfil de concentracién inicial ¢(r,0) de las moléculas de prueba fluorescentes, y perfil
de intensidad del haz de lectura I(r). Las flechas indican la difusién en sentido radial de las moléculas
fluorescentes desde fuera hacia el interior de la regién foto-blanqueada.

dc(r,t
Cg; ) DV e(r 1) (4.11)
se puede escribir en la forma integral [84],
1 o0 ! /
c(r,t) = Tme_’"Q/(4Dt)/[] ]0<2Tl;t)e_r */ADY) (p 1) ! dy! (4.12)

donde Iy(rr’'/2Dt) es la funcién modificada de Bessel de pimera clase [92].

La funcién de recuperacién de la fluorescencia se obtiene segiin la Ec. (4.5), ponderando
c(r,t) por la intensidad del haz de lectura, y teniendo en cuenta la eficiencia cudntica

y el factor de atenuacién. En en caso de un haz de lectura gaussiano, resulta,
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F(t) = %// c(ryt) I(r)rdrdp =

_ a4 e 1 674%21 c(r')yr' dr'. [/OO 6(41[”5+w22)r2[0< mr ) Td?“:|
0

A w?o 2Dt 2Dt
P4 oo 2y .72
_ %%/ 6—(21//w )r C(’/’/>T,d7"/ (413)
w 0

donde la expresién entre corchetes se resolvié [93] considerando que Io(z) = Jy(iz)

(funcién de Bessel de primera clase).

Aqui es dénde nuestra solucién se aparta de la de Axelrod et al. [84]. Inspeccionando la
Figura 4.3, vemos que se puede considerar un haz de escritura gaussiano suficientemente
intenso (K elevado) como para foto-blanquear uniformemente una regién de tamano
W', es decir, ¢(r') = ¢pO(r' —w'). W corresponde al perfil inmediatamente posterior
al foto-blanqueo y su valor dependerd de K. En general w’ # w, incluso para haces
gaussianos de escritura y lectura similares. Bajo este supuesto, la evolucién de la

recuperacion de fluorescencia toma la forma,

F ! )2
F(t) = L00 o=2w(w!/) (4.14)
A
Hacia el final de la evolucién, el sistema converge a F(t — oo) — qFPyco/A. En

cambio, cuando t — 0%, v — 1 y la funcién de recuperacién toma el valor inicial

F(0+> = (qp()CQ/A) 6_2 (w’/w)Q.
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La Ec. (4.14) es linealizable en el coeficiente D. Esto se ve se claramente si se escribe,

Dt = —“j [(‘j)Q In~* <m4> + ;] (4.15)

Esta transformacién magnifica los errores relativos en F(¢) a tiempos largos. Podria
usarse un procedimiento de cuadrados minimos ponderados para obtener estimaciones
de D. Pero eso requiere conocer la distribucién de probabilidades del error (i.e. Gaus-
siana) y realizar su correspondiente transformacién. Para evitar las dificultades que

conlleva, se prefirié usar un estimador robusto (ver seccién 4.5.3).

La Ec. (4.15) no depende explicitamente de K, pero si de la relacién (w'/w). Cuando el
foto-blanqueo es intenso (K — 00), como se asume aqui, es de esperar que la funcién de
recuperacién Fg(t) asociada con un haz de escritura gausiano tenga un comportamiento

similar a F'(t). Por lo tanto, a partir de la Ec.(4.7) y de la Ec. (4.14) se sigue que,

P, ’ 5
% o2 0)? % vI(v)e ™ K (4.16)

Ambos miembros son aproximadamente iguales si,

w

N\ 2
(“) —alnK +b (4.17)

donde a y b son constantes a determinar. La nueva funciéon de recuperacion puede ser

re-escrita de la siguiente forma,
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P P K—Qau
_ qroCo K—Qau 6—21)1/ _ q17pCo (418)

F
(*) A A 1+ 2bv+20%02 + ...

Comparandola con la Ec. (4.7), se puede hacer la identificacién 2a = 1, mientras que
b debe estar relacionada con v I'(v). Si se expande la funcién gamma como una serie
de potencias: T'(v) = v + v*v2 + ... (v* = 0,57721566... es la constante de Euler-

Mascheroni) [94], a primer orden podemos aproximar,

AN K+l (4.19)
—_ gin —_— .
2 2

que conecta la nueva solucién con la dada por Axelrod et al., segin la Ec (4.7).

De las Ec. (4.2) y (4.3) se sigue que los perfiles mostrados en la Figura 4.3 obedecen

la relacién,

(:)2:;an—;1n[—ln (cg)ﬂ (4.20)

Si se compara esta tultima con la Ec. (4.19), concluimos que la solucién propuesta
es equivalente a la Ec. (4.7), cuando c(w')/cy = 0,57. La equivalencia se cumple
independientemente del valor del pardmetro de foto-blanqueo K, siempre que sea un
valor elevado. Esta condicién es diferente de la representada en la Figura 4.5, en donde

K es bajo y c(w')/cy es cercano a cero.

Es importante destacar que si los haces de escritura y lectura tienen tamanos diferentes,

la Ec. (4.19) ya no resulta valida y w’ debe determinarse de manera independiente.
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4.5.2 Analisis numérico

La Ec. (4.19) es una aproximacién a primer orden para un foto-blanqueo intenso.
Debemos realizar un analisis numérico para obtener resultados mas precisos, bajo las
condiciones de Axelrod et al. (haces de escritura y lectura gaussianos similares). El
siguiente analisis evaluara las discrepancias entre la solucién propuesta y la de Axelrod

et al.

El primer objetivo es estimar el rango de validez de la Ec. (4.17) y determinar los
valores de a y b para ese rango. Para ello, se parte de minimizar la funcién integral del

error cuadrético e(v, o) = Fg(v) — F(v, ),

g(a) = /oi (v, a) dv (4.21)

donde o = (W' /w)?. Por lo tanto, el problema se reduce a resolver la ecuacién ¢'(«) = 0,

/61 (Fg(y) — F(v, a)) Fv,a)vdv =0 (4.22)

para ¢ — 07. La integracién numérica de la Ec. (4.22) se realizé usando la regla
compuesta de Simpson [95], cuyo error es del orden O(h*). El ancho del intervalo de
integracién elegido fue h = 5.107*. La btsqueda del cero del primer miembro en la

Eq. 4.22 se realizé por el método de biseccién [95] con una tolerancia menor a 1074

En la Figura 4.6 se exhiben los resultados en funcion de un amplio rango de valores de
K. Vemos que la forma funcional dada por la Eq. 4.19 resulta valida para K > 3, pero

las constantes (a, b) requieren una correccién. El ajuste minimo cuadratico mostrado
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Figura 4.6: Relacién (w'/w)? en funcién del pardmetro de foto-blanqueo K. La linea llena representa
la solucién de la Ec. (4.22) para ¢ = 107°. La linea punteada la aproximacién a primer orden dado
por la Ec (4.19). La linea de trazos corresponde al mejor ajuste posible (ver texto).

en la Fig. 4.6 determina que a = 0,5219 4 0,00092 y b = 0, 0748 =& 0, 0033.

El siguiente objetivo es hallar una medida que describa cuan diferentes son las solu-
ciones dadas por las Ec. (4.6) y Ec. (4.14). En otras palabras, lo que deseamos es
saber si la discrepancia e?(v) es globalmente significativa a lo largo de todo el periodo

O0<v<lI.

Notemos que e*(v,a) = F&(v) + F?*(v,a) — 2Fg(v)F(v,a). Usando la Ec (4.22) y

1
definiendo que @ = / FZ(v)vdy, se obtiene,

gg/ele(V,oz)Vdu—l-é/glez(u,a)udv—i-ig:1 (4.23)

El primer término mide el grado de semejanza de las dos soluciones. Es una medida
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Figura 4.7: Error cuadritico medio total, normalizado por la funcién de recuperacién Fg(v), en
funcién del pardametro de foto-blanqueo K.

parecida, aunque no igual, al estadistico R?. Si F(v) = F(v), este término vale uno,
mientras que los otros dos se anulan. El segundo y tercer término representan las
discrepancias tedricas y numéricas, respectivamente. En la Figura 4.7 se muestran
contribuciones de €*(v) y ¢ en funcién de K. Esta tltima es despreciable respecto de la
discrepancia numérica, por lo que solo se tendran en cuenta los dos primeros términos
de la Ec. (4.23). En todas las integrales se presenta el factor de ponderacién v. La
interpretacién es que los tiempos muy largos (¥ — 07) ya no son informativos porque

ambas soluciones deben converger al valor comin ¢Pycy/A.

La Figura 4.8 muestra la distribucién del error cuadratico e?(v) v para tres situaciones
de fotoblanqueo. Vemos que la discrepancia entre Fg(v) y F(v) es més acentuada
en el rango v > 0,8 (t/7p < 0,125), es decir, durante el primer 10% de la evolucién

temporal. Este rango hace un aporte importante al error cuadratico integrado y es
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Figura 4.8: Distribucién del error cuadratico, e?(v) v, para tres condiciones de foto-blanqueo. El
factor de peso v privilegia los tiempos cortos (v — 1) respecto de los tiempos largos (v — 07).
la razon por la que encontramos un maximo en K = 5, a pesar de presentar errores

menores a los casos K < 5 dentro de una amplia regién en v < 0,7 (t/7p > 0,21).

4.5.3 Resultados y discusién

En esta seccién se discuten las caracteristicas del nuevo procedimiento para obtener
7p (v D) y se compara con el método de Axelrod et al. de los tres puntos. En primer
lugar, la comparacion se realiza sobre curvas de recupercion simuladas. Luego, se hara

sobre un sistema real.
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Resultados en sistemas simulados

Se simularon 10.000 curvas de recuperacion, a las que se le sumé ruido blanco Gaus-
siano, cuya desviacion tipica fue o = 0,01. Se fijaron los valores de 7p = 24,5seg. y
K =5 (valor del foto-blanqueo cercano al experimental). El cociente (w'/w) se obtuvo

de la Ec. (4.17) con pardmetros a = 0,5219 y b = 0,0748 (ver Figura 4.6).

Se dejaron evolucionar las curvas de recuperacién hasta ¢/7p = 20, por lo que nunca
se alcanz6 el limite ideal F'(oco) = 1. Sobre ellas se aplicé el método de tres puntos y
el nuevo procedimiento basado en la Ec. (4.15). Ambos se compararon con el valor

conocido de 7p.

En la Figura 4.9(a) se muestra una curva de recuperaciéon normalizada, generada
numéricamente. Los datos se generaron a partir de la Ec. (4.6), evaluada en 400
puntos equi-espaciados en el intervalo 0 <t < 207p y para K = 5. Se adicion6 ruido

blanco Gaussiano sobre todo el intervalo, con una desviacién tipica o = 0, 01.

La diferencia entre la estimacién dada por el método de tres puntos y el desarrollado
en esta Tesis se vuelve notoria en la regiéon 7p < t < 57p. Alli se observa como el

estimador robusto ajusta mejor los datos. Esto es aiin mds evidente en la Figura 4.9(b).

En la Figura 4.10 se presentan las 10.000 estimaciones de 7p en la forma de un his-
tograma. En el eje de abscisas se muestra la desviacién relativa respecto del valor
verdadero de 7p. Las funciones de recuperacion se extencieron hasta ¢t = 20 7p para el
caso del método de tres puntos. Como resultado se obtuvo una desviacién media del
7%. En el nuevo método, las desviaciones dependen de la porcién de la curva transfor-

mada (Ec. 4.15) que se considere. La desviacion media, para una porcién 0 <t < 7p



CAPITULO 4. METODO FRAP 64

10

F(t)/F(x)
-0.5-(0 “/0)*/In(F(t)/F(«))

0 100 200 300 200 0 50 100 150 200
t(s) t(s)
(a) (b)
Figura 4.9: (a) Curva de recuperacién normalizada F(t)/F(co) generada por simulacién numérica
(datos sin transformar). (b) Representacion de la misma curva, transformada segtn la Ec. (4.15). La

linea continua corresponde a los datos generados numéricamente (méas el ruido). La linea de trazos
representa el ajuste por el método de Axelrod [84]. La linea punteada corresponde al ajuste robusto.

es del 5%. Ademas, la dispersion de esas estimaciones es menor respecto del método

de los tres puntos.

La dispersion del nuevo método aumenta un poco si la porcion de la curva considerada
aumenta. Por ejemplo, para 0 < t < 27p, la desviacién media se incrementa a 10%,
pero que la dispersién de su histograma disminuye, respecto de porciones de tiempo
menores. En todos los casos, el nuevo método presenta dispersiones menores que el

método de los tres puntos.

Las ventajas del nuevo método se evidencian mas en las curvas experimentales. Di-
ficilmente una curva experimental no quede afectada por fenémenos esptireos (por
ejemplo, conveccién) a tiempos largos. Més ain, como se mencioné en la seccién 4.4,
con el método de tres puntos de obtiene el valor 71,5, mientras que 7p debe calcularse

por medio de la funcién vp(K), dada graficamente por Axelrod et al. [84].



CAPITULO 4. METODO FRAP 65

1.2f -6.9 % 5.0 % 1
{ {
_. 0.8} 1
=
>3
2
o
2
u
0.4t .
0 ] I | | ‘ ‘n I 'y l | .o
-20 -10 0 10 20

Atft (%)

Figura 4.10: Histograma normalizado para las estimaciones dadas por el método de Axelrod et
al. (lineas con circulos llenos) y por medio de la estimacién robusta (lineas sin circulos). El eje de
abscisas corresponde a la desviacién relativa respecto del valor verdadero (1 — 7p)/7p % (7p = 24,5
seg). Ambos histogramas representan las frecuencias relativas de 10.000 simulaciones con ruido blanco
Gaussiano (o = 0,01). La estimacién robusta se realizé a lo largo del intervalo F(t)/F(o0) < 0,522
(t S TD).

Anadlisis de curvas de recuperacion reales con W' # w

La Ec. (4.14) es una expresién alternativa a la compleja Ec. (4.6) de Axelrod et al. para
describir la recuperacion de la fluorescencia. La Ec. (4.6) se simplifica si y(v, K) ~ I'(v)
cuando K > 4, pero persiste el inconveniente de que el tiempo caracteristico 7p ingresa
en distintas partes de la ecuacion. Esto hace dificil obtener una imagen fisica de su
comportamiento. La nueva solucion evita ese problema y da una expresién explicita
para t/7p. Se puede usar por si sola para tamanos de haces de escritura y lectura
distintos (v’ # w). Pero en combinacién con la Ec. (4.17) para K > 3, permite

describir la solucién de Axelrod et al. con un buen grado de aproximacién.

La solucién F(v) presenta una discrepancia importante respecto de Fg(v) cuando
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t/Tp < 0,125 (v > 0,8). En el caso en que t/7p > 1, ambas soluciones convergen
a qPyco/A, pero el segundo miembro de la Ec. (4.15) muestra que Dt se acerca a una
singularidad. Esta regién, por lo tanto, se vuelve muy sensible al ruido (aleatorio y
numérico). Una pequefia desviacién de F(v) lleva a que In"'[F(t)/(qPyco/A)] colapse.
El rango til de aplicacion de F'(v) es la regién intermedia t/7p ~ 1 (v ~ 1/3). Por esta
razon, para obtener 7p a partir de F'(v) se debe usar un procedimiento que privilegie

la regién intermedia, desechando datos de las regiones t/7p < 1 o t/7p > 1.

La solucién F'(v, «), dada por la Ec. (4.15) permite obtener 7p en dos etapas. Se puede
determinar primero (w'/w)? y luego, por medio de la Ec. (4.15), se estima 7p. Los
valores extremos F(v = 1) y F(v = 0") son los tnicos independientes de 7p, como
ocurre en la solucién de Axelrod et al. [84], y la relacién andloga a la Ec. (4.9) es

entonces,

= ¢ 2w /w)? (4.24)

Contrariamente a lo que sucede con la Ec. (4.9) no es esperable que la Ec. (4.24)
conduzca a una buena estimacion de 7p, a menos que K > 1. Esto se debe a que
F(v = 1) es dénde mas discrepa la solucién propuesta con Fg(v). Este aspecto se
discutio en relacion con la Figura 4.8. En cambio, ambas soluciones seran semejantes

si se evalia (w'/w)? a partir de K (segtn la Figura 4.5).

El segundo miembro de la Ec. (4.15) transforma F'(t) hacia un comportamiento lineal
de la recuperacién de la fluorescencia. Esto es vélido sélo en el rango ttil de aplicacion
de t/7p. La estimacién de 7p debe hacerse en ese rango y mitigar los efectos dados

por los puntos extremos t/7p < 1 o t/7p > 1. Notar que la Ec. (4.15) es de la
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forma y(t) = t/7p. Cualquier estimador que minimice alguna medida del error u? =
(y — t/7p)? serd posible. Una medida inmune a valores de u? muy dispersos (i.e.
outliers) es su mediana. El algoritmo de Barreto y Maharry [96] realiza el célculo de
esta medida y determina 7p. Este estimador forma parte de la familia de los llamados

estimadores robustos.

