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INTRODUCCION.

En este trabajo se analiza el comportamiento de 1la
molécula bioldégica 'ADN, en solucién acuosa, rediante 1a
determinacién de algunas de sus propiedades electo-é6pticas.
Se estudia en particular 1la birrefringencia eléctrica de
soluciones de esa macromolécula.

En 1875 KERR <1> descubre que la mayoria de los liquidos
se vuelven birrefringentes cuando en ellos actuia un éampo
eléctrico. La aplicacién de este fenémeno al estudio de
soluciones de macromoléculas y coloides comienza en el afio
1850 con los trabajos de BENOIT, O°KONSKI y TINOCO <2. 3 v
4>, El método empleado permite conocer propiedades
eléctricas, 6pticas e hidrodinédmicas de las moléculas asi
como su estado de agregacién, flexibilidad y polidispersion.

El sistema para la determinacién experimental de la bi-
rrefringancia inducida por un campo eléctrico consiste en
una celda que contiene la solucién que se pretende estudiar
entre dos electrodos planos paralelos. A estos se les aplica
un pulso de tensién rectangular. La birrefringencia origina-
da en 1la solucién se transforma en una variacién de
intensidad luminosa con un sistema 6ptico adecuado y 1la
sefial fotoeléctrica resultante se registra conjuntamente con
el pulso eléctrico en la pantalla de un osciloscopio. En la
Figura 1 se muestra un oscilograma con 1la sefial de
birrefringencia y el pulso eléctrico aplicado.

Figura 1
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La sefial de birrefringencia crece primero hasta llegar a un
estado estacionario que corresponde a un grado de orienta-
cién méximo de las moléculas para luego decaer al suprimir
el campo eléctrico.

Se suele aplicar a la solucién dos pulsos de tensié6n
rectangulares consecutivos y de polaridad opuesta, de forma
de invertir rapidamente el campo eléctrico que actia sobre
las moléculas. Esta técnica llamada de "pulsos inversos"
permite establecer si el mecanismo de orientacién molecular
es por momento permanente, por momento inducido o una
combinacién de ambos. En este dltimo caso se puede
determinar en que proporecién intervienen uno con respecto al
otro.

P.COLSON <85> mientras estudiaba el efecto del ultrasonido
en soluciones de ADN y nucleohistona encontrdé una inversién
en el signo de la birrefringencia eléctrica en soluciones de
ADN degradado por ese método. Ademds 1las sefiales de
fotocorriente presentan formas particulares no previstas por
la teoria de 1la birrefringencia eléctrica de macromoléculas
Yy coloides.

El ADN nativo tiene una birrefringencia eléctrica nega-
tiva originada por la elevada polarizabilidad éptica en 1a
direccién perpendicular al eje de 1la molécula.

El origen de la birrefringencia eléctrica del ADN soni-
cado permanece oscuro hasta el presente y su andlisis es el
motivo del presente trabajo.

En 1la referencia 5 se estudia el efecto del tiempo de so-
nicacién en 1las formas de las sefiales de la birrefringencia
eléctrica. Las sefiales que se muestran en la Figura 2
corresponden a una intensidad de campo eléctrico E<1,5 KV/cm
y los tiempos de sonicacién son los siguientes: (a) : 1
min. ; (b) 2 min. ; (e) : 3 min. : (d) : 5 min.

COLSON y otros ¢8> presentan algunas caracteristicas de
este fendmeno. En la Figura 3 se muestran las sefiales de
fotocorriente que aparecen al aplicar pulsos de tensién sim-
Ples e inversos a una solucién de ADN sonicado (5 min. o
mas) para distintas intensidades de campo eléctrico, decre-



PULSO UN|C9 PULSOS INVERSOS
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Figura 2

ciendo desde a. (E=2,5 KV/cm) hasta f. (E=0,2 KV/cm). En
ella se observa como 1la birrefringencia eléctrica es
positiva para campos eléotricoé pequefios mientras que se
transforma en negativa para campos eléctricos elevados pasan
do por sehales donde se mezclan ambas contribuciones. Puede
verse ademds que los tiempos de relajacién de las sefiales
positiva y negativa son bastante diferentes, del orden de 30
Ns para la sefial negativa y de 200ps para la positiva.

La técnica de pulsos inversos permite apreciar una con-
tribucién importante de un momento dipolar permanente en la



sefial positiva de la birrefringencia eléctrica.
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Figura 3

La Figura 4 exhibe la variacién de la birrefringencia

;; eléctrica del ADN sonicado con el cuadrado del campo

eléctrico. En esa experiencia el tiempo de sonicacién es de

80 min. a 20 kHz; las soluciones tienen NaCl 1 mM, pH 6,8 y

la concentracién del ADN es de 73,5 mg/dl. En la Figura 4 se

incluye tambien 1la curva ampliada correspondiente a campos
eléctricos pequefios.
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La contribucién posgitiva de la birrefringencia eléctrica

aumenta apreciablemente con la concentracién del ADN en las
soluciones.

240
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Figura 4

Un resultado interesante descripto en la ref.5 es el que
se refiere a mediciones de dicroismo del complejo ADN
(sonicado)-proflavina en 1la banda de absorcién visible del
complejo (460nm). La proflavina es un colorante cuyo anillo
se intercala entre las bases del ADN, es decir se dispone
perpendicularmente al eje de la macromolécula. El dicroismo
del complejo ADN(nativo)-proflavina es negativo. Sin embargo
el dicroismo del complejo con ADN sonicado presenta una com-
ponente positiva.

En la discusién de la ref.6 se establece que no se puede
pensar en una sola entidad con un momento permanente trans-
versal al eje molecular pues si bien este explica la inver-
sién en el signo de la birrefringencia eléctrica no predice
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el transitorio gque se observa al suprimir el campo eléc-
trico. En ese mismo articulo se dice que la interpretacién
mas probable de este problema es la que invoca la existencia
de dos entidades moleculares distintas orientadas
independientemente por el campo eléctrico. Esta hip6tesis
explica la forma de las sefiales de birrefringencia eléctrica
¥y la inversién de su signo y se esquematiza en la Figura 5.
En ella:

(a) representa 1la curva experimental de 1a cual se obtienen
las curvas (b) y (c¢) por descomposicién.

(b) Es la curva correspondiente a la entidad con
birrefringencia negativa An(-).

(ec) Es la curva cofrespondiente a la entidad con
birrefringencia positiva Ap(+).

Figura 5

La componente con birrefringencia negativa, An(-) se
orienta mediante un mnomento dipolar inducido puro vy
corresponderia a la molécula de ADN sonicado con el tiempo
de relajacién menor. La componente con birrefringencia
positiva An(+) tiene un momento dipolar permanente
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importante vy se deberia a algin tipo de sagregado,
correspondiendole el tiempo de relajacién mayor. La
contribucién positiva de la birrefringencia alcanza la satu-
racién para campos eléctricos pequenios (1,5 KV/cm). No se
verifica experimentalmente la existencia de agregados en las
soluciones de ADN sonicado.

Existen varios trabajos en la literatura cientifica que
se refieren a sustancias gque presentan una inversién en el
signo de 1la birrefringencia eléctrica. A continuacién se
resumen dos de ellos, los cuales han sido elegidos por
tratarse de sistemas que tienen un comportamiento muy
similar al de las soluciones de ADN sonicado.

pensiones de bentonita.