La Figura 4.11 es un ejemplo del procedimiento de Axelrod et al., de la estimacién ro-
busta y de posibles discrepancias entre ambos. La linea continua muestra una evoluciéon
de la fluorescencia tipica obtenida por FRAP. Esta medicién presenta los problemas ex-
perimentales usuales. A tiempos cortos (¢ — 0) se manifiesta una distorsién atribuible,
segin Saxton [97], a la difusién durante el pulso de escritura, imperfecciones del haz y
limitaciones en la adquisicién de datos. Luego predomina el proceso difusivo, caracter-
izado por la evolucién lineal. A tiempos largos (t — oo) se notan los efectos debidos a

la inmovilidad de una fraccién del fluoréforo y su posible fotoblanqueo [84, 97].

Los ajustes en la Figura 4.11 corresponden a las soluciones Fg;(t) de Axelrod et al. y
F(t) (transformadas segin el segundo miembro de la Ec. (4.15)). En ambos casos se
determiné K por medio de la Ec. (4.9). (w'/w)? se obtuvo segtin la Figura 4.5, aunque
si se hubiese usado la expresién asintética aln(K) + b su valor no hubiera cambiado
mucho ((w'/w)? = 0,595). La estimaciéon de Axelrod et al. por el método de los
tres puntos dio 7p = 30,5 £ 1,4 s. La incertidumbre corresponde a la incerteza en la
posicién del punto medio. Este método privilegia los puntos extremos y es por ello que
el ajuste fracasa a tiempos intermedios (i.e. t &~ 7p). Si el proceso es difusivo, el ajuste

debe realizarse sobre el rango lineal de la evolucién.

La estimacién robusta 7p = 40,5 £ 0,3 s considera los puntos extremos como valores

dispersos y mitiga sus efectos. Los puntos dispersos deben constituir menos del 50% de
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Figura 4.11: Recuperacién de la fluorescencia para una muestra de fluoresceina (CooH1205) en
sacarosa acuosa 45,2% w/w, medido a T' = 293 K. La linea continua representa los datos experimen-
tales; la linea de trazos corresponde al ajuste robusto de la Ec. (4.15) para F(t) < 0,9. La linea de
trazos corresponde a la solucién de Axelrod et al. [84], obtenida por el método de los tres puntos.
El pardmetro de foto-blanqueo fue K = 2,71, y (w’'/w)? = 0,608 fue obtenido a partir de la linea
continua de la Figura 4.6. (a) Los datos experimentales y las curvas de ajuste estdn escaladas de
acuerdo con la transformacién del segundo miembro de la Ec. (4.15). (b) Los datos experimentales y
las curvas de ajuste estan en su escala natural.

la evolucién para que el algoritmo robusto tome la decision correcta. Por ese motivo fue
necesario eliminar la porcién F(t) > 0,9. Si el corte se hubiese hecho en F(t) > 0, 85,

la estimacién resultaria 7p = 41,54+ 0,2 s.

La incertidumbre en 7p dada por el estimador robusto es sélo aproximada. Los valores
asignados corresponden a dos desviaciones tipicas, calculadas de la manera usual para

un estimador minimo cuadratico ordinario a partir de la varianza del error 2. Sin

w*

2

2 no se vea afectada por errores muy extremos, se sigue algun

embargo, para que o
criterio de tolerancia. En este caso sélo se tomaron en cuenta los valores |u| < 2.5.5
(S = 1,4826 median|u(rp)|). El coeficiente 2,5 es el que fija el limite de tolerancia y

es un valor arbitrario (aunque usual en la literatura [98]).
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4.5.4 Conclusiones

Las Ec. (4.15) y (4.17) son nuestros resultados mds importantes de este capitulo. Se
mostr6 que la Ec. (4.17) es vélida para un fotoblanqueo K > 3 con coeficientes a =
0,5219+0,00092 y b = 0,0748 £0,0033. La Ec. (4.15), por su parte, muestra el hecho
sorprendente de obtener una expresion explicita para Dt a partir de la recuperacion de
fluorescencia F'(t). Esto es particularmente 1til si estamos estudiando difusiéon anémala

(no Fickeana).

Las discrepancias entre Fg(t) y F(t) son mds notorias a tiempos cortos. Asi lo indica
la Figura 4.8, especialmente para valores bajos de K. Axelrod et al. [84] observaron
que en el rango t/7p > 0,25 (K > 4) Fg(t) = cov K~"T'(v). Esta expresién es la que
permiti6 hallar un valor de b independiente de K. El rango de aplicacién de F(t) quedd
entonces restringido a los tiempos medios y largos de la evolucién. Sin embargo, en la
medida en que F(t) — qPyco/A, la Ec. (4.15) se acerca hacia una singularidad. Los

tiempos ¢/7p > 1 son muy vulnerables al error aleatorio y numérico.

La Ec. (4.15) es una herramienta para verificar que el proceso es de tipo difusivo.
La evolucion de la recuperacion de fluorescencia obtenida por FRAP debe conducir
a la relacién lineal y(t) = t/7p, al menos dentro del rango de aplicacién de F(t). Si
no fuera asi , estarfamos en presencia de difusién anémala (obstrucciones), o bien, de
problemas experimentales. Saxton [97] y Axelrod et al. [84] atribuyen a estos ltimos
la presencia de distorsiones en los casos extremos t — 0 y t — oo . El método de los
tres puntos [84] no da una visién completa de esta problemética porque se apoya en
el punto F(71/2), asumiendo una concordancia perfecta (salvo por el ruido aleatorio)

entre la recuperacién de fluorescencia tedrica y experimental. Esto lleva a estimaciones



CAPITULO 4. METODO FRAP 70

sesgadas de 7p. La Figura 4.11 es un ejemplo de ello. Basarse casi exclusivamente
en los puntos Fg(v = 1) y Fa(v = 07) puede conducir a estimaciones sesgadas de
Tp. La estimacion lineal robusta parece ser una herramienta ttil para sobrellevar estos

inconvenientes.

Los resultados mostrados en las Figuras 4.9 y 4.10 para curvas simuladas numéricamente
permiten concluir que el nuevo procedimiento lleva a un proceso de ajuste mas simple
y que no requiere conocer su evolucién sobre periodos largos. Esto tltimo es impor-
tante si se observa que a tiempos largos podemos encontrar distorsiones debidas a flujos

convectivos y otros efectos esptreos.

Nuestra solucién F'(t) se comparé permanentemente con la de Axelrod et al., obtenida
para haces de escritura y lectura del mismo tamano. Pero F'(t) es mas amplia porque
admite distintos tamanos de los haces, ya sea por seguir distintos caminos 6pticos o
por usar ldseres diferentes para cada funcién. En esos casos F'(t) puede dar una mejor

descripcion de la curva de evolucion, especialmente para fotoblanqueos intensos.

El coeficiente de difusién depende del haz de lectura (y no del de escritura) por medio
de la relacién D = w?/(47p). Es importante caracterizar w adecuadamente, ya que su

incerteza contribuye cuadraticamente a la de D.



Capitulo 5

Resultados de difusion en sacarosa

y trehalosa acuosa

5.1 Difusiéon de fluoresceina en soluciones acuosas

de sacarosa.

5.1.1 Introduccion

En el capitulo anterior (y Ref. [99]) se desarrollé una solucién mejorada de la técnica
de recuperacion de la fluorescencia después del foto-blanqueo (FRAP) y se la compard

numéricamente con la solucién clésica dada por Axelrod et al. [84].

Con el proposito de contrastar los resultados obtenidos con ambos métodos para un
caso real, se midio el coeficiente de difusion de fluoresceina en soluciones acuosas de

sacarosa en un amplio rango de concentraciones (10-90 %w /w), cubriendo viscosidades

71
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Figura 5.1: Gréafico de Stokes-Einstein (T'/nD) vs. T,/T para la difusién de fluoresceina en sacarosa
acuosa. En las abscisas se representa la temperatura reducida T, /T y en las ordenadas log,((7'/n D).
Los simbolos blancos y las lineas punteadas corresponden a los datos originales de Champion et al.
[9]. Los simbolos negros y lineas de trazos corresponden a los datos recalculados (ver texto).

desde 1,5 mPa.s hasta 7,2.107 mPa.s, es decir, desde la regién de liquido normal hasta la
region de liquido sobre-enfriado. La movilidad de la fluoresceina en soluciones acuosas
de sacarosa ya fue estudiada por Champion et al. [9], quienes observaron un desacople
entre la difusién y la viscosidad, apartandose de la relacién de Stokes-Einstein (SE)

dada por la Ec. (2.2).

Los datos obtenidos por Champion et al. [9], para soluciones de sacarosa entre 30-90
% w/w y temperaturas en el rango de -15 °C' a 30 °C' se representan en la Figura 5.1

como una funcién de la inversa de la temperatura reducida.

Se observa que la relaciéon SE se mantiene valida hasta T,/T ~ 0,86, donde T}, es la
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temperatura de transicion vitrea para la solucién de sacarosa. Debe notarse que el
cociente T'/n D dado en la Ref. [9] fue calculado usando la viscosidad de las soluciones
de sacarosa medidas por Champion et al. y las obtenidas por Bellows y King [100] y
Kerr y Reid [101]. Los datos se ajustaron usando la ecuacién WLF con pardmetros
propios de la region de liquido normal, y no pudieron describir bien la viscosidad en
regiones sobre-enfriadas, donde se observan grandes desviaciones. Por esta razén, aqui
se recalcularon las viscosidades de las soluciones de sacarosa usando la ecuacién de
Genotellé [27] en la regién de liquido normal y una ecuacién semiempirica en funcién

de potencias de T, /T [102],

logyo(n/mPa.s) = —7,721 + 23,582 (T, /T) — 44,078 (T,/T)* + 37,039 (T,/T)* (5.1)

que describe con una desviacion estandar de 0,023 unidades del log,, 1 todos los datos
de viscosidad de sacarosa acuosa en la regién sobre-enfriada (0,70 < 7,/T < 0,90)

disponibles en la literatura.

Por otra parte, también se recalculd la temperatura de transicion vitrea de las solu-
ciones de sacarosa usando la informacion disponible en la literatura para los valores de
T,(onset) de mezclas acuosas de sacarosa y ajustando una ecuacién de Gordon-Taylor

[103],

_ W Ty +wakar Ty

T
w1 +wa kgt

g

(5.2)

donde w; y wy son las fracciones en peso del soluto y del agua, respectivamente, T, =
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Tabla 5.1: Valores estimados de T, para soluciones acuosas de sacarosa.

c (Bw/w) Ty (K)|c(hw/w) T,(K)

10,02 139,6 62,21 186,8
19,94 145,0 65,46 192,4
29,99 151,7 66,90 195,1
35,04 155,5 70,23 201,8

40,12 159,9 74,99 2129
45,18 164,8 80,28 2279
50,15 170,2 81,73 232,6

53,46 174,2 85,09 244.8
55,47 176,8 85,46 246,3
57,52 179,7 90,13 267,3
60,29 183,8

336 Ky Ty, = 135K son las temperaturas de transicién vitrea de la sacarosa pura y
del agua pura, respectivamente, y kgr = 4,74. FEl coeficiente de Gordon-Taylor kgr

usado es compatible con el andlisis de la Ref. [104].

Las estimaciones de T}, para sacarosa acuosa estudiadas en este trabajo estdn resumidas

en la Tabla 5.1.

Los valores recalculados difieren de los informados por Champion et al. mayormente
en la regién sobre-enfriada (ver Figura 5.1). Pero las conclusiones con respecto del
desacople entre difusion y viscosidad permanecen sin cambios, si bien la nueva curva

parece indicar que el desacople se encuentra en un valor de 7,/7" menor que 0,86.

La dispersion de los datos en la region de T, /T < 0,86 es mucho menor para los valores
recalculados, como se observa en la Figura 5.1. El radio hidrodindmico (rg) para la
difusién de la fluoresceina en sacarosa acuosa puede ser obtenido de logio(T/n D) =
14,83 £ 0,10 (unidades de T'/n D en KPa~'m™2), representado por la linea punteada

horizontal de la Figura 5.2 para T, /T < 0, 86. Reemplazando este valor en la Ec. (2.2)
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Tabla 5.2: Coeficiente de difusién y radio hidrodinamico de la fluoresceina en agua.

T (°C) pH D x10™ (m?/s) ry(nm)® Ref.

25 6,8 4,54+ 0,1 0,54 - 0,82 [105]
25 wb 514+ 0,2 0,48 - 0,72 [107]
27 9,0 54 2 0,52 - 0,77  [108]
30 wl 55,4+ 0,2 0,50 - 0,75  [106]

@ calculados usando la Ec. (2.2) con las condiciones de adherencia (C=67) o deslizamiento (C=4m);

b medidos en agua (sin indicacién de pH).
obtenemos 0,4940, 15nm y 0, 7440, 22 nm para ry bajo las condiciones de adherencia

y deslizamiento, respectivamente.

El radio hidrodindmico de la fluoresceina en agua, tal como se ha determinado mediante
mediciones de difusién usando diferentes técnicas [105, 106], esta resumido en la Tabla
5.2. Los valores promedio para las condiciones de adherencia (stick) y deslizamiento
(slip), 0,51 nm y 0,76 nm, respectivamente, se hallan en muy buena concordancia con

aquellos encontrados en soluciones acuosas de sacarosa.

La carga del anién de fluoresceina, y por lo tanto su estructura quimica (ver Figura
5.2), depende del pH [109]. La constante de disociacién acida para la conversién de
un mono-anién en un di-anién es pKa = 6,43 [110], significando que a un pH de
agua neutra tenemos en solucién alrededor de un 20% de mono-aniones, mientras que
la especie di-anién es predominante para un pH> 8. Por lo tanto, las diferencias
observadas para los coeficientes de difusion en la Tabla 5.2 podrian ser en parte debidas
al pH de la solucién, aunque la medicién realizada con un pH= 9 [108], para la que
se esperaria tener solamente la especie di-anion, presenta la mayor incertidumbre. Sin
embargo, asumiendo que la solvatacion de mono-aniones y di-aniones en agua es similar,

concluimos que el radio hidrodindmico de la fluoresceina no cambia por agregado de
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Figura 5.2: Estructura de la molécula de fluoresceina en su forma (a) monoaniénica (CooOsH11) y
(b) dianidénica (Co0O5Hip). (-COO™) representa el grupo carboxilico.

sacarosa al agua.

La estimacién del radio cristalografico para la forma di-anién, usando el método desar-
rollado por Hubbard y Douglas [111] para elipsoides achatados, da r. ~ 0,35nm. Por
lo tanto, la solvatacion de di-aniones de fluoresceina en agua y en mezclas de sacarosa-
agua corresponde a capas (asumiendo la forma esférica) de alrededor de 0,14 nm y 0,29
nm de espesor, respectivamente, dependiendo de las condiciones de contorno adoptadas
para la friccién soluto-solvente. Esos valores estan dentro del error experimental del
calculo de ry, reforzando la idea de que la solvatacion de este anién voluminoso es muy

pobre.

En la regién sobre-enfriada donde 7,/T > 0,86, la Ec. (2.2) da valores irreales del
radio hidrodinamico, indicando un colapso de la ecuacion SE. Este desacople entre
viscosidad y difusion en soluciones acuosas de sacarosa fue también observado para un

soluto neutro como el ferrocenometanol [8].

La relaciéon de Stokes-Einstein asume que el soluto es una esfera rigida inmersa en

un medio continuo. Por lo tanto, el radio hidrodindmico que se obtiene a partir de
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ella, en soluciones reales, es mayor que el radio cristalografico del soluto. Esto es
consecuencia de que incluye la capa de solvatacion que lo rodea, fenémeno ya conocido
en el caso de solutos iénicos simples. Sin embargo, las discrepancias entre la difusion
calculada usando la relacion de Stokes-Einstein (junto con el radio cristalografico) y la
medida, rara vez excede un factor de 10. Cuando nos referimos a un desacople difusién-
viscosidad, se estan considerando discrepancias mayores a un orden de magnitud. En
la Figura 5.1 se observa este tipo de discrepancias en el régimen sobre-enfriado, cercano
a la transicién vitrea. Alli, las heterogeneidades dindmicas son capaces de hacer caer

la hipétesis del continuo en el solvente.

En esta Tesis se midieron los coeficientes de difusién de la fluoresceina di-aniénica
en soluciones acuosas de sacarosa, tanto en el régimen de liquido normal como en
el sobre-enfriado, usando la técnica FRAP y recurriendo a los diversos analisis de
datos tratados en el capitulo anterior. De esta manera se convalidan las soluciones
propuestas como convenientes para el ajuste lineal. También se comparan los resultados
obtenidos en esta investigacién (para la difusién en soluciones acuosas de sacarosa) con
aquellos registrados por Champion et al. [9] y se discuten las diferencias observadas.
Finalmente, comparamos los resultados de la difusion de los di-aniones de fluoresceina

con aquellos de otros solutos i6énicos y no-iénicos en sacarosa acuosa.

5.1.2 Tratamiento de los datos

Las expresiones para las curvas de recuperacién de fluorescencia fueron tratadas en de-
talle en el capitulo anterior. Las Ec. (4.6), (4.15) y (4.17) resumen el andlisis realizado

al respecto. En la Figura 5.3 se muestran curvas de recuperacion de la fluorescencia
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tipicas, medidas en soluciones acuosas de sacarosa de distintas viscosidades.

La aplicacién de la Ec. (4.15) a las curvas experimentales para estimar la difusién
D requiere del conocimiento de la relacién (w'/w)?, y del ancho del haz de lectura w.
Tal como se explicé en la seccién 4.4 (y en la Ref. [99]), los valores del pardmetro
de foto-blanqueo K se obtienen por medio de la Ec. (4.9). Luego, los valores de
(W'/w)? surgen a partir de la Figura 4.5. Para K > 3, esa curva se vuelve lineal y

(w'/w)? =0,522In K + 0,0748 (ver Figura 4.1).

En cualquier caso, el término entre corchetes en la Ec. (4.15) puede ser calculado y
trazado como una funcién del tiempo. La pendiente de esta traza (ver Figura 5.3)
puede ser vista como la inversa del tiempo caracteristico de difusion, 7. Por lo tanto,

el coeficiente de difusiéon podria obtenerse de,

D=— 5.3

4T D ( )
siempre que conozcamos el ancho del haz de lectura w. Si la muestra eesta desplazada
de la region confocal, el tamano real del haz de lectura serd w > wy = 18 um. La
relacién (w/wg) depende de la posicién de la muestra en el camino éptico del haz y no
cambiard, salvo que se cambie la posicién de la muestra. Por el contrario, la relacién

(W' /w) solamente da informacién de la intensidad del foto-blanqueo de la muestra.

El ancho w (o bien, la relacién w/wy) del haz de lectura puede ser obtenida usando un
sistema de referencia, donde el coeficiente de difusién de la muestra sea conocido. En
este caso, se usé fluoresceina en sacarosa-agua al 30 y 45,5 % w/w, para la que el valor

medio de log,o(T/n D) es 14,83 £ 0,17 (unidades: KPa~'m™2) [9]. Se obtuvo el valor
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Figura 5.3: Funcién de recuperacién de fluorescencia de fluoresceina en solucién acuosa de sacarosa
F(t) (derecha) y su representacién lineal de acuerdo con la Ecuacién (4.15) (izquierda). La lineas
continuas corresponden a los datos experimentales, las lineas de trazos corresponden al método de
ajuste de Axelrod et al. [84] y las lineas punteadas al ajuste robusto (ver seccién 4.5.3). Todas las
funciones de recuperacion estan representadas de acuerdo con la transformacién del lado de la derecha
de la Ec. (4.15) y en su forma lineal. (a) sacarosa 19,94 % w/w; (b) sacarosa 60,29 % w/w; (c) sacarosa

74,99 % w/w.
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de w ajustando los tiempos caracteristicos de 20 soluciones propias (de concentraciones
comprendidas entre 10 y 40,12 % w/w) vy, luego, se aplicé la Ec. (5.3). De este modo
se llegd a w = 70,1 um, que fue usado para obtener los coeficientes de difusién de

fluoresceina en el resto de las mezclas sacarosa-agua.

5.1.3 Resultados

La funcién de recuperacién, transformada de acuerdo con la Ec. (4.15), y la estimacién
a partir la Ec. (4.6), fueron mostradas en la Figura 4.11 (y en la Ref. [99]) para fluo-
resceina en sacarosa acuosa al 45,2 %w/w (T = 293 K). También fueron tratadas alli
las principales caracteristicas del proceso de ajuste. Para completar la descripcion, la
Figura 5.3 muestra las curvas de recuperaciéon de fluorescencia en soluciones acuosas
de sacarosa, comprendidas entre 19,94% w/w y 74,99% w/w. Se puede observar el in-
cremento del tiempo caracteristico de recuperacién con el incremento de viscosidad de

la solucioén.

Los graficos del lado izquierdo de la Figura 5.3 son lineales para el periodo inicial,
mientras que se observan desviaciones positivas en tiempos largos. Esto es, la Ec. (4.15)
no es mas valida mas alla de este limite probablemente impuesto por la contribucién
de la conveccion a la recuperacién de la fluorescencia. Esta representacién es mucho

mas simple que los datos sin transformar mostrados a la derecha de la Figura 5.3.

Esté claro que el ajuste lineal robusto (lineas de puntos en la Figura 5.3) de la Ec.
(4.15) para F'(t)/F(o0) < 0,9 es mejor que el correspondiente ajuste usando el método
de los tres puntos [84] (lineas de rayas). Esto se debe a que, mayormente, el ajuste lineal

robusto privilegia los datos en tiempos intermedios donde los errores experimentales
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son minimizados.

El coeficiente de difusién de las moléculas fluorescentes (fluoresceina) en soluciones
acuosas de sacarosa, junto a la viscosidad de las soluciones, esta resumido en la Tabla
5.3. Alli se presentamos los coeficientes de difusion obtenidos usando el método de los
tres puntos y aquellos obtenidos ajustando la Ec. (4.15) con un estimador lineal y con

un estimacior no-lineal (Ec. (4.14).

La comparacion de los ajustes lineales y no-lineales de la Ec. (4.15) indica claramente
que los primeros dan el menor error, especialmente con el régimen sobre-enfriado (alta
viscosidad, alto T,/T). El ajuste no-linal de las curvas de recuperacién, no mostrado

en la Figura 5.3, es similar al representado para el método de los tres puntos.

La incertidumbre en los coeficientes de difusién obtenidos con el ajuste robusto lineal
es, en general, mucho menor que la de los coeficientes obtenidos con el método de los
tres puntos, particularmente para las soluciones con concentraciones ¢ > 40 % w/w. Por
otra parte, menos de la mitad de los coeficientes de difusién obtenidos por el método
de Axelrod et al.[84] coinciden, dentro del error experimental, con los obtenidos por el

ajuste lineal robusto.

La reproducibilidad en las mediciones de los coeficientes de difusion no es satisfactoria,
tal como puede verse en la Tabla 5.3, donde se observa que la dispersién en mediciones
realizadas a la misma concentracién y temperatura, es mayor que la desviacion tipica de
cada medicién individual. También resulta mayor que las diferencias en los coeficientes
de difusion obtenidos por procedimientos de estimacién diferentes. La principal ventaja
de la solucién alternativa basada en la Ec. (4.15), respecto del método de los tres

puntos, es la simplicidad en su implementacién, ain cuando la dispersién en mediciones
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Tabla 5.3: Coeficiente de difusion de fluoresceina en soluciones acuosas de sacarosa.

¢ T T, 7 K De D? De
(% w/w)  (K) (mPa.s) (101 m?2/s) (10" m?/s) (10 m?/s)
10,02 2058 0472 1,20 118 201+ 48 242+ 1,2 32,1% 32
2,79 38,0+ 2,3 34,1+ 6,4 45,7+ 6,5
2062 0471 1,19 1,04 233+ 4.2 20,4+ 0,7 25,5+ 2.0
1904 2954 0491 1,79 189 147515  129%03  154% 06
295,8 0,490 1,77 1,75 17,5+ 0,3 14,1+ 0,4 16,5+ 0,7
5099 2947 0515 3,00 582  155L 08  112£00 172 1.6
3,06 20,1+ 2,6 154+ 1,9 235+ 2.5
200 275+ 52  260+31 34,7+ 3.6
2,01 257+ 1,2 18,84 1,5 271+ 2.7
2050 0514 297 3,16 27,6+ 0,2 25,3+ 3.9 34,64 4,2
3500 2047 0528 4,08 200 10,1% 0,7 92507 124% 09
271 11,5+ 0,7 9.7+ 0,7 133+ 1,0
3,10 11,6+ 0,9 10,2+ 1,0 148+ 1,3
247 154+ 1,4 13,4+ 1,1 17,0+ 1,3
200 20,1+ 1,0 17,9422 238+ 22
40,12 294,3 0,543 5,92 2,76 9,8+ 0,7 8,9+ 0,5 11,1+ 0,7
3,95 844 0,7 8,5+ 0,7 10,6+ 0,7
349 7.5+ 04 714 0.4 9,6+ 0,6
340 6.8+ 0.1 6.3+ 0,3 8.24 0,5
430 6.6+ 02 6,54 0,3 7.0+ 04
1518 2920 0563 953 240 95+ 1,0 7L 0.1 7.6+ 0,2
271 40+ 05 3,04+ 0,02 3,14+ 0,03
2032 285 28+ 02 214+ 001 236+ 0,03
5015 2043 0578 147 147 97+ 04 94+ 0,7 11,0+ 0,7
3,95 28404 235+ 0,02 2,40+ 0,02
5346 2920 0595 23,0 191 158+ 0,4  124% 0,02 1,49+ 0,04
5547 2047 0600 27,1 2,03 1,9+ 0,2 148+ 0,02 1,72+ 0,03
2050 0599 26,7 248  41+02 3494000 41+ 0,1
2,69 3,9+ 0,3 3,26=£ 0,09 4,5+ 0,2
5752 202.0 0613 39.6 2.08 1,5+ 03 115+ 0,01 1,26% 0,02
2,00 1,144+ 0,10 089+ 0,01 1,02+ 0,02
2,08 3,0£ 0,4 2,29+ 0,07 2,77£ 0,08
6020 2058 0621 513 159 161016 123+ 002 147+ 0,03
158 1,66+ 0,10  123+002 1,54+ 0,04
62,21 2954 0,632 724 1,57 0,68+ 0,14 0,393+ 0,005 0,414+ 0,002
140 1,01+ 015 0,73+ 0,01 0,854 0,02
6546 2060 0650 1,29.102 087 018% 0,07  015% 001 022+ 0,08
66,00 2050 0644 204.10° 089 0,83% 0,33 0407 0,002 0,393+ 0,004
2050 0,644 0,9 089+ 022 054+ 009 0,69+ 0,11
70,23 2058 0,682 4,10.10° 0,82 0,88+ 0,33 0,57+ 0,12 0,71+ 0,12
0,76 1,3+ 0,5 0,504+ 0,006 0,432+ 0,009
152 1,8+ 08 1,14 0,4 1,3+ 0,3
74,99 296,4 0,718 1,59.10° 0,66 0,083+ 0,040 0,044+ 0,002 0,057+ 0,008
80,28 296,0 0,770 1,62.107 1,00 0,081+ 0,038 0,040+ 0,003 0,050+ 0,012
81,73 2958 0,786 3,77.10* 1,18 0,082+ 0,053 0,022+ 0,002 0,037+ 0,017
8500 2050 0809 458.10° 1,30 0,12+ 029 0,124% 0,000 0,29+ 0,55
85,46 293,6 0,818 8,05.10° 0,77 0,087+ 0,072 0,059+ 0,007 0,13+ 0,11
90,13 2948 0,907 1,09.10% 0,97 0,184 0,11 0,065+ 0,011 0,071+ 0,025

@ método de Axelrod et al. (2) ; ® estimador lineal robusto; ¢ estimador no-lineal
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analogas enmascare sus beneficios. Estos beneficios ya fueron evaluados en sistemas

modelo en el capitulo anterior y en la Ref. [99].

La precision en los coeficientes de difusion obtenidos por FRAP es tipicamente del 30%
para solvente puros en la region de liquidos normales, de acuerdo con la estimacion de
Axelrod et al.. Ediger y colaboradores [112] reportan incertezas del 20-30% para la
version de FRAP holografica en liquidos puros y dentro del régimen sobre-enfriado.
Champion et al. [9] obtienen desviaciones tipicas del 100% en soluciones muy con-
centradas de sacarosa en agua, y en la representacion grafica de sus resultados, se
observan dispersiones entre mediciones (para condiciones de concentracién y tempera-
tura similares) mayores a un orden de magnitud en el régimen cercano a la transicién

vitrea.

Las mediciones en sacarosa acuosa presentadas aqui muestran una dispersién similar
a la observada en el trabajo de Champion et al. [9] para el régimen diluido, y son
significativamente menores para el régimen sobre-enfriado (concentraciones mayores al

60% w/w).

Mientras que la dispersién en los datos de las soluciones diluidas (concentraciones de
sacarosa menores a 40% w/w) es atribuible a limitaciones de tipo experimental (favore-
cidas por tratarse de un solvente binario, en lugar de puro), una explicacién posible
a la dispersién en el rango 45-50% w/w es su proximidad a la concentracién de satu-
racion, con viscosidades aun relativamente bajas. Esta situacion favorece el proceso de

nucleaciéon en la solucion.

En general, las mediciones de la Tabla 5.3 muestran que las desviaciones relativas del

coeficiente D nunca excedieron el 50%, excepto por los valores medidos a 45,18% w/w
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(K = 2,40) y 50,15% w/w (K = 4,47). Esto reperesenta una mejora respecto de la
dispersién en el trabajo de Champion et al. [9]. También se nota que no hay una

variacién sistematica debida al parametro de foto-blanqueo K.

En la Figura 5.4 se muestran los resultados obtenidos para la difusion de fluoresceina en
mezclas sacarosa-agua, en la forma de un gréafico de Stokes-Einstein, tal como se hizo
en la Figura 5.1 para los datos de Champion et al. [9]. Sélo se incluyen los resultados
del ajuste lineal robusto, porque la dispersion en los datos es suficientemente grande
como para poder observar diferencias en las tendencias respecto del método de los tres

puntos.

La imagen que surge de la Figura 5.4 es similar a la ya tratada en relaciéon con los
datos de la Figura 5.1. Es decir, la relaciéon SE se mantiene para valores bajos de
T,/T, mientras que se observa un desacople entre difusién y viscosidad cuando nos
aproximamos a la temperatura de transicién vitrea (7,/7 — 1). Sin embargo, en las
mediciones realizadas para este trabajo, el desacople se observa para T,/T > 0,65,
mientras que en las mediciones hechas por Champion et al. [9] tiene lugar més cerca

de la temperatura de transicién vitrea.

Podriamos especular con la posibilidad de que la discrepancia se deba a diferencias del
pH de la muestra. Las muestras de Figura 5.4 se prepararon agregando hidroxido de
sodio para alcanzar un pHA8, mientras que Champion et al. [9] prepararon muestras
con agua destilada y registraron un pH de alrededor de 7. Por lo tanto, la proporcién
entre di-aniones y mono-aniones podria haber sido mayor en nuestras muestras. Ob-
viamente, esta diferencia, si existe, no podria ser notada en la region diluida debido a

los procedimientos de calibraciéon empleados.
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Figura 5.4: Gréfico de Stokes-Einstein para la difusién de fluoresceina en soluciones acuosas de sa-
carosa (mediciones propias) usando el ajuste lineal robusto. (o) Resultados con soluciones de sacarosa
entre 10-90% w/w y temperaturas alrededor de los 295K, (e) Resultados con agua pura.

Atn mas importante que la preparacién de las muestras es la diferencia del método
FRAP empleado en ambos estudios. Champion et al. [9] usaron un modelo de franjas
de interferencia donde el parametro de foto-blanqueo no es considerado. Es decir,
consideraron que el foto-blanqueo es uniforme sobre toda la distancia de las franjas ( de
alrededor de 5 um de ancho). Si el haz de escritura no es suficientemente intenso como
para foto-blanquear uniformemente las franjas, los coeficientes de difusion medidos
serfan mas altos que los reales, mientras que un foto-blanqueo muy intenso produciria

el efecto contrario.

Por otra parte, Champion et al. [9] informaron que en las soluciones de sacarosa

altamente concentradas solamente se pudo ajustar el 10% del total de la curva de
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recuperacién (supuesta exponencial). Ademas, el ajuste requirié de dos tiempos de
relajacién, cuya magnitud difirié hasta en un factor de 10. Periasamy et al. [113]
observaron una recuperacion rapida de la fluorescencia en soluciones acuosas viscosas,
debida a una componente reversible del foto-blanqueo. Es decir, debida a una regene-
racion del estado no excitado del fluoréforo desde un estado de triplete. Este proceso
compite con la transicién irreversible desde el triplete hacia el estado definitivamente
foto-blanqueado. El tiempo de relajacion del proceso reversible depende del contenido
de oxigeno en la solucién y de la intensidad del haz. En el caso del patron de franjas
usado por Champion et al. [9], los tiempos de recuperacién son mucho menores que los
nuestros. Por lo tanto, la relajacién mas rapida que observaron podria asociarse a la
recuperacion reversible del fluoréforo. Estos autores consideran sélo la relajacién méas

lenta para la estimacion de D.

Las representaciones del desacople, observada en la Figuras 5.1 y 5.4, en la regién de
alta viscosidad, indican claramente que nuestros resultados dan coeficientes de difusion
més elevados que los de Champion et al. [9], para una misma temperatura reducida
T,/T. Por lo tanto, las causas de las discrepancias podria ser una combinacién de un
foto-blanqueo muy intenso en la franja de interferencia FRAP usado por esos autores,

junto con la eleccién de menores coeficientes de difusion en el procedimiento de ajuste.
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5.2 Difusion de fluoresceina en soluciones acuosas

de trehalosa

5.2.1 Introduccion

En la seccion 5.1 se estudié el desacople o violacion de la relacién de Stokes-Einstein
(Ec. (2.2)) para soluciones de sacarosa acuosa. La difusién de fluoresceina iénica en
estas mezclas se comparé con datos de literatura [9]. Las mediciones propias indicaron
que el desacople aparece alrededor de T,/T" ~ 0,65, mientras que para los datos de
Champion et al. ocurrié en T,/T ~ 0, 80. Longinotti y Corti [8] estudiaron la difusién
del ferrocenometanol (soluto neutro) en estas mismas mezclas y observaron ese mismo
desacople en T, /T ~ 0, 75. La razén de estas discrepancias no resulta clara, por la que

el estudio en soluciones acuosas de trehalosa pueden ayudar a clarificar este punto.