Este comportamiento de las suspensiones de bentonita, fue
descripto por SHAH y otros <72, La bentonita dispersada en
agua se fracciona por ultracentrifugacién y se dializa 10 a
30 dias en agua desmineralizada. Con microscopio eléctronico
se determinan las dimensiones de 1las particulas que
presentan la forma de escamas. Se emplean cinco muestras
monodispersas en un 70X, con particulas de 100 a 150 R de
espesor y un promedio de semiejes (r=(ab)1/2) comprendido en
el rango 2500-6000 &.

Las mediciones de birrefringencia eléctrica muestran que
las suspensiones de bentonita poseen una birrefringencia ne-
gativa para campos eléctricos pequefios, ain & bajas concen-
traciones, y cambia su signo al aumentar el campo eléctrico.
Se observa que el valor minimo de la birrefringencia y el
campo eléctrico de inversién decrecen al aumentar el pro-
medio de semiejes, r. Se analiza 1la dependencia con la
concentracién de bentonita de las curvas del retardo 6ptico
especifico, &/c versus 1la intensidades de campo eléctrico.
El retardo éptico § es una magnitud proporcional a la
birrefringencia (ecuacién I.1). Estas graficas se muestra
en la Figura 6, donde se aprecia que §n1n/c y el campo
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eléctrico al cual cambia su signo, Einv, decrecen al reducir
la concentracién de las muestras. Ademés se verifica que

8n1n./c vs. la concentracién se relacionan linealmente. En la
Fidura 6 se extrapola 8/0 para c+0;la curva extrapolada
sugiere que la inversién de la birrefringencia persiste atn

N

om
.

SPECIFIC RETARDATION ¥

APPLIED FIELD VOLTS/cm,

Figura 8 (de la referencia 7)

para soluciones muy diluidas. El tiempo de relajacién de la
birrefringencia eléctrica casi no varia para concentraciones
de hasta 0,3X pero crece rapidamente arriba de este valor.

Se concluye que s=sunque la interaccién entre particulas
Jjuega un rol importante en aumentar la birrefringencia nega-
tiva, las particulas de bentonita 1la presentan atn en
ausencia de interaccidnes (para c¢+0) y por 1lo tanto la
inversién de 1la birrefringencia es debida a una propiedad
intrinseca de las mismas.

Se realizaron mediciones de birrefringencia con campos
eléctricos sinusoidales y cuadrados a varias frecuencias. Es
tas mediciones indicaron que las particulas tienen un
momento dipolar permanente en 1la direccién de su eje de



9
simetria que 1las lleva a orientar de manera perpendicular a
su alineacién en campos eléctricos grandés. Para campos
eléctricos mayores predomina una orientacién por momento
inducido sobre 1la superficie de la particula (perpendicular
al eje de simetria de 1la misma) y da origen a una
birrefringencia positiva. Esto se esquematiza en la Figura
7.

£ PeauveNo -~ T sRribE

ORIENTACION PREFEREMNCIAL DE LA BENTONITA

SEGUN LA INTENSIDAD DEL CAMPo ELECTRICO

Figura 7

La birrefringencia negativa para campos eléctricos conti-
nuos pequefios verifica la ley de Kerr.

Inversion_del signo de la birrefringencia eléctrica de solu-
ciones del virus del mosaico del tabaco:

El virus del mosaico del tabaco presenta caracteristicas
electo-6pticas similares a las del ADN sonicado. ASAI H. y
WATANABE N.<®> analizan el efecto en 1la birrefringencia
eléctrica de 1la concentracién de virus en las soluciones.
Emplean TMV clase comun (tipo OM) y TMV clase Holmes Rib
Grass (clase HB).

Para soluciones de TMV clase comun con concentraciones
menores que 0.03% el retardo éptico es positivo lo que in-
dica que la molécula se orienta con su eje de simetria en 1la
direccién del campo eléctrico. La birrefringencia eléctrica,
An, es proporcional a E2 para campos pequefios y tambien es
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proporcional a 1la concentracién de TMV. Los tiempos de
crecimiento y decaimiento de 1la birrefringencia eléctrica
son iguales a 0,8ms. La longitud de la molécula es de 40005.
El TMV(OM) no presenta momento dipolar permanente.

El TMV(clase HR) para concentraciones menores que 0,05%
presenta un retardo éptico proporcional a E2 Yy a la concen-
tracién. E1 tiempo de crecimiento de 1la birrefringencia es
de 0,73ms y el tiempo de decaimiento de 0,5ms. La molécula
presenta un momento dipolar permanente a lo largo de su eje
estimado entre 1,4x104D y 2,0x104D. o

La birrefringencia eléctrica se hace negativa para con-
centraciones grandes de ambas clases de TMV. Segin 1los
autores mencionados arriba esto significa que la molécula se
orienta con su eje de simetria perpendicular al campo
eléctrico. Para campos eléctricos pequefios la birrefringen-
negativa verifica la ley de Kerr. Al aumentar la intensidad
de campo la birrefringencia eléctrica disminuye hasta
cambiar su signo. Adn para concentraciones muy elevadas An
es positiva para E grande. La concentracién critica para la
cual An se hace manor que 0 es mayor para el TMV(HR) que
para el TMV comun.

La birrefringencia eléctrica se vuelve positiva al au-
mentar el pH de la solucién de TMV(HR). Para el TMV comin la
dependencia es la misma pero menos significativa.

El campo eléctrico de inversién decrece al aumentar 1la
concentracién de buffer. La adicién de sal hace que 1la
birrefringencia eléctrica sea mas normal.

Los transitorios de la birrefringencia eléctrica de solu-
ciones concentradas de TMV se muestran en la Figura 8. Para
campos eléctricos elevados An y sus transitorios se vuelven
positivos. E1 tiempo de relajacién no depende mucho de la
concentracién de las soluciones ni de 1la intensidad del
campo eléctrico. El tiempo de relajacién para soluciones de
concentracidén elevada es a 1lo sumo el doble que el de 1las
soluciones diluidas. Como el tiempo de relajacién es propor-
cional a L3, donde L es 1la longitud del virus, esto fue
interpretado como que las moléculas no estan significativa-
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mente agregadas.
La teoria de la birrefringencia eléctrica de macromolécu-
las y coloides muestra que si una molécula tiene un gran

VMT piLvioo
¥ U

INTENSIDAD DE CAMPO

PEQUENA _.[—L ‘f\L

INTERMEDIA —\r_N A '\
-

GRANDE U 'U_'

Figura 8

dipolo permanente perpendicular a su eje mayor,> la
birrefringencia eléctrica presenta un signo para campos
eléctricos pequefios y el opuesto para campos suficientemente
elevados.

Esto se debe a que el torque orientador para el momento
dipolar inducido es proporcional a E2 mientras que para el
momento dipolar permanente es proporcional a E. Los autores
mencionados arriba dicen que las relaciones entre la birre-
fringencia eléctrica y el campo que se obtienen con esta te-
orias son (contrariamente al caso de las soluciones concen-
tradas de TMV) esencialmente independientes de la concentra-
cién. Concluyen entonces que 1la molédcula de TMV comin, la
cual no tiene un momento dipolar permanente en solucién di-
luida, tiene un momento dipolar permanente “aparente"
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perpendicular a su eje mayor en solucién concentrada. E1
TMV(HR) presenta el mismo comportamiento pero la birrefrin-
gencia negativa aparece para concentraciones mayores gque en
el virus comin debido al gran momento dipolar permanente a
lo largo de su eje mayor.