La trehalosa es un disacarido, tal como la sacarosa y sus estructuras se muestran en la
Figura 5.5. Ambas, al igual que otros polioles, son agentes vitrificantes que incrementan
la temperatura de transicién vitrea del agua desde 136 4+ 1 K, segtin determinaron por
Johari et al. [114] usando técnicas calorimétricas. Sus soluciones acuosas vitreas o
sobre-enfriadas son usadas cominmente para la estabilizacién de biomoléculas. En
particular, las soluciones acuosas de trehalosa tienen temperaturas de transicién vitreas

mds altas respecto de otras soluciones acuosas de azicares [104].

Magazi et al. [13] estudiaron la difusién del 6xido de polietileno y trehalosa en solu-
ciones acuosas de trehalosa en el rango de temperaturas 20-85°C usando una técnica
de espectroscopia de correlacion de fotones. Solamente en el caso de la difusién de

trehalosa alcanzaron la region sobre-enfriada, pero el limite superior de T,,/T fue 0,57,
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Figura 5.5: Al la izquierda, la estructura quimica de la «, a—trehalosa. A la derecha, la estructura
quimica de la sacarosa.

que es muy bajo para observar el desacople entre difusién y viscosidad.

Liiddemann y colaboradores [115] estudiaron los coeficienters de intradifusién del agua
(D,) y carbohidratos (D,.) en soluciones acuosas mediante la técnica *C NMR. Sus
mediciones en sacarosa y trehalosa en agua incluyeron la region sobre-enfriada hasta
T,/T = 0,75. Con concentraciones de aziicar mayores que 50 %w/w observaron un
desacople de Dy v D,, de la viscosidad para ambos carbohidratos. Resultados similares
fueron observados [116]-[118] para el desacople de la conductividad eléctrica molar, A,
y la viscosidad de sales simples (NaCl, LiCl, MgCl,) en soluciones acuosas de trehalosa.
En ese caso, se basaron en la Ec. (6.1) (ley de Walden) que es equivalente a la relacién

de Stokes-Einstein (SE).

En esta seccién se muestran los resultados obtenidos para la difusion de fluoresceina en
soluciones acuosas de trehalosa sobre-enfriadas, usando la técnica FRAP. El objetivo
fue establecer el rango de validez del modelo clasico hidrodinamico en este importante
sistema y estimar la movilidad del soluto cuando se alcanza la temperatura de transicion

vitrea.

El arreglo experimental es el mismo que el empleado para medir la difusion de fluo-
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resceina en soluciones de sacarosa acuosa. En la seccién 5.1.2 se explicé también el
método de calibracién usado, que permitiéo determinar un ancho del haz de escritura

de w = 70,1 pym.

La concentracion de fluoresceina en las mezclas de trehalosa-agua estuvo por debajo
de las 15 uM, la concentracién de trehalosa se ubicé en el rango de 27 a 80 % w/w y la
temperatura se vari6 entre 15°C' y 20°C. Por lo tanto, la relaciéon T,/T" estuvo entre
0,55 y 0,95. Aquellas soluciones cuya concentracién de trehalosa superé el 40% w/w y
T < 20°C entraron en el régimen sobre-enfriado, por lo que se prepararon inmediata-
mente antes de la medicién y se las mantuvo por encima de la curva de solubilidad,
para minimizar la posibilidad de cristalizacién. Los tiempos de medicién para las solu-
ciones mas concentradas de trehalosa fue del orden de 2500 segundos. Sin embargo,
como se vera, el coeficiente de difusion se estimé a partir del primer tramo de la curva
de recuperaciéon (usualmente por debajo de los 600 segundos), de manera de poder

despreciar los efectos de la formacién de nicleos de cristalizacion y convectivos.

El analisis del modelo continuo de la difusién hidrodinamica requiere el conocimiento
del la viscosidad dinamica de las soluciones de azicar. El calculo de 7 se realizé usando
ecuaciones de interpolacién para los resultados experimentales en soluciones acuosas
de trehalosa registrados por Miller et al. [118]-[20], Magazu et al. [13][119]-[121], Elias

y Elias [122] y Rampp et al. [115].

Las ecuacion WLF (Ec. (2.7)) y la ley de potencias (Ec. (3.6)) conducen a diferencias
entre los valores calculados y los experimentales para soluciones de trehalosa de hasta

0,9 y 0,8 unidades de log,, 7, respectivamente. Con la ecuacién polinomial [102],
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Tabla 5.4: Valores estimados de T}, para soluciones acuosas de trehalosa.

¢ (Yw/w) T, (K) | c(%w/w) T, (K)
27.20 1525 | 63,07 1990
31,72 1564 | 67,84 2096
36,20  160,7 | 7467 2284
A118 1659 | 7726 236,9
50,85 178,1 77,31 237,0
54,48 183.,5 79,54 245,2
60,52 1940 | 80,35 2483

logyo(n/mPa.s) = 0,40 — 8,03 (T,/T) + 15,96 (T,/T)? (5.4)

la viscosidad de las soluciones de trehalosa se ajustan a una desviacién estandar 0,10

unidades de log;, 7 en el rango de 0,390 < T, /T < 0,901.

Los valores de Tj para las soluciones de trehalosa fueron estimadas a partir de datos
experimentales (7, midpoint) por Miller et al. [19, 20] y Saleki-Gerhardt [123], usando
la ecuacién de Gordon y Taylor [103]. En la Ec. (5.2), ahora consideramos que Ty =
388K y Tye = 135K, son las temperaturas de transicién vitrea del disacarido puro y
del agua pura respectivamente, v kgr = 5,04 £ 0,04 es un parametro de ajuste. Este
valor es compatible con las conclusiones dadas en la Ref. [104]. La Tabla 5.4 resume
los valores de T, para las soluciones de trehalosa a las concentraciones estudiadas en

este trabajo.

5.2.2 Resultados

En las Figuras 5.6 y 5.7 se muestran los resultados de la recuperacién de fluoresceina

en trehalosa para dos concentraciones diferentes. Ambas se representan transformadas
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Figura 5.6: Funciones de recuperacién en su forma pura (izquierda) y representadas de acuerdo
con la transformacién de la derecha de la Ec. (4.15), para la fluorescencia de fluoresceina en solucién
acuosas de 31,72 %w/w trehalosa. Las lineas llenas corresponden a los datos experimentales, las lineas
segmentadas al método de ajuste de Axelrod et al. [84] y las lineas punteadas al ajuste robusto.

de acuerdo con el segundo miembro de la Ec. (4.15) y sin transformar. Se incluyen
los ajustes segiin el método de tres puntos de Axelrod et al. [84] y el estimador lineal
robusto. Las principales caracteristicas del proceso de ajuste fueron discutidas en la

seccion 4.5.3.

Esta claro que el ajuste lineal robusto de la Ec. (4.15) para F'(t) < 0,9 es mejor que el
ajuste correspondiente usando el método de los tres puntos [84], principalmente porque,
como dijimos antes, el ajuste lineal robusto privilegia los datos en tiempo intermedio,

donde los errores experimentales son minimizados.

Los resultados de la difusiéon de fluoresceina en mezclas de trehalosa-agua en regimenes
normal y sobre-enfriado estdn resumidos en la Tabla 5.5. Solamente se muestran los
coeficientes de difusion obtenidos mediante el método de estimacion lineal robusto
(Ec. (4.15)) junto con la viscosidad de las soluciones a las temperaturas de trabajo.

En general la incertidumbre de los coeficientes de difusion obtenidos con el ajuste
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Figura 5.7: Funciones de recuperacién en su forma pura (izquierda) y representadas de acuerdo
con la transformacién de la derecha de la Ec. (4.15), para la fluorescencia de fluoresceina en solucién
acuosas de 77,31 %w/w trehalosa. Las lineas llenas corresponden a los datos experimentales, las lineas
segmentadas al método de ajuste de Axelrod et al. [84] y las lineas punteadas al ajuste robusto.

lineal robusto es mucho menor del obtenido usando el método de los tres puntos,

particularmente para las soluciones sobre-enfriadas de trehalosa.

Resulta claro que, a una misma concentracion y temperatura, la desviacion de las
mediciones individuales respecto de su valor medio es mayor que la desviacién estandar
del conjunto (ver Tabla 5.5). Esto es particularmente cierto en el caso de las soluciones
sobre-enfriadas, o sea, para todas las soluciones con concentraciones de trehalosa ma-
yores que 40 %w/w, tal como se puede inferir del diagrama de fases suplementario del
sistema trehalosa-agua mostrado en la Figura 5.8, basado en los datos de Miller et al.
[19]. Por lo tanto, mientras que la dispersién de los datos de difusién en soluciones
estables (concentraciones de trehalosa menores que 40 %w/w) es una clara consecuencia
de la técnica experimental, la dispersiéon mayor para las soluciones sobre-enfriadas seria
debida al inicio de un proceso de cristalizacion de la trehalosa en las muestras. En el
régimen sobre-enfriado, la nucleacién en el disacarido podria hacer que el sistema sea

nano-heterogéneo y que la migracion de agua desde la matriz tenga lugar antes de
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Tabla 5.5: Coeficiente de difusién de fluoresceina en soluciones acuosas de trehalosa.

c(%w/w) T(K) T,/T n(mPas) K D (x101m?s71)
27,20 295,8 0,50154 3,24 2,40 29,2+ 4,7
2,81 21,3+ 2,3
238 282+ 3.5
31,72 295,8 0,5289 4,22 2,09 17,6+ 1,2
2,61 21,4+ 3,2
300 12,1+ 0,9
278 12,2+ 1,0
262 11,3+ 0,7
3620 2954 05440 582 372 145+ 1,3
414 13,3+ 14
3,67 12,14 1.4
451 102+ 1,0
AT18° 2932 05657 939 391 9.6+ 0.6
409 37401
50,85* 295,0 0,6037 23,4 3,68 23,9+ 1,6
293,1 0,6076 25,8 4,37 17,9+ 1,3
288,0 10,6184 34,2 3,45 11,6+ 0,5
54,48* 278,1  0,6600 109 2,97 2,84+ 0,07
60,52* 295,4 0,6568 99,1 3,20 4,8+ 0,1
63,07* 296,2 0,6720 156 2,68 9,9+ 0,2
67,84* 283,3 10,7400 1,47.10° 1,37 0,19+ 0,02
7467 2966 0,700 447.10° 1,8 1,92+ 0,00
117 1,09+ 0,05
1,41 0,751+ 0,009
77,317 294,3 0,8055 1,85.10% 7,76 1,47+ 0,04
11,76 1,37+ 0,01
79,54* 288,9 10,8486  1,21.10° 1,67 0,44+ 0,01
80,35* 291,2  0,8527 1,46.10° 1,48 0,232+ 0,006

soluciones sobre-enfriadas.
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Figura 5.8: Diagrama de fase suplementario para soluciones de trehalosa acuosa. Tj, corresponde
a la temperatura de equilibrio de fusién del agua, S a las curvas de equilibrio de la solubilidad de la
trehalosa [19] y T, a la temperatura de transicién vitrea de la trehalosa [19]. El 4rea gris corresponde
a la regién donde fueron realizadas las mediciones de la difusion.

la cristalizacién del azicar. La magnitud de este efecto depende de como la muestra
alcanzoé el estado sobre-enfriado y puede afectar la reproducibilidad de las mediciones
de difusién. Sin embargo, no tendria un efecto notorio en la temperatura de transicion

vitrea, que sélo variaria si ocurre una cristalizacién masiva.

La desviacién tipica en las mediciones de trehalosa acuosa sobre-enfriada fue similar a
las de sacarosa acuosa (sobre-enfriada), y menor a las reportadas por Champion et al.

para soluciones de sacarosa altamente concentradas.

A pesar del hecho de que el comienzo de la cristalizacién afecta fuertemente la re-
producibilidad del coeficiente de difusiéon en soluciones sobre-enfriadas, los resulta-
dos, analizados globalmente, nos permiten obtener conclusiones confiables respecto del

fenémeno de desacople en este sistema.
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Figura 5.9: Grafico de Stokes-Einstein para la difusién de la fluoresceina en soluciones acuosas de
trehalosa. La linea segmentada representa el valor de la fluoresceina en agua. Las lineas llenas son
simplemente una gufa para el ojo (la linea horizontal entre 0,51 < T'g/T < 0,57 corresponde al valor
promediado en este rango).

El grafico de SE de la Figura 5.9 muestra claramente que para soluciones de concen-
tracion moderada (7, /T < 0,60), la relacién SE se mantiene y el radio hidrodindmico
de la fluoresceina es ligeramente menor que el determinado en agua y en soluciones acu-
osas diluidas de sacarosa. Probablemente la interaccion de fluoresceina con la sacarosa

conduce a especies de mayor tamano que en el caso de la trehalosa.

Estudios recientes de la conductividad eléctrica de los iones de borato en soluciones
de sacarosa y trehalosa [124] demuestran que la trehalosa forma ésteres de borato de
tamanos hidrodinamicos menores que los de la sacarosa, aunque en este caso el soluto

forma uniones covalentes con el sacarido.

Por arriba de T,/T ~ 0,60 se observa un desacople difusién-viscosidad. La difusién

del soluto es tres 6rdenes de magnitud mayor que el esperado por la relacion SE para
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el valor més alto de T,/T estudiado. Comparando los graficos SE de las Figuras 5.1 y
5.9 se puede concluir que el desacople para la difusiéon de fluoresceina en soluciones de
sacarosa y trehalosa tiene lugar a alrededor de la misma 7},/T" y su magnitud también
es bastante similar. Esto es razonable, teniendo en cuenta que la estructura de ambos
disacaridos es muy similar, y considerando que su interacciéon con la fluoresceina no

deberia ser muy diferente.

Como ya se menciond, la estructura quimica y la carga del anién fluoresceina depende
del pH (ver Figura 5.2) [109]. Recordemos que el dngulo entre el plano del grupo
xanthene y el plano del anillo benzénico es 90° para la forma dianiénica y 70° para la

forma monoaniodnica.

En las muestras preparadas para este trabajo se agregé hidroxido de sodio para tener
un pH~8, de tal manera que la especie dianionica fuera predominante. La solvatacién
de la fluoeresceina dianionica en el agua y en las mezclas de agua y sacarosa en la
region de bajo T, /T corresponden a espesores de alrededor de 0,14 nm y 0,29 nm
respectivamente, dependiendo de las condiciones de borde adoptadas para la friccién
soluto-solvente [125]. Los resultados de este trabajo indican que la solvatacion del

dianién en trehalosa acuosa es similar o aiin menor que en soluciones de sacarosa.
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5.3 Difusion de dextrano-fluoresceina en soluciones

acuosas de sacarosa y trehalosa

5.3.1 Introduccion

En las secciones 5.1 y 5.2 se estudié el desacople difusion-viscosidad en soluciones
acuosas de sacarosa y trehalosa. El soluto iénico usado fue fluoresceina. El objetivo era
analizar su movilidad en un ambiente caracterizado por heterogeneidades dinamicas,

en el régimen sobre-enfriado.

El objetivo planteado aqui es saber si las propiedades de movilidad de solutos pequenos
(respesto del solvente) se siguen manteniendo cuando éste es mucho mayor que las
moléculas de su entorno (solvente). En el régimen sobre-enfriado, el soluto debe di-
fundir por un medio heterogéneo. Pero si las heterogeneidades dinamicas del liquido
sobre-enfriado son més pequenas que el tamano del soluto, la difusion de este ultimo
deberfa seguir un comportamiento dado por la relacion de Stokes-Einstein. En cambio,
si observamos un desacople para solutos de gran tamano, deberemos considerar que las

heterogeneidades tienen también tamanos aiin mayores a los de estos solutos.

5.3.2 Resultados

El estudio de la movilidad de solutos grandes se realizé de manera analoga a la descripta
en las secciones 4.2 y 5.2.1. En este caso, se reemplazé a la fluoresceina por polimeros de
glucosa (dextranos, [C¢H19Os5), ), donde hay en promedio, una molécula de fluoresceina-

isothiocyanato (FITC, C;H11NO;S) cada 250 mondmeros (eslabones de la cadena). El
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Figura 5.10: Gréfico de Stokes-Einstein para la difusién de fluoresceina-isothiocyanato-dextrano
(FITCHdextrano) en soluciones acuosas de sacarosa y trehalosa. (O) FITCHdextrano (M =
70.000 g/mol) en sacarosa acuosa. (o) FITC+dextrano (M = 4.000 g/mol) en trehalosa acuosa. (e)
FITC+dextrano (M = 70.000 g/mol) en trehalosa acuosa. La linea de trazos horizontal senala el valor
promedio log,(7'/n D) = 15,63 para T, /T < 0,55. La linea de trazos para Ty/T > 0,55 guia la vista
en a region de desacople.

FITC+dextrano fue adquirido a la firma Sigma-Aldrich. Se usaron cadenas de peso
molecular 4.000 g/mol y 70.000 g/mol. El grado de ramificacién de las cadenas no
superé el 5%, segun informa Sigma-Aldrich. Al igual que en el caso de la fluoresceina,

la concentracion fue igual o inferior a 15 uM.

La preparacion de las muestras de sacarosa y trehalosa fue similar al caso de la fluores-

ceina (ver secciones 4.2 y 5.2.1). En la Figura 5.10 se muestran los resultados obtenidos.

En la Figura 5.10 se observa que, aunque hay pocos datos para FICT4dextrano
70.000 en la region donde no se espera desacople (1,/T < 0,55), es claro que la

relaciéon de Stokes-Einstein se cumple para valores log,,(7/n D) = 15,65 (sacarosa) y
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Tabla 5.6: Radios hidrodindmicos de fluoresceina y FICT+dextrano 70.000 en solu-
ciones acuosas de sacarosa y trehalosa.

Soluto - Solvente stick (nm)  slip (nm)
fluoresceina - sacarosa acuosa 0,49 0,74
fluoresceina - trehalosa acuosa 0,37 0,56
FITC+dextrano 70.000 - sacarosa acuosa | 3,71 5,56
FITC+dextrano 70.000 - trehalosa acuosa | 3,82 5,73

log,o(T'/n D) = 15,62 (trehalosa). Para el caso de FICT+dextrano 4.000, en trehalosa,
los datos arrancan en la zona donde ya hay desacople. En la Tabla 5.6 se resumen los

radios hidrodindamicos de fluoresceina y de FICT+dextrano 70.000, validos en la region

SE.

El punto de quiebre en la relaciéon SE se produce para valores de T},/T similares al caso
de la fluoresceina. El comportamiento global de las tres soluciones es muy parecido. Sin
embargo, el soluto FITC+dextrano 70.000 en sacarosa acuosa muestra una dispersion
de datos mayor en la regién cercana a T,/T ~ 0,7 . Es dificil dar una explicacién a
este fendmeno, pero evidentemente tiene que ver con el solvente (sacarosa acuosa) méas
que con el soluto. En la secciéon 5.1.3 se comentd que, dado que la solucién alcanza
la saturacién y que la viscosidad no es ain muy elevada, se favorece el proceso de

nucleacién.

El hecho de que la difusion de solutos grandes supere las previsiones de Stokes-Einstein
no era esperable. Ante al ausencia de heterogeneidades dinamicas, el solvente se com-
portaria como un continuo respecto del tamano del soluto. Las heterogeneidades, solo
podrian obstruir la difusion del soluto, pero nunca favorecerla. Este punto se analizara

en la seccién 6.3.



Capitulo 6

Discusion de los resultados y

conclusiones

6.1 Movilidad de fluoresceina y otros solutos en

soluciones acuosas de sacarosa sobre-enfriadas

La diferencia mas importante entre nuestros resultados para la difusiéon del di-anién
fluoresceina en sacarosa acuosa y las de literatura [9] estd en la temperatura reducida en
la que se observa el desacople difusién-viscosidad (ver Figuras 5.1 y 5.4). Claramente,

esto no se debe a la funcién de recuperacién propuesta en este trabajo.

La falta de informacién sobre difusion de solutos en soluciones acuosas sobre-enfriadas
en general, y en soluciones de sacarosa en particular, impide llegar a una conclusién

definitiva respecto de las discrepancias mencionadas. Sin embargo, puede contribuir al

100
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andlisis la determinacién reciente del coeficiente de difusién de un soluto neutro (ferro-

cenometanol) en sacarosa acuosa. Este se obtuvo por medio de métodos electroquimicos

[8].

Los coeficientes de difusion fueron determinados en un rango de concentracion y tem-
peraturas similar a los usados en este trabajo y los resultados mostraron un de-
sacople difusion-viscosidad a partir de T,/T ~ 0,76. El radio hidrodinamico del
ferrocenometanol en soluciones de sacarosa, calculado usando la Ec. (2.2) de SE |,
fue de 0,31 £ 0,03 nm, ligeramente mas grande que el registrado por Miao et al. [126]
en agua (0,275 £ 0,04nm). Por consiguiente, se concluyé [8] que este soluto neutro se
encuentra muy poco solvatado en mezclas sacarosa-agua. Esto es consecuencia de una

interaccién débil con el solvente binario.

La mayoria de los modelos tedricos que describen el desacople o violacién de Stokes-
Einstein en liquidos formadores de vidrios [127]-[129] consideran la existencia de re-
giones liquidas de alta movilidad en la cercania de la temperatura de transicién vitrea.
La desviacién respecto de la relacion SE, medida por D/Dgg (donde D es el coefi-
ciente de difusién y Dgp es el calculado con la Ec. (2.2)), depende de la relacién
entre el tamano del soluto y el tamafio del solvente, r/R, siendo despreciable cuando
r/R > 6 — 7 y creciente hasta un factor de 1000 cuando /R — 1 [66]. También se
vuelve mas grande la desviacién cuando se alcanza la temperatura de transicion de

vitrea.

De acuerdo con los resultados tedricos, se hubiera esperado una desviaciéon mas grande
para el ferrocenometanol respecto de la fluoresceina. Los resultados de este trabajo
muestran lo contrario. Pero aqui, las interacciones soluto-solvente juegan un papel im-

portante en la violaciéon de la relacién SE. Esta afirmacién se apoya en mediciones de la
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conductividad eléctrica de sales simples (NaCl, CsCl, MgCly y bromuro de tetrabutil-
amonio) en mezclas de sacarosa-agua [118][116, 117]. En este caso la regla de Walden
[130] es el equivalente de la Ec. (2.2) de SE para la conductividad eléctrica molar, A,

de solutos iénicos con carga z,

Ao 22e F

- 6.1
Anrn (6.1)

donde 1/rg = 1/ry+ + 1/ry- es la suma de la reciproca de los radios idnicos, e es la
carga del electréon, F es la constante de Faraday y A es una constante que depende de

la condicion de contorno soluto-solvente.

La conductividad eléctrica molar no decrece proporcionalmente a la inversa de la vis-
cosidad de la solucién, sino que decrece menos de lo predicho por la Ecuacién (6.1).
Se encontré que este efecto es similar tanto para el NaCl como para el bromuro de
tetrabutilamonio, indicando que el efecto tamano es, al menos en parte, compensado

por la interaccién con el solvente.

Es posible que la mayor temperatura de quiebre en la relacion SE observada para
la fluoresceina, respecto del ferrocenometanol, se deba a una mayor interaccién de
la fluoresceina idénica con las moléculas sacarosa-agua, lo que modifica localmente las
regiones liquidas en el liquido sobre-enfriado. Esto es un punto muy relevante para
validar las teorias del desacople en liquidos sobre-enfriados. En el apéndice D.3 se

pueden ver calculos detallados que describen el tipo de interacciones posibles.
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6.2 Movilidad de fluoresceina y otros solutos en

soluciones acuosas de trehalosa sobre-enfriadas

En la secciéon 5.2.2 se presentaron los resultados sobre la difusiéon de fluoresceina en
trehalosa acuosa. Se construyé un gréafico 7'/n D vs. T,/T que muestra el apartamiento
respecto de la relacién de Stokes-Einstein. En la regién de altos valores de T,/T
de la Figura 5.9, donde se observa el desacople, podemos comparar la movilidad de
fluoresceina y de otros solutos iénicos en soluciones sobre-enfriadas de trehalosa y
sacarosa. Para ello se grafica la inversa del radio hidrodinamico efectivo, calculado a
partir de las mediciones de la difusién y conductividad eléctrica mediante el uso de
las Ec. (2.2) y (6.1). El radio efectivo no es un radio verdadero del soluto porque
ambas ecuaciones asumen que los solutos son esféricos y los solventes continuos, sin
estructura. No obstante, estos calculos nos dan una idea del tamano hidrodinamico
del soluto cuando se mantiene el modelo clasico hidrodinamico, y cuando se grafican
en funciéon de T,/7, permitiendo detectar una desviacién respecto de este régimen,
es decir, el desacople difusién-viscosidad. En el apéndice D.1 se puede ver que las
desviaciones debidas a cambios en la conformaciéon molecular del soluto son mucho
menores (y, por lo tanto, despreciables) respecto de las detectadas en la regién de

desacople.

La Figura 6.1 muestra la inversa del radio hidrodindmico del electrolito (r;* + rZ*)
en soluciones acuosas de sacarosa y de trehalosa para NaCl y para electrolitos que
contienen iones mas grandes que las moléculas de agua, como en los casos del bromuro
y el yoduro de tetrabutilamonio. Ellos fueron calculados a partir de las mediciones de

la conductividad eléctrica y de la viscosidad, usando la Ec. 6.1 en condicién stick. Los
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Figura 6.1: Inversa del radio hidrodinamico del NaCl en sacarosa (o) y en trehalosa (e); (C4Hg)4NBr
en soluciones de sacarosa (A); y (C4Hg)4NI en soluciones de trehalosa (A negros), calculados a partir
del producto de Walden medido (An) [116, 131], (O gris) fluoresceina en soluciones de trehalosa (este
trabajo).

resultados corresponden a NaCl en soluciones acuosas [116] para concentraciones entre
65,11y 76,17 %w/w y temperaturas entre -20 °C'y 50 °C, a NaCl en soluciones acuosas
[116] de trehalosa a 68,07 %w/w y temperaturas entre -20 °C'y 45 °C, a bromuro de
tetrabutilamonio en soluciones acuosas [131] de sacarosa a 76,27 %w/w y temperaturas
entre -15 °C' y 35 °C, a yoduro de tetrabutilamonio en soluciones acuosas [131] de

trehalosa a 39,13 %w/w y temperaturas entre -5°C' y 20°C. También se grafican los

valores en agua pura.

Los comportamientos del NaCl y de las sales de tetrabutilamonio en soluciones acuo-
sas de sacarosa y trehalosa son similares: todos presentan un desacople de la movi-
lidad del ion y de la viscosidad que se extiende sobre todo el rango de T,/T" investi-
gado. En efecto, la inversa del radio iénico hidrodinamico de esos electrolitos aumenta

monétonamente con T, /T, indicando que no se obedece la relacién SE ain en agua o
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en soluciones diluidas. El origen del desacople, segtin indican simulaciones de dindmica
molecular para los sistemas NaCl-trehalosa-agua [118], esta relacionado con la existen-
cia de heterogeneidades locales, donde los iones estan rodeados por agua mas que por
trehalosa. La misma mecanica estaria operando para iones de sales de tetrabutilamonio

en solucidn.

En la Figura 6.1 se grafica también, para comparar, la inversa del radio hidrodinamico
de fluoresceina en soluciones acuosas de trehalosa y en agua, que es similar al de
soluciones sacarosa-agua donde el desacople ocurre a T,/T ~ 0,76. En general, el
comportamiento de este soluto i6nico es similar al hallado para el NaCl y el yoduro de
tetrabutilamonio en trehalosa acuosa, excepto que, dentro de la dispersién experimental
tipica de las mediciones FRAP, la relaciéon SE se mantiene en la angosta regién 0, 45 <

T,/T < 0,60.

Hay que notar que el radio hidrodinamico de la fluoresceina en una solucién diluida de
sacarosa, segun las mediciones de la difusién [125] es 0,49 nm para la condicién stick y
0, 74 nm para la condicién slip. El radio cristalografico del dianién de fluoresceina es sélo
re ~ 0,35nm. Por consiguiente, el hecho de que la inversa de su radio hidrodindmico
(en agua y en soluciones diluidas) sea menor, en comparacion con la de otras sales, se

puede atribuir a una combinacion del efecto de tamano y de la solvatacién.

La meseta en el grafico SE para la fluoresceina sigue un comportamiento similar al
del ferrocenometanol en soluciones acuosas de sacarosa [8], donde la SE es vélida
hasta T,/T =~ 0,75. Parece razonable racionalizar estos resultados en términos de
la interaccion de estos solutos con la mezcla agua-disacarido. La difusion de fluo-
resceina dada por FRAP es dominada por la movilidad del dianién de fluoresceina

foto-blanqueada, con los aniones del sodio (fluoresceina disédica) que siguen el campo
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Figura 6.2: Inversa del radio hidrodindmico para la difusién del agua (circulos) y carbohidratos
(tridngulos) en soluciones de trehalosa (simbolos abiertas, linea llena) y sacarosa (simbolos cerrados,
linea segmentada) calculado a partir de los datos de difusién [115].

de difusién creados por la difusion del dianién. Ambos, el dianién de fluoresceina y
el ferrocenometanol (neutro), no son solutos esféricos (cfr. apéndice D.2) y tienen
una movilidad hidrodindmica clasica (SE) lejos de la temperatura de transicién vitrea
(valores bajos de T,/T"). Cuando la solucién se vuelve fuertemente sobre-enfriada la
presencia de heterogeneidades dindmicas y/o la irrupcién de solvatacién preferencial

(heterogeneidades estructurales) inducirfa el colapso de la relacién SE.

Con el fin de dar soporte a este argumento es interesante comparar el comportamiento
de estos solutos en mezclas de agua y agua-disacdrido con los resultados de la difusion
de sus componentes principales (agua y disacdrido). Los datos de Liiddemann y co-
laboradores [115] para los sistemas agua-sacarosa y agua-trehalosa estdan resumidos en
la Figura 6.2, que muestra cémo el coeficiente de intradifusién cambia con T,/T. El
rango graficado de los valores T, /T en la Figura 6.2 corresponde a concentraciones de

disacarido comprendiadas entre 30 y 70 %w/w y temperaturas desde 25 °C' hasta 80°C'.
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A pesar del hecho que la relaciéon SE es estrictamente valida para dilucién infinita
del soluto en el solvente, y que las curvas mostradas en la Figura 6.2 podrian estar
afectadas por interacciones entre soluto-soluto, el comportamiento del coeficiente de
difusion del agua en soluciones de sacarosa y trehalosa se parece al encontrado para
solutos iénicos, es decir, el desacople se observa en todo el rango de la inversa de
temperaturas reducidas. Por otro lado, la difusién de los disacdridos parece seguir la

relaciéon SE independientemente del grado de sobre-enfriamiento.

La mayor movilidad en las moléculas de agua respecto de las de azucar, en la regién
sobre-enfriada y cercana a la transicién vitrea, ya fue sugerida por Liidemann y co-
laboradores [21]. Simulaciones de dindmica molecular (coarse grain molecular dynam-
ics) realizadas por Molinero et al. [38] en soluciones de sacarosa acuosa apoyan esta

hipétesis.

Recordemos que el modelo tedrico de Xia y Wolynes [66], que asume una distribucién
de heterogeneidades, muestra que la desviacién respecto de Stokes-Einstein depende de
la relacién entre el radio del soluto y el de las moléculas de solvente (o sea, del entorno
del soluto) r/R. Cuando r/R > 6 la desviacién es despreciable, pero cuando r/R — 1
ésta se vuelve creciente. Ademads, la desviacion es mayor cuando nos aproximamos
a la transicion vitrea. Esto podria explicar las mayores desviaciones para el NaCl y
(C4Hg)4NBr en sacarosa y trehalosa acuosa respecto de la fluoresceina, y también la
desviacién en la difusion del agua en las soluciones agua-azicar, no observada en la
difusién del azticar (ver Figura 6.2). Sin embargo, el modelo falla para explicar la menor
desviacién del ferrocenometanol respecto de la fluoresceina, observada en las soluciones
de sacarosa [8, 125]. Por lo tanto, las interacciones soluto-solvente deberfan afectar la

distribucién de heterogeneidades en el régimen sobre-enfriado y ser determinante en el
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desacople difusion-viscosidad.

Es posible que la correlacién entre la difusion del agua y los iones en esas soluciones
sobre-enfriadas sea una consecuencia de que los iones se estan moviendo en ambientes
ricos de agua en esos sistemas, y por lo tanto, los flujos del ion y el agua estarian
acoplados [118]. Un modelo de distribucién de heterogeneidades en liquidos sobre-
enfriados, aplicado a sistemas binarios azicar-agua, deberia incluir la posibilidad de
que existan regiones de movilidad lenta y rapida atin lejos de la transicion vitrea, como
consecuencia de nano-heterogeneidades surgidas por uniones puente de hidrégeno entre

el agua y el azicar.

La presencia de solutos iénicos modifica, localmente, la estructura binaria del solvente.
Es esperable que pequenos iones se solvaten preferencialmente con agua [118]. En los
iones grandes, esta tendencia puede estar mitigada e, incluso, las moléculas de azucar
podrian reemplazar al agua en la capa de solvatacion. Por lo tanto, la solvatacion
preferencial podria favorecer la formacion de heterogeneidades estructurales en estos

sistemas azuicar-agua.

En el apéndice E se describe un posible mecanismo general para explicar el desacople

difusion-viscosidad a partir de la presencia de heterogeneidades estructurales.

Grandes solutos neutros, tales como el ferrocenometanol, y iones marcadamente no
esféricos, tales como los dianiones de fluoresceina (cfr. apéndice D.2), siguen la relacién
SE salvo que las heterogeneidades estructurales o dindamicas induzcan al desacople
(cerca de la transicién vitrea). Es légico que esto tenga lugar a menor T,/T para la

fluoresceina que para el ferrocenometanol, dado su caracter iénico.
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6.3 Movilidad de dextrano-fluoresceina en soluciones

acuosas de sacarosa y trehalosa sobre-enfriadas

El estudio sobre la movilidad de fluoresceina deja de ser valido al incorporarse a cadenas
largas de dextrano, aunque se mantienen algunos aspectos en comun. Esencialmente,
ya no vemos a la cadena como un obstaculo con forma propia. No podemos hablar
de una forma tipica de la cadena ya que cada eslabén de glucosa podra flexionar y
torsionar con cierto grado de libertad. Consecuentemente, la longitud caracteristica que
venfamos usando y que se identificaba con alguna dimensién del soluto (por ejemplo,
el radio para una molécula esférica ry) cobra aqui otro sentido. Landau y Lifshitz
[132] demostraron estadisticamente para una distancia entre extremos R de la cadena
y una longitud lineal de ésta L, que (R?)/L? — 0 conforme la cadena se hace cada vez
més larga (L — oo). De manera que en el equilibrio termodindmico podemos esperar
plegamientos en la cadena que conduzcan a una longitud caracteristica media ¢ < L.
Estas conclusiones son véalidas sin interacciéon con las moléculas de solvente [132]. Si
agregamos las interacciones puente H y las carga-dipolo, el problema se vuelve aiin mas
complejo. Por ejemplo, Paci et al. [133] muestran como se modifica la distribucién de

carga de fluoresceina en presencia de una macromolécula.