Los autores mencionados afirman, como se hace
frecuentemente, que 1la teoria de los transitorios de 1a
birrefringencia eléctrica predice que 1la curva de de-
caimiento después de suprimir el campo eléctrico debe ser
exponencial para una solucién monodispersa y diluida. Luego
infieren que los transitorios y diagramas anémalos (Figura
8) que aparecen justo antes o después de aplicar el campo
eléctrico se deben a interacciones estéricas o eléctricas
entre las molécules en solucién. Ademds excluyen que el
efecto anédmalo se deba a8 una agregacién lateral o
longitudinal de 1las moléculas, a influencia de las paredes
de los electrodos de 1la celda de Kerr o a un efecto
electroforético. ’
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I. BIRREERINGENCIA ELECTRICA DE SOLUCIONES DE_MACROMOLECULAS

I.1. Caracteristicas generales

Cuando a una sustancia se le aplica un campo eléctrico
uniforme generalmente se vuelve birrefringente. El1 eje
6ptico del sistema coincide con 1la direccién del c&hpo
eléctrico. Este efecto fué descubierto por Kerr en 1875. En
general este fendmeno tiene su origen en la orientacidn de
moléculas intrinsecamente anisotrépicas por 1la accién del
campo. En un experimento de Kerr se coloca 1la sustancia
entre dos electrodos planos paralelos a 1los que se aplica
una diferencia de potencial para crear un campo eléctrico
orientador E; presentando la muestra dos indices de
refraccién, n, en 1la direccién del eje Optico y n; en 1la
direccién perpendicular al mismo. La birrefringencia se
define como la diferencia de indices de refraccién An=n,-n, .
Para medir 1la birrefringencia se hace incidir un haz de luz
monocromidtico, plano polarizado como se muestra en la Fig.I.
1.

Figura 1.1

La direccién del haz es perpendicular al eje éptico mien-
tras que el campo eléctrico de la onda luminosa Eo, forma 45
grados con el mismo. Dentro del sistema la luz incidente se
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descompone en dos ondas plano polarizadas con sus campos
eléctricos vibrando en las direcciones paralela y perpendi-
cular al eje o6ptico (ver Fig.I.2). Estas ondas poseen
velocidades diferentes dentro del medio debido a las
diferencias de indice de refraccién y emergen con una
diferencia de fase dada por la expresién:

& = (2m/A)>.(n,-n,) (I.1)

donde 1 es el espesor del sistema, A l1a longitud de onda de

la luz en el vacio y n, -n la birrefringencia.

y

N .
V7. ' x ‘
| M ElE dPTICO
| * 4
|
|
i
]

n

LUz (A)

Figura 1.2

I.2. Modelo molecular

Nos interesa relacionar 1la birrefringencia medida, An,
con las propiedades eléctricas vy é6pticas de las moléculas
que constituyen el sistema. HOLCOMB y TINOCO<®> desa-
rrollaron una teoria bastante general, para soluciones di-
luidas, donde 1la birrefringencia eléctrica se expresa en
funcion de 1los términos principales de los tensores polari-
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zabilidad eléctrica y 6ptica y del momento dipolar perma-
nente de las moléculas.

Sea 1, 2°, 3° el sistema cartesiano del laboratorio y 1,
2, 3 el sistema fijo en la molécula. Se determina la orien-
tacién de las moléculas mediante los tres é&ngulos de Eul>r
¢, 0,V <10> que se muestra en la Fig.I.3.

Eligiendo adecuadamente al sistema 1, 2, 3 es siempre po-
sible representar 1las propiedades eléctricas de cualquier
molécula con las tres polarizabilidades eléctricas principa-

\
\\u’NEA DE NODOS
\ "

Figura 1.3

les y 1las tres componentes de un momento dipolar eléctrico.
Sean entonces p = (}u,pz,pa)t el momento dipolar permanente
y

ARE13 0 0
‘&:E = 0 AEz22 0
0 0 OlBasa (I.2)

el tensor polarizabilidad eléctrica respecto al sistema
1,2,3 de ejes principales.

Suponiendo que los ejeé principales de la polarizabilidad
eléctrica coincide con los de la polarizabilidad ©6ptica,
esta ultima se expresa de la siguiente manera:
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ey 0 0
ZZ° = 0 Ke22 O
0 0 X{oaa (I.3)

En realidad a estas polarizabilidades de las particulas
en solucién deben considerarselas como incrementos de las
polarizabilidades del soluto con respecto a las del solvente
(¥so01uto-Yaoivente).

Una molécula con las propiedades eléctricas i ySZE inte-
racciona con el campo eléctrico aplicado. Las energias po-
tenciales de estas interacciones se expresan:

We = -p.E (I.4)
-
Wi = -(1/2)E. 0B .E (1.5)

donde Wp representa la energia potencial de la interaccién
entre el momento dipolar permanente y el campo eléctrilo y
Wr es 1la energia potencial de interaccién entre el momento
dipolar inducido y el campo eléctrico. Estas férmulas son
vdlidas solamente para moléculas en el vacio. Para aplicar-
las al caso de moléculas en solucién hay que considerar a E
como un campo eléctrico efectivo, Eer. Otra posibilidad es
la de tomar a E como el campo eléctrico aplicado y hablar
del momento dipolar aparente, Per v polarizabilidad eléc-
trica aparente, O Bap.

La matriz de la transformacién de las coordenadas de 1la
molécula al sistema de ejes del laboratorio es:

cos¥cos¢-cosfsengsenyY  -senVcosd-cosBsendcos¥Y senfsend

A{:cosvsen¢+cosecos¢senw -sen¥send+cosBeosdcosy -senBeosd
send senVY senfcos¥Y " cosb

(1.6)

Es decir que el vector momento dipolar permanente de la mo-
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lécula referido al sistema de laboratorio 1°,2',3° es A-1p y
el tensor polarizabilidad eléctrica referido al mismo sis-
tema vale A'lszz A. Teniendo en cuenta estas .transformacio-
nes se obtienen las siguientes expresiones para las energias
de interaccién We y Wr:

We=-p1 E senpser¥-pz E senfcos¥-pa E cosb (I.7)
W1=-(E2/2)[WEB11(sen2fsen2y)+UB22(sen20cos2Y)+0Eaa(cos20)]
(I.8)
Definiendo las magnitudes adimensionales siguientes::\
(1 = paE/ET con i=1,2,3 (1.9)
W13 = E2(0(B11-0E44)/2KT con i=1,2,3 y j=1,2,3 (I.10)
donde K es la constante de Boltzmann y T la temperatura
absoluta, las expresiones de 1la energia potencial (1.7) y

(I1.8) pueden ponerse:

Wp/KT

—@1 senesenW—@z senOcosW—@s cosO (I.11)

Wi/KT = ¥21 sen2Bsen2¥Y-¥sz cos20-0Bzz E2/2KT (I1.12)

Cuando el efecto orientador debido al campo eléctrico es
exactamente balanceado por el efecto desorientador originado
por el movimiento browniano se alcanza un estado estaciona-
rio. La funcién de distribucién angular esta dada por la ley
de Boltzmann

an 20 (W
U(e,?,W) = exp(—W/KT)/g g g exp(-W/KT) senedeWd¢ (I.13)
0 0 O

donde W es la energia potencial total Wp + Wzx.
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I1.3. Expresidén pars la birrefringencia de soluciones maolecu-
lares.