Una ventaja que surge inmediatamente del analisis de la movilidad de moléculas grandes
(sustituidas a ciertos intervalos con FITC) es el hecho que, bajo ciertas condiciones,
pueden seguir el comportamiento de Stokes. Esto es, si los plegamientos son capaces
de inmovilizar gran cantidad de moléculas de agua, el conjunto se puede ver como una

esfera de radio R [134].

Senti et al. [135] determinaron el radio hidrodindmico de dextranos en agua como
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Figura 6.3: Inversa del radio hidrodindmico para la difusién de FITC+dextrano 70.000 en sacarosa
acuosa (0O), FITC+dextrano 4.000 en trehalosa acuosa (o) y FITC+dextrano 70.000 en trehalosa
acuosa (). La linea de trazos horizontal sefiala el valor 3,75"! nm~1. La linea de trazos con pendiente
positiva guia la vista en la regién del desacople difusién-viscosidad. Los radios se calcularon para la
condicién de adherencia (stick).

funcién de su peso molecular. Para pesos moleculares 4,22.10° g/mol < M < 2,7.10° g/mol

establecieron la ley de potencias,

R=a.M’ (6.2)

donde av = 0,66 , 3= 0,43 , R estd medido en A y M en g/mol. Ambos coeficientes,
« y f3, tienen una pequena dependencia con el peso molecular. Amu [136] obtuvo
los valores @ = 0,449 y 8 = 0,43 para el rango 2.10*g/mol < M <1,3.10° g/mol.
Gribbon y Hardingham [137] determinaron que a = 0,904 y 3 = 0,37 para el amplio
rango 4.10% g/mol < M <2.10% g/mol.
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Si se aplica la Ec. (6.2) a dextranos de M = 70.000 g/mol resultan radios de 8 nm
(Senti et al.), 5,4 nm (Amu) y 5,6 nm (Gribbon y Hardingham). Nuestros resultados,
a pesar de presentar cierta dispersion experimental, estan en relativamente buena co-
rrespondencia con los dos dltimos. En la regién 7, /T < 0,55 (ver Figuras 5.10 y 6.3)
se obtuvo en promedio R = 3, 7nm para FITC+dextrano 70.000 en sacarosa acuosa y
R = 3,8 nm para el mismo soluto en trehalosa acuosa. Ambos valores se calcularon en
condicién de adherencia (stick). En condicién de deslizamineto (slip) resultan 5,6 nm
y 5,8 nm, respectivamente. En la Figura 6.3 se representa la inversa del radio R~! vs.

T,/T (para la condicién de adherencia).

La Ec. (6.2) aplicada a FITC+dextrano 4.000 da un radio R = 2,3nm. Con los
coeficientes de Gribbon y Hardingham este valor apenas cambiaria a 2 nm. La magnitud
en la dispersion de los datos de la Figura 6.3 no permitiria diferenciar a este soluto
respecto del FITC+dextrano 70.000 para el régimen de Stokes-Einstein. Tampoco
se diferencia su comportamiento respecto del desacople difusion-viscosidad. Ambos
estan correlacionados con la movilidad del agua en la mezcla (ver Figura 6.2). Este es
un hecho sorprendente puesto la enorme diferencia de tamanos (més de un orden de

magnitud) y la complejidad de las interacciones del dextrano con su entorno.

En las secciones anteriores se hizo un anélisis detallado sobre la movilidad de la fluores-
ceina. Se comentd que ésta era capaz de transladarse a través de las heterogeneidades
por medio de regiones ricas en agua. No se pudo precisar la estructura de las hetero-
geneidades, pero se admitié que, al menos debian existir canales mayores al tamano
de la fluoresceina (y su capa de solvatacion). El hecho de que los dextranos sigan el
mismo comportamiento, induce a pensar que las heterogeneidades son suficientemente

grandes como para que en estos solutos se observe la ruptura de la relaciéon SE.
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La investigacion sobre la estructura de las heterogeneidades dinamicas en mezclas
disacarido-agua requiere de la recoleccion de mas datos. Pero, de acuerdo al analisis
de los datos actuales, es posible decir algo mas de ellas. En principio, pueden estar
distribuidas en un amplio rango de tamafios, como sugieren Xia y Wolynes [65, 66].
Pero sabemos que la distribucion debe ser tal que, en todo momento, haya suficientes
canales o regiones de tamano mayor a los 6 nm, ricas en agua. El valor de 6 nm es
una cota inferior, surgida del hecho comprobado del desacople difusién-viscosidad para

solutos del orden de los 5-6 nm.

6.4 Conclusiones finales y perspectivas

La solucién propuesta para la funcién de recuperaciéon FRAP (Ec. (4.15)), fue puesta
a prueba respecto del método clasico de los tres puntos [84], usando la difusién de
fluoresceina en soluciones acuosas de sacarosa como sistema modelo. El tratamiento
de los datos con la nueva solucién es mucho mas simple que el método de los tres puntos

y da errores menores cuando se la usa con un estimador lineal robusto.

Por otra parte, el analisis de los datos de la difusién de fluoresceina en un amplio rango
de la viscosidad (o de temperaturas reducidas T,/T") conduce a la misma conclusién
que en estudios anteriores [9], salvo en la determinacién de la temperatura en que se
produce el quiebre en la relacion de Stokes-Einstein. Las razones de esa diferencia no
son del todo claras, pero es posible que en parte se deba a factores experimentales del
método FRAP usado por Champion et al. [9]. Finalmente, el desacople entre difusion y
viscosidad observado a mayores temperaturas (7, /7 > 0,65) para nuestro soluto iénico

(fluoresceina), en comparacién con uno neutro (ferrocenometanol, T,/T ~ 0,76), es
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atribuible a la mayor interaccién soluto-solvente que compensa los efectos de su mayor

tamano.

El desacople entre difusion y viscosidad de la fluoresceina fue observado en soluciones
acuosas de trehalosa sobre-enfriadas. De forma similar a los resultados reportados
previamente en la seccién 5.1 para soluciones acuosas de sacarosa, la relacion SE no se

cumple en el amplio rango de temperaturas reducidas 7,/ > 0, 6.

La difusion de pequenos solutos en trehalosa y sacarosa a temperaturas proximas a la
transicién vitrea es mas alta que la predicha usando la relacién de Stokes-Einstein. Para
T,/T ~ 0,85, el coeficiente de difusién de fluoresceina es un factor 1000 veces mayor
que el obtenido extrapolando el valor de alta temperatura del modelo hidrodindmico
de Stokes. En consecuencia, el deterioro de las reacciones controladas difusionalmente
en sistemas acuosos, en la proximidad de la temperatura de transicién vitrea, seria de

varios 6rdenes mas alto que las predicciones basadas en la Ec. (2.2).

Para solutos ionicos, el desacople entre movilidad y viscosidad esta relacionado no sélo
con la presencia de heterogeneidades dindmicas, como sugiere el modelo tedrico de Xia
y Wolynes. La presencia de iones favorece las formacion de otras heterogeneidades
estructurales en las soluciones disacarido-agua. Los solutos iénicos, que mantienen
una solvatacion preferencial con el agua, pueden difundir mas facilmente a través de
regiones ricas en agua, de menor viscosidad local respecto de la viscosidad media de la

mezcla.

La movilidad de aniones de fluoresceina esta correlacionada con la movilidad del agua en
las mezclas disacarido-agua. La relacion de Stokes-Einstein resulta valida en una region

restringida a bajos valores de T, /T. Ademas, la violacién de la relaciéon SE se produce



CAPITULO 6. DISCUSION DE LOS RESULTADOS Y CONCLUSIONES 114

a mayores valores de T, /T en solutos neutros, como se observo en el ferrocenometanol.

La correlacién entre las interacciones idnicas y el desacople (violacién de la relacién
SE) es compleja, particularmente en las mezclas disacarido-agua. Se requerira de es-
tudios posteriores sobre una mayor variedad de solutos (en tamano y posibilidades de

interaccién) para comprender mejor la dindmica de estos sistemas.

Uno de los objetivos planteados al comienzo del trabajo fue investigar si las propiedades
de transporte son las mismas en solutos grandes y pequenos, respecto del solvente.
Se estudié la movilidad de largas cadenas de dextranos en las mezclas disacarido-
agua como modelos de solutos grandes. Los resultados se compararon con los de la

fluoresceina, de tamano similar al disacarido.

Las estimaciones del radio hidrodindmico de FITC-+dextrano (70.000 g/mol) se mos-
traron coincidentes con datos de literatura. Ademads, senalaron que estos solutos se
plegaron, dando como resultado un radio hidrodindmico (efectivo) de un orden de

magnitud mayor al disacarido.

No obstante la diferencia de tamafios, el comportamiento frente al desacople fue similar
al de la fluoresceina. Ambos mostraron una violacién de la relaciéon de Stokes-Einstein
(desacople difusién-viscosidad). Mads atn, su movilidad estuvo correlacionada con la
movilidad del agua en la regién de desacople. Esto indujo a pensar que tanto los
solutos grandes como los pequenos difundian por las mismas regiones. Es decir, por
las regiones de mayor movilidad debidas a la presencia de mayor cantidad de agua,
comparadas con el bulk. En consecuencia se pudo establecer una cota inferior para
estas regiones. Segun los resultados dados aqui, existirian en todo momento regiones

de mayor movilidad de, al menos, un orden de magnitud mayor que el tamano de
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las moléculas de solvente (disacdridos). Se dice “en todo momento” porque hay que
recordar que las heterogeneidades son dindmicas (cfr. seccién 3.4), por lo que es posible

que se cierren pasos, mientras se abren otros.

La determinacion de cotas para las regiones de gran movilidad puede realizarse con
solutos de prueba de distintos tamanos. Este procedimiento, si bien algo indirecto,
puede constituir un método eficaz para inspeccionar la matriz en estudio. En este
sentido, las posibilidades son amplias, pero requieren de un analisis previo sobre la

forma de interaccion esperada entre el soluto y el solvente.
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Tabla A.1: Viscosidad dindmica n(7T,c) de agua pura (medido en ¢p (= mPa.s)) a
presién normal (~1 bar).Datos corregidos para que 7(293°K) =1,002 cp.

T (K) | H,0 @ H,0? H,0° H,0
238 18,7
239 16,4
240 14,3
241 12,7
242 11,3
243 10,2
244 9,2
245 8,4
246 7.7
247 7,0
248 6,45
249 5,95
250 | 5,20 5,45
251 | 4,91 5,05
252 | 4,60 4,67
253 | 4,33 4,36
254 | 4,07
255 | 3,87 3,83
256 | 3,67
257 | 3,50 3,42
258 | 3,34 3,24
259 | 3,17 3,10
260 | 3,03
261 | 2,90 2,84
262 | 2,78
263 | 2,66 2,60
264 | 2,55 2,546(%)

265 | 2,45 2,4551(2) 2 456(7) 2,40
266 | 2,35 2,2960)  2,339(8)

267 | 2,25 2,2489) 2,22
268 | 2,16 21137 211900 214
269 | 2,08 2,05
270 | 2,01

271 | 1,93 1,928(11) 1,92
272 | 1,86 1,86300)

273 | 1,79 1,7919 1,796 1,80
275

277
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Tabla A.2: Viscosidad dindmica n(7,c¢) de agua pura (medido en ¢p (= mPa.s)) a
presién normal (~1 bar).Datos corregidos para que 7(293°K) =1,002 ¢p. (Cont.)

Sl

ST

T(K) | H,0°7 H,O° H,0Y H,0" H,0' H,O0! H,OF H,'

273 1,793

278 | 1,53¢(12) 15190 1,5184

283 | 1,30¢(12) 13067 1,3069 1,307

288 1,1381 11,1382

293 | 1,00207  1,0020 11,0020 1,0020 1,0020 1,0020 1,002  1,0020

298 | 0,89117  0,8902 0,8903 0,8903 0,8903

303 | 0,79837  0,7972 0,7975 0,7963  0,7977 0,7976

308 0,7191  0,7195

313 | 0,65407  0,6527 0,6532 0,6531 0,6527 0,6532 0,6532 0,6531

318 0,5963

323 | 0,54687 0,5471 0,5470

328 0,5042

333 | 0,4674f 0,4666 0,4665 0,4665 0,4669 0,4665

338 0,4334

343 0,4039 0,4040

348 0,3784

353 0,3584 0,3560  0,3544

358

363 0,3148 0,3145

368 0,2976

373 0,2822  0,2820 0,2818
Referencia [138 (1) Valores interpolados entre datos cercanos.
Referencia [139 () Medido a 264,72°K
Referencia [139] y [140] ) Medido a 266,353°K

4

(10)
(11)
(12)

Medido a 268,466°K
Medido a 271,892°K
Medido a 263,7°K
Medido a 264,52°K
Medido a 265,77°K
Medido a 266,8°K
Medido a 268,3°K
Medido a 270,9°K

Valores obtenidos por ajuste de datos experimentales propios.
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Tabla B.1: Viscosidad dindmica 7(T, ¢) de soluciones acuosas de trehalosa (medido en
Pa.s). La concentracién c estd expresada en % g trehalosa/g solucién.

TE)T | 3,7 4,9¢ 6,6 8,7% 100 11,2¢ 15,9%
273 0,00249

283 0,00184

293 | 0,001118 0,001160 0,001214  0,001274 0,00148  0,001391 0,001641
303 0,00115

313 | 0,000700 0,000724 0,000765  0,000815 0,000885 0,001018
333 | 0,000507 0,000524 0,000544  0,000577 0,000617 0,000708
358 | 0,000379 0,000388 0,000397  0,000415 0,000435 0,000495
T(K)T | 18,8 30° 32,2% 38,27°¢ 39,27 48,09° 48,7%
258 0,0900

260

263 0,0620

264 0,08060")

268 0,01987  0,0453  0,064182)

273 0,00734 0,015529  0,0350  0,04740(®)

278 0,01260  0,0275

283 0,00506 0,01014  0,0222  0,02760

288 0,008417()  0,0118

293 | 0,001827 0,00354 0,003328  0,006887(2)  0,0116  0,01722@)  0,010912
303 0,00267 0,005079() 0,01148()

313 | 0,001121 0,001898  0,003898(2) 0,008130®  0,005241
323 0,0031432) 0,006096(2)

333 | 0,000770 0,001229  0,002574(2) 0,0046902)  0,002987
343 0,002266(2) 0,003772(2)

353 0,001988(2) 0,003104(2)

358 | 0,000532 0,000807 0,002915(1)  0,001754
T(K)T | 50° 54,85¢ 60,60° 657 72,59 74,60°

249 39,0

250 680

253 20,0 417 14802

256 12,1

258 192 599(2)

260 7,10

263 0,3220) 1,433 4,58 78,0 258(2)

268 0,2045(2) 3,03 62,0 104

273 | 0,0501 0,1473( 0,56401) 34,0 60,02

278 0,1010® 1,04 37,42

283 | 0,0282 0,07272  0,2418M) 24,5(2)

288 15,42

293 | 0,0173 0,041002  0,1208

303 | 0,0112 0,0647(2

304 0,02580(%)

313 | 0,00790  0,01799®  0,0389(2)

323 | 0,00564  0,01265(®  0,0246()

333 0,009320®  0,01651)

343 0,007110  0,0116M®

353 0,005985()  0,00851(1)
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SHES]

(e}

€]
(2)
(3)
4
(5)
(6)

Velocidad de calentamiento de la muestra.
Numero de barrido.

Referencia [13]
Referencia [21]
Referencia [20]
Referencia [19]

Medido a la temperatura indicada +0,1 °K.
Medido a la temperatura indicada 40,2 °K.
Medido a la temperatura indicada 40,3 °K.
Medido a la temperatura indicada +0,4 °K.
Medido a la temperatura indicada +0,5 °K.

Medido a la temperatura indicada -0,2 °K.
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Tabla C.1: Viscosidad dindmica 7(7T', ¢) de soluciones acuosas de sacarosa® (medido en
Pa.s). La concentracién c estd expresada en % g sacarosa/g solucion.