Para frecuencias épticas y en sustancias transparentes es
vdlida la siguiente relacién entre la constante dieléctrica
y el indice de refraccién n:

€ = n= (1.14)

Si el medio es anisotrépico existe una diferencia entre la
constante dieléctrica paralela (E'- nﬁ ) vy perpendicular
(E =n; 2) al eje 6ptico que se expressa:

€, -€,= nZ -nZ = (n,-n; )(n,+n, ) = (n,-n,.).2n (I.15)
donde n es el indice de refraccién de la solucién con las
moléculas sin orientacién preferencial. Esto es, la birre-
fringencia eléctrica, An vale:

An = Og/2n (I.18)
La relacién entre los tensores constante dieléctrica y el

tensor polarizabilidad éptica se obtiene a partir de la ex-
presién del vector polarizacién P del medio:

& & >
P =XE = Z1E + c1 <A-1 oleA>E (I.17)
donde:
&>
X : susceptibilidad eléctrica de la solucién
&>

X1 : susceptibilidad eléctrica del solvente
ci1 @ nimero de moléculas por unidad de volumen
<A‘1?2;A> : polarizabilidad 6ptica de una molécula refe-
rida al 81stema del laboratorio.
Empleando la relacidn X'(E— I /4T y la expresién (1.17)
el tensor constante dieléctrica se escribe:

&S o «>
E = E; + 4Wc1<A-1 oA> (cgs) (I.18)
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Mientras que para las contribuciones de la constante dieléc-
trica paralela y perpendicular al eje 6ptico valen:

> e
£”= k.E .k vy §L= Jj.& .3 (1.19)
Mediante las expresiones (I.18) vy (1.19) se obtiene final-
mente la birrefringencia de la solucién:

‘An=(8¢-£i)/2n=(2ﬂc1/n)[k.<A-1gZ°A>.k—j.<A‘1225A>.j] (I.20)

En esta férmula, los valores medios se calculan parsa todas
las orientaciones posibles de las particulas empleando 1la
funcién de distribucién de la ecuacién (I.13).

En este tratamiento se supuso que las moléculas anisotré-
picas estan sumergidas en un solvente isotrépico.

Realizando las operaciones indicadas en 1la ecuacién

(I1.20) la birrefringencia eléctrica puede expresarse de la
siguiente manera:

An=(2lic1/n) {[eaa-(xe11+0022)/211-(3/4) (22011 )P2}(1.21)

donde ¢1 y @z se escriben en funcidén de los elementos de 1la
matriz A:

¢1 = <aas2-aia2>
q)z = (4/3)<a3i12-a112+(a3a2-2132)/2> (1.22)

Reemplazando estos elementos por sus expresinnes en funcién
de los 4ngulos de Euler dados en la ecuacién (I1.6) y calcu-
lando los promedios se obtienen las funciones ¢1 y ¢z si-
guientes

2r 1
S [(3cos20-1)/21.U(0,¥).sen6dod¥Y (1.23)
0 0

$s |
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I }
(1-cos28)(2.sen2¥-1).0(0,¥).senfd6d¥Y (1.24)

oo |

0 0

¢1 y ¢2 dependen de las propiedades eléctricas OEi1,p y del
campo eléctrico E. La funcién ¢1 mide la orientacién del
eje 3 y ¢2 la orientacidén preferencial alrededor del eje 3.
Para el caso de moléculas con simetria cilindrica ¢z=0. Aun
para el caso de particulas asimétricsas ¢z=0 si el eje 3 es
paralelo al campo eléctrico para E+ o0 . Si para E»00, los
ejes 1 o 2 son paralelos al campo eléctrico, ¢1 tiende a -
-0,5.

En lugar de la expresién (I.21) para An, suele definirse
la funcidn q)= An/Ang donde Ane es la birrefringencia eléc-
trica de saturacién para campo eléctrico infinito.

Para el caso particular de orientacién débil (U<<KT)ﬂes
posible integrar directamente ¢1 y ¢2. Se obtiene

An:(ZUcl/n)(Ez/SOKT);2 GX°11—NPJJ)[(piz—paz)/KT+(u?11~dFda)]
i,d

(1.25)

donde i,j toma los valores 1-2, 3-1 y 3-2.
Esta relacidén lineal entre An y E2, para compos eléctri-
cos pequenos se denomina ley de Kerr.

1.4. Birrefringencia eléctrica de saturacién

El valor de la birrefringencia eléctrica de saturacién,
ODne depende del modelo molecular.
Molécula polar no polarizable: Para un campo eléctrico infi-
nito la molécula se alinea con el momento dipolar paralelo
al mismo y puede escribirse

Ans = (2mea/n)( Kep- o°p) (1.26)
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donde ™°p es la polarizabilidad é6ptica paralela al momento
dipolar y ™X°p es la polarizabilidad éptica promedio perpen-
dicular al momento dipolar. ™o, vale:

>
Nep = (p.&e.p)/p.p = (A°11p124X°22n2240°a3pa2)/p2 (1.27)

donde p2 = (p12+p22+pa?)
vy o{°p se obtiene calculando el promedio de las ®°11 como si-
gue

<oe> = (0l@11+0°22+0M°a3)/3 = (Xop+20ep)/3 (1.28)

En la dltima igualdad de la ecuacién (I1.27) se empled la
propiedad del promedio de no depender de la eleccién de los
ejes.

Combinando las relaciones (1.26), (I1.27) y (1.28) se
llega a 1l1la siguiente expresién para 1la birrefringencia de
saturacién:

Ane = (Mci/np2) 2 (d-°11—ﬂ°33).(}412-—}‘32) (1.29)
i,J

donde i,j son los pares 1-2, 3-1, y 3-2.

Molécula polarizable no polar: La birrefrindencia de satura-
cién vale

Ans = (2Wc1/n). [Cxx~(KCyy+0XOxe)/2] (1.30)

donde Aexx es la polarizabilidad é6ptica a lo largo del eje
principal con mayor polarizabilidad eléctrica (X°yy Yy XOae
son las polarizabilidades a lo largo de los ejes perpendicu-
lares).

Molécula polar paolarizable: Como la orientacidén completa se
debe solamente al momento inducido, este caso coincide con
el anterior.
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I.5. Cdlculo numérico de la birrefringencia eléctrica

I.5.1. Caso particular
Simetria cilindrica para las polarizabilidades eléctrica

Yy 6ptica, vy el momento permanente a lo largo del eje 3, es
decir

We11 =NKezz $ Neaa Y X B13 =O(Bz2 fQ(Fsa

p = (0,0,p3) (1.31)

La expresién de 1la birrefringencia eléctrica (I.21) se
escribe ahora '

An = (2Wea/ndAxe P2 (1.32)

con Aae = ( Xeaa - ©&e31)

Se introducen las notaciones

u = cos® (I.33)

@

¥ = [(B33-%E11)/2KT]E2 = cE2 (1.35)

(Ps/KT)E = bE (I.34)

La integral (1)1 resulta

1 1
¢1 =(P= {3S uz exp(@u+¥uz)du/zs exp(@u+¥h2)du}-1/2 (1.38)
-1 -1

El cdélculo de las integrales de la ecuacién (1.36) para
intensidad de campo eléctrico arbitraria fué realizado por
O’ KONSKI, YOSHIOKA y ORTTUNG <11> para ¥>0 y por SHAH <12>
para $<0. En ambos casos 4>(@,K’) queda en funcién de
integrales del tipo
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x
E(x):& exp(t2)dt (1.37)
0
HATSUMOTO, WATANABE y YOSHIOKA <13> han publicado tablas
de ¢ v 15¢/((§2 + 2¥) en funcién de (2 + 2¥ , para varios
valores de @2/2

La Fig.I.4 muestra el comportamiento de(# en funciénide

@2 + 2% para diferentes valores de @2/2 .