T (K) 20 22 24 26 28
273 0,003782 0,004187 0,004661 0,005223 0,005889
283 0,002642 0,002904 0,003208 0,003565 0,003986
293 0,001945 0,002124 0,002331 0,002573 0,002855
303 0,001493 0,001622 0,001769 0,001941 0,002140
313 0,001184 0,001281 0,00139  0,001516 0,001663
323 0,00097  0,00104  0,00113  0,00122  0,00134
333 0,00081  0,00087  0,00093  0,00101  0,00110
343 0,00068  0,00073  0,00079  0,00085  0,00092
353 0,00059  0,00063  0,00067  0,00072  0,00078
T (K) 30 32 34 36 38
271 0,00726°

273 0,006692 0,007653 0,008841 0,01031  0,01217
283 0,004487  0,005084 0,005808 0,006693 0,007791
293 0,003187  0,003581 0,004052 0,004621 0,005315
303 0,002373 0,002645 0,002967 0,003353 0,003815
313 0,001833  0,002029 0,00226  0,002532 0,002856
323 0,00147  0,00161  0,00178  0,00198  0,00221
333 0,00120  0,00131  0,00144  0,00159  0,00176
343 0,00100  0,00109  0,00119  0,00131  0,00144
353 0,00085  0,00092  0,00100  0,00110  0,00120
T (K) 40 42 44 46 48
273 0,01455  0,01767  0,02176  0,02722  0,03456
283 0,009166 0,01093  0,01318  0,01611  0,01998
293 0,006167 0,007234 0,008579 0,01030  0,01251
303 0,004375 0,005063 0,005917 0,006988 0,008350
313 0,003241  0,003706  0,004277 0,004983 0,005868
323 0,00249  0,00282  0,00322  0,00371  0,00432
333 0,00197  0,00221  0,00250  0,00285  0,00328
343 0,00160  0,00177  0,00199  0,00225  0,00256
353 0,00132  0,00146  0,00163  0,00182  0,00205
T (K) 50 52 54 56 58
267,5 | 0,0607°

273 0,04474  0,05911  0,07992  0,1110 0,1590
283 0,02521  0,03234  0,04238  0,05679  0,07815
293 0,01543  0,01934  0,02468  0,03212  0,04278
303 0,01011  0,01241  0,01549  0,01968  0,02551
313 0,006991  0,008439 0,01034  0,01286  0,01629
323 0,00507  0,00603  0,00727  0,00888  0,0111
333 0,00381  0,00447  0,00530  0,00638  0,0078
343 0,00294  0,00342  0,00401  0,00476  0,00572
353 0,00234  0,00269  0,00312  0,00366  0,00434
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Tabla C.2: Viscosidad dindamica n(7’, ¢) de soluciones acuosas de sacarosa® (medido en
Pa.s). La concentracién ¢ estd expresada en % g sacarosa/g soluciéon (Cont. ).

T (K) 60 62 64 66 68
255,7 18,995°
258,3 12,534°
263 0,551° 5,478b(1)
273 0,2357 0,3646 0,5915 2,040b(2)
283 0,1109 0,1630 0,2490
293 0,05849 0,08242 0,1201 0,1820 0,2885
303 0,03382 0,04602 0,06448 0,09345  0,1407
313 0,02104 0,02780 0,03769 0,05261  0,07597
323 0,0140 0,0179 0,0237 0,0321 0,0447
333 0,00966 0,0122 0,0157 0,0206 0,0279
343 0,00698 0,00863 0,0109 0,0141 0,0184
353 0,0052 0,00635 0,00787 0,00993  0,0128
T (K) 70 72 74 76°¢ 78¢
258,9 434°
263,3 189°
267,9 83,7000
273,3 36,900°
283 1,194¢ 11,400¢  30,700¢
293 0,4816 0,8549 1,631 3,390¢ 7,870¢
303 0,2216 0,3676 0,6485 1,270¢ 2,680°
313 0,1140 0,1789 0,2960 0,535¢ 1,050¢
323 0,0644 0,0965 0,152 0,247¢ 0,441¢
333 0,0390 0,0561 0,0841 0,131¢ 0,221¢
343 0,0250 0,0349 0,0503 0,0767¢  0,122¢
353 0,0168 0,0228 0,0320 0,0459¢  0,0705¢
T (K) 80P ¢ 82¢ 84¢ 86°¢
263,2 | 4506
266,8 | 177743
268,4 | 1323%(3)
270,4 | 84503
2734 | 48503
278 221¢ 916 4830 29200
283 93,300° 351 1700 9440
293 20,700¢ 64,600 250 1100
303 6,280¢ 17,100 55 206
313 2,250° 5,550 16,200 53,100
323 0,855¢ 1,860 4,700 13,100
333 0,394¢ 0,773 1,720 4,230
343 0,203¢ 0,373 0,773 1,710
353 0,114¢ 0,204 0,404 0,857

@ Referencia [150], salvo indicacién expresa. °  Referencia [151] ¢ Referencia [18]

(1) Medido a 263,2K

() Medido a 272,8K

() Medido a 80,1% g/g
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Complementos sobre la fluoresceina

D.1 Coeficiente de friccion de la fluoresceina

Para caracterizar adecuadamente la fricciéon de Stokes es necesario recurrir a las ecuaciones hidrodina-
micas. En los supuestos de Stokes, la molécula se considera como un obstaculo rigido inmerso en un
campo de velocidades v . El fluido que lo rodea es viscoso e incompresible, y el niimero de Reynolds
R = pvol/n es mucho menor que la unidad?. Fisicamente, #® < 1 significa que el comportamiento est4
dominado por la fuerza viscosa en lugar de la inercia [152, p. 87]. En estas condiciones, la molécula
cumple con la expresion de Navier-Stokes,

avgi o2 3711&7 l 2 =
5 = VP+va ) i Vp+§RVu (V-u=0) (D.1)

donde t es el tiempo, P representa la presion y entre paréntesis se expresa el hecho de que no existen
fuentes ni sumideros. En la segunda ecuacién se introdujeron las variables reducidas u = v /v,
t' =twvg/l y p=P/(pv?). La condicién de contorno de adherencia impone que u = 0 en el contorno
de la molécula y que |u(r — oo)| = |Jug| = 1. La solucién de (D.1) que se busca es el campo de
velocidades v y el tensor de presiones p para el estado estacionario (' — 00). En ese caso el tensor
de presiones se define como,

1 /0u; Ouy .
pijzéijp—%< Y + u]) 1=1,2,3 (D2)

! !
axj ox

donde d;; es la ¢ de Kronecker y z} = x;/{ es la coordenada espacial reducida. La fuerza de Stokes
(reducida) f’ que actia sobre la molécula es la integracién sobre todo el contorno del elemento de

LA los fines de obtener la friccién de Stokes, una molécula de soluto desplazdndose dentro de un
fluido es equivalente a la situacién de una molécula quieta inmersa en un flujo estacionario.

2p es la densidad del fluido, vy el médulo de la velocidad cuando nos alejamos del obstéculo
(r — 00), £ es alguna longitud caracteristica y n la viscosidad, como de costumbre.
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fuerza —i - p - dS, siendo 11 el versor normal saliente del contorno y dS el diferencial de superficie.
Bajo la aproximacion de linealidad de la velocidad y en estado estacionario, la relacién entre la fuerza
y la velocidad cuando r — oo (velocidad no perturbada) define un tensor de rango dos simétrico
fi = aipuyg [50] vinculado directamente con la movilidad b. Es decir, la movilidad de Stokes viene
dada en forma general por el promedio de los valores principales de a;; [50],

1/1 1 1
LY BN D.3
3(a1+a2+a3) ( )

La solucién homogénea de (D.1) en el campo v conduce, por el método de separacién de variables, a
una ecuaciéon de Helmholtz en las variables espaciales y a una exponencial decreciente en el tiempo.
Esta tltima es la que determina el tiempo necesario para alcanzar el estado estacionario. Si el obstaculo
es una esfera de radio £ = 5 A en cuyo contorno la velocidad se anula (condicién de adherencia), resulta
una constante de decaimiento,

= §R/VIQm ’ jl(Vlm) =0 (D4)

donde vy, son los ceros de la funcién esférica de Bessel de primera especie j;(x), de orden [ [92]. El
tiempo caracterfstico minimo (reducido) es 7 = R/72 ~ R/10.

No se dispone de una solucién analitica de (D.1) para obstdculos més complejos que un elipsoide [57].
Por lo tanto, para determinar la movilidad de la molécula de fluoresceina se debe recurrir entonces a la
solucién numeérica. Para ello se usé la implementacién NaSt3DGP 3. El ambiente de simulacién consistié
en valores tipicos para fluoresceina en agua a 25°C, es decir, £ = 5A, p ~ 1 g/cm?, n ~ 1mPa.s y
vo ~ D/¢. La difusién ronda los 5.1071% m? /s segiin la Tabla 5.2, de manera que la velocidad del fluido
es vp ~ 1m/s *. Observamos que el niimero de Reynolds es & = 0,005 con lo que la aproximacién
R <« 1 estd plenamente justificada.

Se consideraron dos modelos de molécula de fluoresceina, uno con la simetria propia de la forma
dianiénica y otra con una torsién extrema en el anillo bencénico de 90° (ver Figura D.1). Cada
estructura ciclica en la molécula se modela como un elipsoide oblado de semi-eje mayor de 2A °.
El semi-eje menor es de 0,65 A y corresponde a la distancia radial maxima del orbital p, [156]. Se
consideré ademds que el sistema entraba en estado estacionario luego de ¢ = R/10.

La fuerza que actia sobre el obstdculo, en unidades reducidas, es f' = f/(pv3f?). Es inmediato
que la movilidad reducida viene dada entonces por b’ = R/c. Para el caso de un obstdculo esférico
47 < ¢ < 67, dependiendo de la condicién de contorno (ver seccién 2.1). Una simulacién realizada
con NaSt3DGP mostré un valor de ¢ = 4,27 7 para la condicién de adherencia, un poco por debajo de

3Programa desarrollado por un grupo de investigacién en la Divisién de Computacién Cientifica y
Simulacién Numérica de la Universidad de Bonn [153].

4Esta velocidad es mucho menor que la de un gas y se debe a la reduccién del camino libre
medio. Por ejemplo, la teorfa cinética predice que vy ~ /3KT/m =~ 150m/s para m = 332g/mol
(fluoresceina) y T' = 298 K. El camino libre medio tipico para los gases es A ~ 100 radios moleculares.
En cambio, en un liquido éste se reduce a A ~ £ [154, p. 855], de manera que vy ~ 1m/s es un valor
razonable para el calculo.

5Esto surge de considerar anillos hexagonales de ~ 1,4 A de lado [109], mds uniones C-H de ~ 1 A
[155]. Se adicioné 0,2 A en concepto de la distancia radial del orbital 1s del hidrégeno.
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lo esperado, pero atribuible a efectos de discretizacion, dado que se usé una grilla de 0, 3A.

Los modelos de fluoresceina se simularon en las mismas condiciones que el obstdculo esférico. La
inspeccién de la geometria de ambos (ver Figura D.1) muestra que la friccién estd4 dominada por el
elemento a, vy que, por coincidir con uno de los ejes principales, es un valor principal 6. Si f; v uy se
expresan en unidades reducidas, se obtiene un coeficiente a’,, = 2,484 7 /R para la forma dianidnica y
al, = 3,275 /R para la torsionada 90° 7. Las movilidades respectivas son,

1 1
b

po~ - -
2,484 Tl ’ 3,275 mnl

1%
1%

(D.5)

siempre que no nos apartemos mucho de la situacién R = 0,005. Podria parecer que la forma plana
de la molécula (torsién a 90°) fuera més parecida a una esfera, si se las compara con los resultados
obtenidos més arriba para la esfera de radio £ = 5A. Sin embargo, la comparacién debe realizarse
respecto de una esfera del mismo volumen que la molécula de fluoresceina. Este es aproximadamente
cuatro veces el del elipsoide oblado que representa cada anillo. Es decir, 4 x 47 x 0,65 x 22/3 A% >
43,56 A3. Por lo tanto, el radio efectivo correspondiente a este volumen es R = 2,18 A. El cambio en
la movilidad debido exclusivamente a la forma molecular es,

6 ™R

6 R
_ ~ 1 D.
2,484 0.8 (plana) (D-6)

~ S
>~ 1,05 (dianionica) STl
para cada conformacién espacial. Hay un efecto compensatorio en la conformacién espacial de la
forma dianiénica que conduce a una movilidad similar a la de la esfera. Debemos recordar que, en
general, la friccién de una molécula no esférica es superior a la esférica [134], as{ que el hecho de que
en (D.6) se supere la unidad es atribuible a inexactitudes propias del proceso de simulacién. En la
forma plana, en cambio, la variacién en la friccién es del orden del 25%.

Podria cuestionarse el hecho de que estos resultados fueron obtenidos sin contemplar la rotacién
molecular. Al cambiar la orientacién de la molécula, su movilidad cambia, de manera que a tiempos
largos se obtiene un promedio de cada una de ellas. Precisamente, la relacién (D.3) asume que todas
las orientaciones son igualmente probables. Esto es razonable siempre que haya suficiente volumen
libre para rotar. Para probarlo, podemos hacer algiin calculo de cudnto seria la movilidad isotrdpica
promedio para un objeto similar. Hubbard y Douglas [157] establecieron que para un elipsoide oblado
de semi-eje mayor R y semi-eje menor r, ésta vale,

1 xo /°° dx
b= —. ; = D.7
2 Xo o (RP+x)vVr2+zx (D7)

El valor de xq es fcil de calcular y para relaciones a = r/R pequeiias se aproxima a (7 —2a)R~!. Si
se considera que la molécula tiene un distancia méxima de 7 A, entonces, podemos suponer un radio
R = 3,5A y un espesor r = 0,65A 8. La movilidad resultante es 1/b = 3,03 7nf, semejante a la

6Esto se ve claramente en la simulacién, dado que a,, =0y ay, = 0.

"La notacién primada estd significando que esté expresado en unidades reducidas.

SChampion et al. [14] asignan una distancia méxima de 10 A a la molécula de fluoresceina (a lo
largo del grupo zanthene). Ese valor surge de simulaciones de disefio molecular, pero no se especifican
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-COO~ z -COO~

OH 0 0 0-1/2 0 0-1/2
(a) (b)

Figura D.1: Estructura de la molécula de fluoresceina en su forma (a) Forma plana del modelo de
fluoresceina. La torsién en el anillo bencénico es de 90° respecto de la forma dianiénica. (b) Forma
dianiénica. (-COO™) representa el grupo carboxilico.

detallada para la forma plana.

D.2 Esfericidad de la fluoresceina

En la seccién 5.1.1 se describié la estructura de la fluoresceina anidnica. La forma monoanidnica (ver
Figura 5.2) tiene un dngulo de 70° entre el plano del anillo bencénico y el anillo fendlico y se presenta
casi exlusivamente a pH~5,4. (85% monoanidnica, 15% neutra) [109, 158]. A pH~ 7 hay un 20% de
monoanniones y 80% de dianiones. Esta dltima predomina completamente a pH~ 9,1 [109].

En la Figura D.1 se muestran dos modelos extremos de una molécula de fluoresceina. En el caso (a)
se la supone completamente plana. En caso (b) es similar a la especie dianiénica. Se determind, por
medio de simulaciones numéricas, el coeficiente de friccion de Stokes para ambos casos. Los detalles
del célculo se encuentran en el apéndice D.1.

Las simulaciones muestran que la friccién de Stokes para la fluoresceina dianidnica es similar a la
de una molécula esférica del mismo volumen. Si el anillo bencénico torsiona 90° (forma plana en la
Figura D.1), la friccién de Stokes se incrementa alrededor del 20%.

En este trabajo se usaron muestran con pH ~ 8 (ver seccién 5.2.2), en las que predomina la fluoresceina
dianiénica. El supuesto de esfericidad de la molécula es , entonces, mas justificable.

La torsion en el anillo bencénico (20° en la fuloresceina monoanidnica, segin la Figura D.1) no deberia
influir directamente en la movilidad de la molécula.

el resto de las dimensiones, ni las condiciones. Por eso, se prefiere usar el valor calculado de 7 A.
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D.3 Hidratacion de la fluoresceina

La fluoresceina dianiénica es la que predomina para pH>7 y tiene un radio hidrodindmico de 5A,
supuesta la condicién de adherencia o stick (ver seccién 5.1.1).

El volumen parcial especifico a dilucién infinita (v) y T = 298 K es 0,6412 cm? /g para la fluoresceina
dianiénica. Esta estimacion se realiz6 siguiendo la metodologia dada por Druchschlag y Zipper [159] y
toma en cuenta el efecto de electrostriccion en la fluoresceina. Para calcular la masa de agua hidratada
por masa de soluto §, usamos la expresién [134],

4.3
v T

_ 3
1}+5’U0_%7T7’:13f{ <7"H> ro~3.5A (D.8)

Te

siendo r. el radio cristalografico (ver seccién 5.1.1) y rg el hidrodindmico. v es el volumen especifico
del solvente (~ 1cm?/g para agua). El nimero de moléculas de agua asociadas a la forma dianiénica
resulta de 22. Se asume que el soluto es esférico. Esta hipdtesis estd justificada en la seccién anterior.

La cantidad de moléculas de agua asociadas a los dianiones de fluoresceina es superior a las halladas
para la hidratacién de la sacarosa [24, 160], y la trehalosa (10 o méas)[161].

Segin Martin [162] las uniones puente H en la forma dianiénica proceden de los cinco dtomos de
oxigeno, actuando como aceptores. Klonis et al. [163] van mds alld y afirman que los oxigenos més
extremos del grupo de los tres anillos coplanares (grupo zanthene) son los que méds interactian en estas
uniones. El grupo carboxilico (-COOH) interactia menos, de acuerdo con los espectros de fluoresceina
[163]. Pero una hidratacién de 22 para la especie dianiénica supera la cantidad de oxigenos presentes
en la fluoresceina. Es decir, no alcanza con las uniones puente H para explicar completamente el
fenémeno de hidratacién.