1.0

0.8
0.6
0.4

® 0.2
0

-0.2

-0.4

Figura 1.4 (de 1la ref. 30)

1.5.2 Expmiﬁn_dLlLf_unsiﬁLq)_L@L_mm_alnnnowsna
simples

a) Campos_eléctricos peguefios

El limite de la funcién <P(@,K) para E» 0 es el siguiente

limz+oldX (5.8 )/((52+2K)] 1/15 (1.38)

La correspondiente expresién para 1la birrefringencia eléc-
trica es

(An/E2)z+0 = (Ana/15)[((32 + 2¥)/E2] (I.39)

(Ane/15)(b2 + 2¢) (1.40)
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b) Orientacién debida a momento permanente puro ((3>>'6')
G@ = 1 - 3(cothB -1R)/p (1.41)
¢) Orientacién debida a momento inducido puro ( ¥ >3

Para ¥ >0
81/2
<P(X) = (3/4){[(exp¥ /81/2)/5 exp(x2)dx]-1/%¥}-1/2 (1.42)
o
Para <0
¥z
4>(8) = (3/4){1/8*[(exP(-x)/51/2)/S exp(-t2)dt]}-1/2 (I.43)
o

d) Campos_eléctricos muy grandes
G @¥) =1 -3/(3+ 20 (¥>0) (1.44)
1.5.3. Caso general

HOLCOMB y TINOCO<®> resuelven las integrales ¢ 1 y¢>z
expresando el factor exp(-W/KT) como producto de cinco se-
ries de Taylor. Ellos consideran valores de energia de
orientacién eléctrica (W=Wp+Wi) de hasta 30 veces KT.

Aqui encontramos ¢1 y (t’z directamente mediante céalculo
numérico empleando el método de integracién de Gauss que
para una funcién de dos variables se escribe

1 1 n m
g S F(x,y)dxdy = 22 22 PiWsF(x1,va) (1.45)
-1 -1 i=1,j=1

donde x1+ y ys son las raices de los polinomios delegendre
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Pn(x) vy Pmn(y) respectivamente y P+ y W3y son los pesos
correspondientes <14)>,

Reemplazando 1la energia U((P,B W) dada en la ecuacién
(I.13) en las expresiones de 4)1 (1.23) y#)z (1.24) pueden
escribirse las siguientes integrales:

2 1

Ea =S [(3cos26-1)/2].exp(~-W/KT).sen6déd¥ (1.48)
0 o

2n W
Ez =‘ { (1-cos20).(2sen2y-1).exp(-W/KT).seneded¥ (I1.47)
0 0
oW _
o] =s ‘ exp(-W/KT).sen®d6d¥ (1.48)
0 0

de manera que resultan:

¢, = E1/C ¥ $2 = E2/C (1.48)

Las integrales (I1.46), (I1.47) y (1.48) se refieren al in-
tervalo (-1,1) mediante los cambios de variables siguientes:

O =(/2)+(T/2)x y YW= (M+(ny (I.50)
Las expresiones finales para Ei, E2 y C se escriben:
n

m
E1=G‘2/2);2E j& [(3co0828-1)/2].exp(-W/KT).sen® PaiW, (I1.51)
i=1,j=1

n m
E2=Cn2/2)‘25 :é,(1-00528)(23en2V—1).exp(—H/KT).senB PiWy
i=1,j=1
(1.52)
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n m

C = CWZ/Z)zi 2{ exp(-W/KT).sen® PaWy (I.53)
i-1,3=1

donde © = (TW/2)+(T/2)x4 y W= (M)+M)ys

La Fig.I.5 muestra el diagrama de flujo

del programa
utilizado para calcular <P=An/An-.

ENTRAR

o | 4
o, % B
ia 1’1,3

LEER RNCES v PEsos Pl
INTEGRACIIN GAUSSIANA
PESoS: Py v W
RAICES : X; ¥ V)

LateNjjag,..m

|

CALCULAR INTEGRALES:
EL,E ¥ C

CTALCULRR: \
&, - e fC v b=Ealc \
k'S
4
ﬁ CALCOLAR: . 2
« o
< bele e Ao apy
=] LT 4-2,3-1y 3-2
9
<
J

CALCULAR

&~ 82« (i (- i) b - i) )

Figura 1.5

Los datos de entrada son o121, XEia y @1 con i=1, 2, 3.
Empleando n=32 y m=64 el error en el cdlculo de las inte-
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grales 4)1 y¢z es del orden del 1X en el peor de los casos,
para una energia de orientacién W = 3I0KT.

I.8. Transitorios de la birrefringencia eléctrica

Cuando se aplica a una solucién un pulso rectangular de
campo eléctrico se observan dos transitorios de birrefrin-
gencia eléctrica:
1.-La regién de su crecimiento hasta alcanzar el estado es-
tacionario
2.-La regién de su decaimiento después de suprimir el campo
eléctrico.

Estos fenémenos se muestran en la Fig.I.6.

Si se aplica a la solucidén un pulso de campo eléctrico
rectangular y luego que la birrefringencia eléctrica alcanza
el estado estacionario, el campo eléctrico se invierte de
sentido rapidamente, aparece un transitorio en la birrefrin-
gencia como puede verse en la Fig.I.7.

ESTADO ESTACiONAR(O
CRECIMIENTO DE AN
An‘
ol
Ea
t
Figura 1.8

El andlisis cuantitativo de los transitorios de birre-
fringencia eléctrica indicados arriba, permite determinar
ciertas caracteristicas eléctricas e hidrodindmicas de las
moléculas en solucién.
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I.6.1. Decaimiento de la birrefringencia eléctrica

El decaimiento de la birrefringencia eléctrica de una so-
lucién de particulas elipsoidales fué estudiada por DON RID-
GEWAY <18>, Su andlisis se basa en la teoria del movimiento
Browniano de estas particulas realizado por F. PERRIN <18)>,

an TRANGITORIO DE An AL INVERTIR
4 EL CAMPO ELECTRICO
N
!
E A t
{NVERSION DEL cAmMPo ELECTRICO
° >
: k
-€

Figura I.7

Las propiedades hidrodindmicas del elipsoide se describen
en funcién de los términos principales del tensor de fric-
cién rotacional. El término Cis representa 1la cupla
encontrada la cupla encontrada por la particula en rotacién
estacionaria alrededor del eje 2ai con velocidad angglar

E

unidad y se expresa de la siguiente manera <17)>:
Cia =(18"6V3)[(a32+ak2)/(a32«a+au2«u)] (I.54)

(la terna i,j,k toma los valores 1,2,3; 2,1,3; 3,1,2).
donde 1'9 es 1la viscosidad del medio y X1 la siguiente inte-
gral:

(o V2]

'Y =( dA/[(as2+\)AAN)] i=1, 2, 3 (1.55)
0
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con A\)=[(a12+)).(a22+\)(as2+))]1/2

Para un esferoide, con su eje de simetria as, las inte-
grales X3 tienen solucién analitica<1®>, resultando:

a) Esferoide prolado con aa>az=ayi y excentricidad:
e=[1-(az/a3)2]1s2

X 3

[2/(a1azaa)].[(l—ez)/Zea].{1n[(1+e)/(1—e)]—2e}

11

K1 =¥z = (1/2){(2/8182823)Xa) (1.56)
b) Esferoide oblado con as<az=a1 y excentricidad:
e=[(ai1/aa)2-1]1/2

o3 = [2/(a1a28a)].[(1+a2)/a%].(e-actg e)
1 =2 = (1/2).[(2/a1a2a3)-a] (1.57)

PERRINC¢1®>encuentra 1la ecuacién diferencial de la
difusién rotacional de un elipsoide. Procede de una manersa
similar a la que se describe a continuacién.

Se considera al elipsoide fijo en el sistema de coordena-
das x,y,z con sus ejes 2ai1,2a2,2as3 y en la direccién de los
versores ii,iz,ia. El sistema del laboratorio es el x,v ' ,z2°
con su origen O° coincidente con el origen O del sistema
X,v,2 fijo en el elipsoide.

Los Angulos de Euler ¢,,9,‘V determinan la orientacién del
elipsoide respecto del sistema del laboratorio.

S5i el elipsoide con una orientacién ¢,8,% sufre una rota-
cién infinitesimal, esta puede descomponerse en tres rota-
ciones du.,d@ y d¥ efectuadas alrededor de los ejes x,y,z.
Estas rotaciones alrededor de 1los ejes del cuerpo se rela-
cionan con 1las rotaciones d¢,d9 vy d¥ alrededor de los ejes:
z’, linea de nodos y z respectivamente, mediante la rela-
cion:
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dé seny /sen® cos¥ /sen® 0\ [dX
de | = cosly -genly o] [df (1.58)
dy ~-sen¥Yctg - ~cos¥ecot® 1] {d¥

Si se denomina q1,92,q3 g ¢,9,q1respectivamente; x1,x2,x3
a 0(,@,8 respectivamente y 4: a los términos de la matriz de
arriba donde P expresa las filas e i las columnas, la expre-
sion (42) resulta:

. (I1.59)

]
El vector corriente de difusién relastivo al sistema de

coordenadas angulares que mide las rotaciones en torno a los
ejes del elipsoide se express:

is= —(9113U/3X,9223U/3@,eaSQU/ax) (1.60)

Con la notacién ya indicada los términos de este vector se
escriben

iB = - OBpdU/JxP B=1,2,3 (1.81)

Aqui ©aii1 representa los términos principales del tensor de
difusién rotacional de la particula que se vinculan a los
términos principales del tensor de friccién rotacional me-
diante la relacién de Einstein

O11 = KT/C1s (1.82)

U(X, @.¥) es la densidad de probabilidad de presencia del
elipsoide en el instante t en un entorno diferencial alrede-
dor de la posicién e(,@,'&’.

Respecto al sistema de coordenadas Q.G.W’la expresion
(1.81) se transforma de la siguiente manera
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-6 s (1.83)
9@ 3

con 0:28 &6 (1.84)
B=1

La ecuacién de difusién para el movimiento browniano de
rotacién de un elipsoide se enuncia de la siguiente manera:
La derivada con respecto al tiempo de la densidad de proba-
bilidad U($,0,¥) es igual a la divergencia cambiada de signo
del vector corriente de difusién.

La divergencisa del vector i se expresa
Vi = (1/8172)(3/dat)[it gis2)] (1.65)

donde g es el determinante de la matriz gij dada por la re-
lacién )

(dx1)2+(dx2)2+(dx2)2 = gi5dgidqd (1.866)
es decir
1 o cos®
gia = 0O 1 0 y g = | g2a] = sen2@ (1.87)
cosé 0 1

La ecuacién de difusidén sera pues

UL = (1/5en8)(d/3d dsend. if ] (1.88)
P rT

Reemplazando en ella la expresién (I.63) para i con los ©
dados en (I.64) y los términos as dados en (I.58), resulta

la siguiente ecuacién diferencial paras la difusién rotacio-
nal de un elipsoide:

/aU/Bt = (B11c0sW¥+0225en2¥)92U/d02 + (Di11sen2 +Bz22cos2Y).
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[cot@dU/30 +(1/5en28)d2U/3h2 +cot20)2U/32-2c0t8/56nd2U,/dpN ]+
0 2292U/3Y2+2(011-O3a) (cos¥PsertV/send) {20/383¢-cos8I2u/083Y +
+[(1+cos28)/2send 13U/0Y-cotOdU/dd} (1.69)

Para el caso particular de simetria alrededor de uno de
los ejes del elipsoide (por ejemplo el a3)©11 =022 y U es
independiente de Y porque todas las orientaciones alrededor
de as son fisicamente equivalentes. Si ademds se considera
que U tiene simetria axial normal a la direccién de medida
de la birrefringencia eléctrica, por ejemplo simetria en
torno al eje z° del laboratorio, U se hace independiente de
d). Esto se cumple cuando se aplica a una solucién un campo
eléctrico uniforme en la direccidén z°. Con estas restriccio-

nes la ecusacién (1.68) queda de la siguiente manera:
Au/dt = 011(d20/802+c0tBU/30) (1.70)
Esta ecuacién fue obtenida y resuelta por BENQOIT <18)>,

DON RIDGEWAY <(15> emplea tres sistemas de referencia:
1) E1 sistema del laboratorio (1°,2°,37).
2) Un sistema fijo a los ejes geométricos de la particula en
el instante en que se anula el campo eléetrico, (1,2,3).
3) Un nuevo sistema que se mueve con la particula, con sus
ejes paralelos a los de 1la misma en todo instante,
(1",2",3").

Si x es un vector fijo en la particula referido al sis-
tema (1,2,3), x' y x" el mismo vector pero referido a los
sistemas (1°,2°,3’) y (1",2",3") respectivamente, se definen
las matrices de transformacién A y C tales que verifican las
expresiones siguientes:

x = Ax’ v x" = Cx (I.71)

Estas definiciones implican que la matriz de transformacién
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del sistema fijo en la particula (1,2,3) al sistema del 1la-
boratorio es AC.

F. PERRIN <¢18> deduce directamente de la ecuacién de
difusién (I1.68) los valores medios (dependientes del tiempo)
de los cosenos directores.de los ejes del elipsoide (1,2,3)
con relacién a los ejes del sistema del laboratorio
(1°,2°,3"). Alli emplea la condicidén inicial, que en prome-
dio los ejes de la particula coinciden para t=0 con los ejes
de la celda de Kerr. Esta condicién no es satisfecha por 1la
distribucién inicial de particulas , esto es <a13>=61a. ex-
cepto para un campo eléctrico infinito. En cambio los ele-
mentos de la matriz C cumplen inicialmente la condicidn caa=

§13. Es asi que 1los resultados de Perrin dan directamente
<c1jick1>, magnitudes que se emplean en el cdlculo siguiente.
Este es el motivo de la introduccién de la matriz C.