Vamos a explorar lo posibilidad de asociacién fluoresceina-solvente por interaccién carga-dipolo y
dipolo-dipolo. La forma dianiénica de fluoresceina, por estar cargada puede interactuar con moléculas
de solvente que presentan momento dipolar permanente. Asimismo, es posible una interaccién més
débil entre los momentos dipolares del soluto y del solvente.

La estructura molecular de la fluoresceina sugiere que el aporte en el momento dipolar permanente
viene dado por el grupo carboxilico y por el grupo zanthene. Minkin et al. [164] sostienen que el
grupo carboxilico tiene el mismo momento dipolar que el dcido benzoico y vale p ~ 1,63D (1D =
1Debye = 3,3356.1073° C.m). Al retirarle un atomo de hidrégeno (para llevarlo a la forma aniénica)
este momento dipolar se incrementa a ~ 2,4D, segin la metodologia descripta en [164]. Por otro
lado, el momento del grupo coplanar de tres anillos es méds complejo de determinar. La molécula de
zanthene tiene un momento dipolar p ~ 1,3D [165] y la de zanthone p ~ 3D [166] (ver Figura D.2).
Quiere decir que el agregado de oxigenos puede hacer variar mucho el momento del conjunto. Maés
aun, cualquier deformacién estructural puede hacerlo fluctuar [164] e incluso invertir la polaridad. En
principio, consideramos el valor de 1,3D, pero con las reservas mencionadas.

Cuando una molécula de solvente (agua o disacdrido) se acerca a la fluoresceina, la energia de inter-
accion es,

Wiz =2 q®s —p1-E» (D.9)
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(a) (b)

Figura D.2: Momentos dipolares permanentes de (a) la molécula de zanthene (C13H100) y (b)
zanthone (C13HgO3).

donde el subindice 1 corresponde al soluto y el 2 al solvente. La expresién (D.9) corresponde a una
aproximacién a orden dipolar. Si consideramos al solvente como un dipolo (ya que el agua y el
disacérido tienen carga total nula), su potencial y el campo eléctrico vienen dados por,

1 pp-7 3(p2 - F)F — p2
., — E, — 2\P2 )" 7 P2
27 Urey 12 ’ 2 4megr3

(D.10)

r es la distancia de separacién entre moléculas (soluto-solvente), p el momento dipolar permanente y
9

€0 la permitividad del vacio .
El término q; @5 en (D.9) representa la interaccién carga-dipolo. La carga ¢ vale 2e = 2x1,6.1071°C
para la forma dianiénica de fluoresceina. Como ejemplo, tomemos el caso en que r ~ 4 A (aproxima-
damente el radio cristalografico) y T = 298 K. La energia de interaccién carga-dipolo méxima con el
agua (momento permanente p ~ 1,84 D) es 26,8 KT y con la sacarosa (momento permanente 3,4 D
[168]) da 49,5 KT.

La conclusion que se sigue es que la interaccion carga-dipolo domina sobre la energia térmica KT
[164] para cualquier molécula de solvente que se considere. La interaccién fluoresceina-disacérido es
aproximadamente el doble de intensa que la de fluoresceina-agua. En otros términos, podemos decir
que ambas son semejantes cuando la distancia fluoresceina-disacérido es ~ v/2 la distancia fluoresceina-
agua. Para hacernos una idea de la importancia que esto representa, llevemos adelante un ejemplo.
Supongamos que una molécula de fluoresceina se puede acercar lo suficiente como para interactuar
con una de sacarosa hidratada, digamos a ~ v/2 x r, (rs = 4, 04 A es el radio cristalografico de la
sacarosa [24]). El volumen de la sacarosa hidratada en capacidad de interactuar con la fluoresceina
serd,

9El campo E que se toma en cuenta es el campo local, por lo que no se introduce la permitividad
del medio en la ecuacién (D.10). Esta es una propiedad macroscépica del campo medio [167].



APENDICE D. COMPLEMENTOS SOBRE LA FLUORESCEINA 131

volumen sacarosa hidratada

—— 4 3 42
m(v + dvg) = ?ﬂ- (\@ X 7‘5) ,  m= 3N & (D.11)
A

siendo m la masa molecular de sacarosa y vy el volumen especifico del agua. Si asumimos que el
volumen especifico para la sacarosa es vy ~ 0,6 cm?® /g (tipico para disacaridos [24, p. 202]), obtenemos
que § = 0,775, o lo que es lo mismo, un nimero de hidratacién de 15 moléculas de agua. Quiere decir
que ya a una concentracién de ~ 56 %w/w (1 molécula de sacarosa por 15 de agua) en promedio todas
las moléculas de fluoresceina estarian en condicién de interactuar con la sacarosa. Esto se corresponde
a temperatura ambiente con una viscosidad 7 ~ 20 mPa.s (ver Tablas de viscosidad en el Apéndice
C). Concluimos que a viscosidades bajas ya es importante la interacciéon fluoresceina-disacarido.

El término —p1-E5 corresponde a la interaccién dipolo-dipolo. Es una contribucién més débil, pero que
segtiin (D.10) es capaz de prevalecer en situaciones en que la orientaciéon del momento py es ortogonal
a 7y, por lo tanto, la interaccién carga-dipolo se anula. En el caso en que los momentos dipolares
de soluto y solvente son paralelos y opuestos, y  ~ 4 A la energfa de interaccién resulta 0,91 KT y
1,68 KT (T = 298K) para el grupo zanthene y carboxilico respectivamente. O sea, es algo menor a
la energia térmica KT para zanthene y al revés para el grupo carboxilico. Por lo tanto, este ultimo
estd en condicién de asociar dipolarmente agua, mientras que el otro sélo puede formar asociaciones
transitorias, ya que compite con la agitacién térmica. Es importante notar que el momento dipolar
permanente de la fluoresceina no cambia mucho cuando pasa de un estado no excitado (como se viene
suponiendo hasta ahora) a otro excitado [163].
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E.1 Viscosidad de la mezcla disacarido-agua

La relacién de Einstein (Ec. 2.3) describe la evolucién de la viscosidad cuando se agregan fracciones
volumétricas de disacarido ¢ al agua. Esta relacion puede interpretarse como una férmula de interpo-
lacion, luego de cierta manipulacién algebraica,

n="mn0(1—¢)+ (1+~)ne (E.1)

donde 7y es la viscosidad del agua pura y v = 2,5. El término ng(1 — ¢) se interpreta como la
fraccién volumétrica de agua libre de interaccién con el disacdrido. En cambio, el término (1 + )¢
es una fraccién volumétrica de una cierta viscosidad 75 = n9(1 + ). Recordemos que ~ representa,
en la deduccién de Einstein [1], a la condicién de contorno que we el fluido de viscosidad 7. Es
decir, s = 19 + 1o se interpreta fisicamente como la viscosidad que obtendriamos en ausencia de
condiciones de contorno (1), més el incremento + 1y debido a la presencia de éstas.

A la fraccién 1 — ¢ la llamamos liguida porque se corresponde con el fluido libre de condiciones de
contorno impuestas por el disacdrido. Se trata de regiones que cumplen con las ecuaciones de Navier-
Stokes. Para que ello sea posible, desde el punto de vista molecular, es necesario que el grado de
empaquetamiento no sea muy elevado, de manera que encontremos suficiente volumen libre para per-
mitir el reacomodamiento de moléculas. Esto ya no es posible en las regiones restringidas por las
condiciones de contorno (¢), es decir, aquellas dadas por las interacciones disacdrido-agua. En con-
traposicion a la fraccién liquida, a estas ultimas las llamamos sdlidas. Su grado de empaquetamiento
es mayor y las interacciones puente H, carga-dipolo y dipolo-dipolo restringen la movilidad de sus
moléculas.

El agregado del disacarido es posible porque el sistema presenta suficiente volumen libre (en la regién
liquida). Este interacciona con su entorno (i.e. se hidrata) introduciendo condiciones de contorno a su
alrededor. En el lenguaje de Kumar, pasamos de ¢ — ¢ + d¢. La regién sdlida se incrementa porque
estamos restando volumen libre al sistema. Pero el efecto neto sobre la viscosidad es, en realidad, el de

132
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desplazarla una cantidad A ¢, siendo A un pardmetro, en principio, desconocido (ver més adelante).
Resulta, entonces, que la relacién (E.1) se desplaza a,

n(¢ +¢) = no(1 — Xdp) + (1 +)no(Adg) (E.2)

donde ahora 19 = 7(¢) y A es un pardmetro desconocido y vinculado con efectos de asociacién
molecular, pérdida de volumen libre y desestructuracién local. Al igual que en la seccién 3.3.2,
debemos referir la cantidad anadida a la fraccion volumétrica liquida ¢g — A¢, que es donde hay
suficiente volumen libre para ella y donde los efectos de d¢ tienen entidad. Esto da,

wo+so) =) (1+ 02 ) L <a . b= oA (E3)

El cociente ¢./¢o debe ser menor que la unidad para que tenga significado fisico. Esto conduce a que
A > 1, lo que reafirma su caracter de pardmetro de asociacién y desestructuracién, porque hace que
la cantidad §¢ se vea mayor a lo que en realidad es. Distintas evidencias avalan esta afirmacién. Por
ejemplo, Molinero et al. [38] observaron en simulaciones de sacarosa-agua (¢ = 50%w/w, T = 333 K)
fragmentos de disacarido y agua unidos por puente H. Cada fragmento contiene hasta 10 moléculas de
disacarido y un promedio de 2,5. Estos pertenecen a las llamadas regiones sélidas porque su tamano
no le permite desplazarse facilmente por los posibles canales disponibles [38]. Esto ya habfa sido
anticipado en parte por Rampp et al. [21, 151] cuando aseguraron que el disacdrido formaba grandes
redes unidas por uniones puente H para ¢ > 50%w/w.

El complejo escenario de fragmentos sélidos y liquidos muestra que A retne una multiplicidad de
fenémenos. Pero la relacién (E.3) destaca que es causa del corrimiento de la fraccién volumétrica
de transicién ¢g — ¢.. En la visién de la MCT, A es responsable de que se pierda la ergodicidad
anticipadamente (no confundir este pardmetro con el definido en la seccién 3.1.2).

El parametro A marca un punto de conexién entre el comportamiento macroscépico y la interpretacion
molecular. Por ejemplo, si el sistema trehalosa-agua es capaz de inmovilizar mayores regiones (por
mayor interaccién con el agua [169], desestructuracién, etc.) que la sacarosa-agua, entonces el
parametro A de este ultimo deberd estar méas cerca de la unidad que el del primero. Se deduce
inmediatamente que la trehalosa-agua alcanzara la fraccién critica ¢, méas tempranamente que la sa-
carosa acuosa. Este razonamiento es verificable por medio de la relaciéon T;/T. En el capitulo 5 se
observé que los puntos criticos para sacarosa acuosa y trehalosa acuosa son T, /T ~ 0,65y T, /T ~ 0, 6,
respectivamente. Al igual que en el estudio de la relacién entre la WLF y la MCT (seccién 3.3.2), se
considera una relacién mondtona entre ¢ ~ T, /T.

La MCT no establece un valor para ¢, y algunos autores lo buscaron por afuera de esta teorfa [170]. En
el actual contexto, el parametro A es el que determina su valor porque provoca el corrimiento ¢g — ..
La imagen que tenemos es la de aguas asociadas al disacarido y muy desestructurada. Esto significa,
segin la teoria de Adam y Gibbs, la pérdida de estados accesibles. Es decir que la desestructuracion
del agua (asociada) inhibe la cristalizacién y a la vez quita estados posibles al sistema (i.e. el estado
cristalino).

En el formalismo de Kumar no se hace mencién explicita al espacio configuracional. Por ese motivo y
otros es que el pardmetro A no puede determinarse completamente. En la actual visién estdtica no se
toma en cuenta la dindmica entre fragmentos sélidos y liquidos (fluidos). Esto no invalida el anélisis
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a través de A. Sillescu [81] senala, en su revisién sobre los trabajos de Stillinger y Hodgdon [82, 83],
que las heterogeneidades espaciales se introducen por suposiciones independientes del mecanismo de
fluctuacién. Por eso es que distintas teorias presentan heterofases, pero sus dindamicas son distintas
(por ejemplo, la de Fischer y Bakai, la de Stillinger y Hodgdon, etc.).

En el caso en que ¢ > ¢, la formacién de regiones sélidas nuevas es mas dificultosa porque es menor el
volumen libre que se puede restar al sistema. La probabilidad de que nuevas fracciones de disacarido d¢
se integren a dominios sélidos existentes aumenta rapidamente. Esto quiere decir que A — 1, porque
ya no son capaces de asociar facilmente moléculas de agua, etc. De esta manera hay un corrimiento
¢ — ¢p. La relacién (E.3) ya no es realista porque al pasar (¢, — ¢) — (¢ — ¢) estarfamos refiriendo
los agregados d¢ a regiones liquidas mas grandes. La situacion es todo lo contrario. La realidad fisica
es que sélo una fraccién de ¢y — ¢ puede considerarse en condicién (i.e. con suficiente volumen libre)
de acomodar cantidades d¢. Esa fraccién p se reduce méas y méas conforme nos acercamos a ¢q, por lo
que podemos proponerla aproximacién lineal,

1 s ¢ < e
P(¢): bo — &
¢07¢c ’

¢ > ¢c
siendo ¢. < ¢o. La Ec. (E.3) se modifica, resultando,

e po(f-0)

Es inmediato que esta funcién conduce a la expresiéon WLF (3.22).

n(¢ +6¢) —n(¢) o9 A1 (E.4)

El hecho de introducir p(¢) senala que las causas que llevan a A — 1 no bastan para describir el
comportamiento WLF del sistema. Fue necesario afiadir la funcién de peso p(¢) que, al participar en
el denominador de la Ec. (E.4), da mas importancia a la regién ¢ = ¢y.

E.2 Explicacion complementaria sobre el desacople

La relacién (3.8) puede escribirse en forma diferencial como,

0D 6(vy)  vm 69
D =2 (o) - o (E:5)

donde en la dltima igualdad se consideré que (vy) ~ vy Aa (¢ — @) (ver seccién 3.1.3). Es decir,
la expresién (E.5) es consistente con las ideas de Kumar si se asocia p ~ (vy)/v,. El cociente
(vyg)/vm estaria representando la fraccién libre capaz de acomodar agregados d¢. Efectivamente, el
volumen libre es el espacio donde alojar agregados. Pero cabe preguntarse si el cociente (vy)/vpm,
constituye una probabilidad p o requiere de constantes adicionales. Si fuese p ~ (vf)/vy, deberia
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cumplirse que (vf) /v, — 1 cuando ¢ — ¢., porque ya se observé que p(¢.) = 1 més arriba. Es facil
ver que la condicién (vs)/v,, = 1 significa que el empaquetamiento del sistema es tal que por cada
molécula hay un volumen libre similar asociado. En otras palabras, el volumen especifico promedio
del sistema es capaz de acomodar dos moléculas (por cada v,,). Es una imagen muy razonable porque
si cada molécula tiene un volumen similar a donde desplazarse, quiere decir que es posible la difusién
individual. Para cualquier empaquetamiento mayor, ya no todas pueden desplazarse y se requiere de
reacomodamientos cooperativos. Para empaquetamientos menores, la movilidad seria tan grande que
se pierde la imagen de celdas. En definitiva (vs)/v,, = 1 corresponde aproximadamente al comienzo
del régimen WLF.

Sip~ (vy)/vs, significa que podemos reemplazar (vs) /vy, por (¢ —¢o)/(¢dc — ¢o) en (E.5), de acuerdo
con la definicién de p(¢). Es inmediato entonces que,

D v

2
|
|
>
2
=
L
5

(E.6)

~

para ¢ > ¢.. El exponente a = 1/ = 0,36 debe ser considerado més bien como una cota inferior
poco realista. La argumentacién dada estd bien para regiones fluidas, pero nada se dice de las zonas
sélidas. Alli, justamente no hay volumen libre, o sea, (v;) = 0. Esto debe tomarse en cuenta en la
ecuacién (E.6). Si consideramos que el ingreso en el régimen WLF se da aproximadamente cuando la
mitad de las moléculas pertenecen a la regién sdlida [81], entonces, la condicién de ingreso debe ser
(vg)/vm = 1/2. La relacién (E.6) se modifica a,

~ =1 ; D~ v E.7
D " Ipo—do 1 ! (E.7)

para ¢ > ¢.. Ahora tenemos un exponente a = 2/v = 0,72. Esto es algo mayor que 2/3 (ver Tabla
2.1), pero constituye una buena aproximacién al problema. No sélo sefiala la existencia de un desacople
entre viscosidad y difusion, sino que muestra que el exponente a estd formado por una contribucién
debida a cuestiones de asimetria molecular y otra debida al problema de la heterogeneidad espacial.
Es decir, a~! = (1/2)y. El factor v ingresé en el andlisis debido a la forma elipsoidal del disacarido y
que afectaba directamente la condicién de contorno disacarido-agua.

El factor 1/2 en el exponente a se debe a la distincién entre regiones sdlidas y liquidas, o mejor dicho,
a la proporcién entre ambas. Sillescu [81] comenta que la suposicién implicita en las teorias sobre
heterogeneidades es que es posible reducir la entropia del sistema empaquetando una parte de éste en
estructuras. Pero la consecuencia, es la reduccién en el volumen libre. El efecto se vuelve visible en
la ecuacién (E.5) porque lleva a que (vs)/v,, < 1 alrededor de @.
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