Don Ridgeway encuentra la expresién para el decaimiento
de la birrefringencia eléctrica, aplicando la teoria de dis-
persién de 1luz de Rayleigh-Gans. Aqui se encuentra el mismo
resultado reemplazando en la ecuacién (I.20), que da la bi-
rrefringencia eléctrica en el estado estacionario segun el
modelo de HOLCOMB y TINOCO<®>, a la matriz A por la matriz
CA, de lo que resulta:

An = (chl/n)é_éﬂ°11<aa:2-a1.—12><0312> (1.72)
i
DON RIDGEGAY en la referencia (15) no calcula los promedios
<azj2-a132> para un modelo particular. Aqui los expresamos
en términos de las funciones(b1 (1.23) y‘)z (I.24) siguiendo
el modelo general de Holcomb y Tinoco.
La ecuacién (I.72) se transforma para dar:

An = (2we1/n)[S1P1-52§21 (1.73)
donde S1 y S2 son funciones de los términos principales de

los tensores de polarizabilidad éptica y de friccién rota-
cional de la particula y tienen la siguiente forma:
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S1= exp(-68-t){(1/2)[°a3~(Ne114+U°22)/2]+

(91/3)[°(°22—(°(°11-;-K°33)/2]+(92/3)[N°11—(0L°22+0£°33)/2]+
(@3/3) . [X°33-(¥°114X°22)/2]} + exp(-BB+t).
{(1/2) [Kea3-(°114X°22)/2]-(81/3) [X°22-(X°11+X°a3)/2] -
(92/3)BX°11-GXPzz+§Paa)/2]—(93/3)BXPss-&xP11+dPsa)/2]}
(I.74)
52=(3/4)exp(-60-t){(1/2)(°22-%°11)+(01/2)(X°a3-0C11 )+
(02/3)((°22-0°33)+(03/3) (X°11-X°22)}+(3/4)exp(-60.t).
{(1/2)(x°22-%°11)-(01/3)(K°33-U°11)-(02/3)((°22 -0(Caa)-
(©3/3)(ke11-0°22)} ’ (1.75)

Aqui 01, R, P2 y@; se expresan de la siguiente manera:

0. = [(RT/C14)-R])/{2(R2-P2)1/2] R=(1/3):E KT/Csa
1
P2=( 1/3)2 2(&1’)2/(c11.cd,) ©.+=R* (R2-P2)1/2
1>3
(1.76)

Para particulas esferoidales (ai=azfas) C11=C22§Css y las
definiciones (I.76) implican que

©::=02=1/72 , B5:=1

b4 0. =811 , 0- = (©11 + 203a3)/3 (1.77)
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Si ademds o33 =Qezz $Xeaa, la birrefringencia de la
solucién decae en una forma exponencial combinada con los
tiempos de relajacién siguientes:

1/(8 B11) y 1/02¢011 + 20a3)] (1.78)
pero si la polarizabilidad éptica de las particulas po-

seen simetria cilindrica, esto es ™&°11 =Noz2 f Ko3a, las
funciones Si y Sz valen

S1 = exp(-60+t)[Xeas - Xei11]

S2 =0 (1.79)
y el decaimiento de la birrefringencia eléctrica se expresa
An = (2Mea/n)(oesa - %e11) P exp(-6811t) (1.80)

De 1las ecuaciones (I.73) a (I.78) conjuntamente con las
ecuaciones (I.23) y (1.24) se desprenden las siguientes ca-
racteristicas del decaimiento de 1la birrefringencia eléc-
trica:

1o A traves de las funciones ¢1 y ¢2 depende de las propie-
dades eléctricas de las moléculas, esto es de (B y p, v de
la intensidad de campo eléctrico.
20 A través de 1las funciones Si y Sz el decaimiento de 1s
birrefringencia depende de las propiedades dépticas (525) e
hidrodinamicas (Cii) de las moléculas

Aqui presentamos un ejemplo que muestra como para ciertas
caracteristicas moléculares, no solo aparece una inversién
en el signo de la birrefringencia en el estado estacionario
al aumentar el campo eléctrico ¢8>, " sino tambien en ;}os
transitorios de birrefringencia que siguen a la supresién de
dicho campo.

Se considera que las moléculas tienen las siguientes ca-

racteristicas:
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Simetria cilindrica para sus propiedades hidrodinémicas
C11=C22=1.449x10-17 gcm2s-1 , Ca3=6.376x10-17 gcm2s-1

Simetria cilindrica para su polarizabilidad eléctrica, es
decir ¥21 =0y XSz = 0.

El momento dipolar permanente es perpendicular al eje 3,
(p = (p1,0,0)).

Se verifica la siguiente relacidén entre las bropiedades
eléctricas:

(312 = 25 ¥az

Los términos principales del tensor polarizabilidad o6p-
tica se relacionan de la siguiente manera:

AUez2/0°11 = 1,5 y o{°3sAX°11 = 0,3256
Mediante el programa cuyo diagrama de flujo se muestra en

la Fig.1.5 se calculd An/Ana en funcidén de P12 (ver
Fig.1.8).

En la Fig.1.9 se exhiben el transitorio ocurrido despues
de suprimir el campo eléctrico para el caso siguiente:

@,; (P1 ¢)z
50 -.2213 .5829
Sistema polidisperso:
Para una solucién conteniendo particulas con un eje de
simetria comin para sus propiedades eléctricas, O6pticas e

hidrodindmicas, pero de varias longitudes, el decaimiento de
la birrefringencia esta dado por la expresién
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1 Il L . L

Figura 1.8

An = % nes exp(-t/Ti) (1.81)

donde Ane1i es la contribucién de la i-ésima especie a la bi-
rrefringencia a t=0y Ta
misma. La
das (18>,

es el tiempo de relajacién de 1la
expresién (I1.81) es vélida para soluciones dilui-

YOSHIOKA y WATANABE <20> calculan el siguiente tiempo de
relajacién promedio

<T> = [2T1An.1]/[ébn.1] =

1 1

00
- S(An/An.)dt (1.82)
[o]
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donde Ana =21An.1 es la birrefringencia de la solucién po-
lidispersa en el instante t=0.

Esta ddltima expresién surge de integrar la ecuacién
(1.81) con respecto al tiempo entre los limites cero e infi-
nito. Ella indica que el area total debajo de la curva,

An/ Ane en funcién del tiempo, es igual a <T >. Si el
decaimiento se mide despues de aplicar un campo eléct;}co

muy grande (con An préxima a Ans) el tipo de promedio es en
peso.

+3 T T Y T T T T

bx1d

+1 T

50 100 150 200 250 300 t(pus)

1 1 - A 1 1 Il 1

Figura 1.9

1.6.2. Crecimiento de la birrefringencia _eléctrica

El andlisis del crecimiento de la birrefringencia eléc-
trica requiere el conocimiento de la ecuacién de difusién
que describe el movimiento browniano de rotacién de particu-
las elipsoidales, en presencia de un campo eléctrico orien-
tador. Esta ecuacién fué obtenida por F. PERRIN en la refe-
rencia (18). El elipsoide. tiene, respecto a su sistema
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(1,2,3), un momento dipolar p=(p1,p2,pa)t y un tensor pola-
rizabilidad eléctrica con términos principales & Eji. EI
campo eléctrico esta dirigido segin el eje z° del sistema
del laboratorio. Referido al sistema del elipsoide este
campo vale:

1] send sen¥
A.|0| = | senBcos¥) .E
E cosf (I.83)

y la energia de interaccidn es:
W= —p.E—(l/Z)Bjih.B = -(p1 sen95eﬁ?+pz sen900§¥+ps cosd )E
~(1/2)E2(E11 sen20sen2y+%Ez2 sen20cos2y+NEasz cos28) (I.84)

El momento del par de fuerzas que actia sobre la particula
puede escribirse en la forma

Ma = -W/dF .da/dxt = &1 AT (1.85)
5i esta cupla se encuentra constantemente en equilibrio con
la originada por la friccién debida a la viscosidad, las ve-

locidades angulares alrededor de los ejes del elipsoide re-
sultan

Wy = dxB/dt = Ma/Cee B=1,2,3 (1.88)

Mientras que en el sistema de dngulos de Euler se escriben

3
Ude:dq{’/dt':é aP1 dxi/dt=
i=1
3 3
S tascany=— 2 (£ S/ciduny (1.87)

i=1 i=1
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Estas velocidades angulares determinan una “corriente de
convexidén" con componentes, U.u@, que se suma a la corriente
de difusién originada por el movimiento browniano y resulta
la ecuacién diferencial siguiente a

Adu/dt = <1/gl/=>é/8q|"[gl/z(e?“—él!/aqW —UNP)] (1.88)

Para el caso particular de una molécula con un eje de si-
metria comin para sus propiedades eléctricas, 6pticas e hi-
dridindmicas y con un momento dipolar permanente p a 1o
largo de dicho eje, esto es:

EQ EO
3

£,0
©11= 022 f Bas ; ®yy =Naz F Xa y p=(0,0,ps) (1.89)

la ecuacién (I.88) se escribe de la siguiente manera
BU/At = B11.(d20/302+cotBdU/I0)-div(UM/C11) (1.90)

donde M=(M12+M22)1/2 ge expresa
M = -psE sen® - (lBas-WF11)E2 sen® cosb (1.91)

M. MATSUMOTO y otros <21> resuelven la ecuacién (1.80)
usando el método de perturbacién para obtener la funcién de
distribucién angular de las particulas y con estas calculan
los transitorios de birrefringencia que ocurren al aplicar
un pulso de campo eléctrico rectangular y al invertir el
sentido del mismo. Los calculos 1los realizan hasta 1la
perturbacién de cuarto orden en el caso general y hasta la
perturbacién de sexto orden en el caso de orientacidn por
momento permanente puro.

La condicién inicial para el caso de crecimiento de la
birrefringencia es

U(cos®,t=0)=1/(41) (orientacién al azar) (1.92)
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mientras que la funcién de distribucién correspondiente a la
inversién del campo eléctrico se encuentra reemplazando en
el tratamiento del crecimiento de la birrefringencia a E por
-E y aplicando la condicién inicial

U(cosB, t=0) = exp(-W/KT)/ gexp(—W/KT)de (1.93)
AL

donde W es la energia de interaccién entre la la particula y
el campo eléctrico. .

5i a las condiciones particulares anteriores dadas por
las expresiones (I.88) se cambia el momento dipolar perma-
nente por el mas general

p = (p1,p2,ps3)

la ecuacién diferencial (I.88) resulta
QU/Jt = ( B11/5en0)0/00(5endAV/I0 )+
(© 11 ctg20+ ©2aa)d20/dV2+(1/5en0)9 0O (send. UIN A0 )(1/01:>+
" RW{UIMN/AY[(1/C11)ctg29+(1/Caa)]l} (1.94)

Esta ecuacién fué resuelta por I. TINOCO ¢22> ysando un
método de perturbacién. Calcula el crecimiento de 1a
birrefringencia eléctrica considerando solo términos de
hasta E2 en sus desarrollos.

1.6.3. Inversidn del campo eléctrico

I. TINOCO y K. YAMAORA <23>, amplian el andlisis
anterior, agregando el caso del transitorio que ocurre al
invertir el campo eléctrico. Consideran ademés la posibili-
dad de una polarizabilidad inducida lenta con un tiempo de
crecimiento y decaimiento del orden del tiempo de relajacién
de las particulas debido a la difusién rotacional.

Contrariamente al trabajo de M. MATSUMOTO y otros<2i>,
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éste es vadlido para de campos eléctricos pequenos(W<<KT).
A continuacién presentamos los resultados de la referen-
cia (23),

IA. Crecimiento
(a) 5611 # Bas

A = An/Ane = 1-[3pa/2(pa-p1+q)].exp(-2011t) +
+[66011/(5011-833)1[p1/(p3-p1+q)].exp[-(811+8aa)t]+
+[pa/2+p1-9-6611p1/(5611-03a)1[1/(pa-p1+q)].exp(-6011t)

(1.95)

(b) 56011 = Oaa
B = 1 - [3pa/2(pa-p1+q)].exp(-2011t)+
+[(pa/2+p1-q+6p1011t)/(p3-p1+q)].exp(-66011t) (1.86)

II.A Inversioén

(a) 5611 =Oaa
C = 1-[3pa/(pa-p1+qa)].exp(-2011t)+
+[12011/(5011-033)1[p1/(pPa-p1+a)].exp[-(B11+03a)t]+
+[3pa-12 11p1/(5011-83a)1[1/(pa-p1+q)].exp(-6811t)

(1.97)
(b) 5011 = Oas
D = 1-[3pa/(pa-pi1+q)].exp(-2011t)+
+[(3pa+12p1011t)/(pa-p1+a)].exp(-6011t) (1.98)

Si existe un momento dipolar inducido lento las ecuacio-
nes anteriores se modifican sumando los siguientes términos:

e

(a) 6€11tas 3 1; 6011t1 ¢ 1

E = -[6011t2q3/(6011ta-1)(pa-p1+q)].exp(-t/ta)+
+[6011t191/(6011t1-1)(pa-p1+q)].exp(-t/t1)+
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+[8911t3qa/(3911t3—1)—B@11t1g1/(6911t1-1)]
.[1/(p3-p1+q)].exp(-8811t) (1.99)

(b) 6811ta = 1; 66011t1 = 1

F = -[6011t(qa-q1)/(ps-p1+a)].exp(-6611t) (1.100)

donde:
Ano

birrefringencia eléctrica en el estado estacionario
para un campo eléctrico determinado.

P1 = (P12+p22)/2(KT)2

pas = (pa/KT)2

= constante de Boltzmann

=
1

T = temperatura absoluta
KT para j = 1 o 3

La polarizabilidad eléctrica a lo largo de los ejes de
simetria (j=3) y transversal (j=1), se escriben de la
siguiente manera:

S Ess(t) = REz3+(®21)Bsall-exp(-t/ts)] (1.101)

Ol E34 representa la componente rédpida, con tiempo de
relajacién mucho menor que los tiempos correspondientes a la
difusién rotacional de las moléculas.

(X1)E33 simbolizan las contribucion a la polarizabilidad
eléctrica lenta, con tiempo de relajacién, tis, del orden de
los tiempos de relajacién de la difusién retacional.
Se definen los parametros:
q = ({¥az-UB11)/KT
a(t) = [WBas(t)-WE11(t))/KT (1.102)

En 1l1la Fig.I.10 se muestra el diagrama de flujo del
programa escrito para efectuar el cédlculo de los
transitorios de la birrefringencia eléctrica.

Si existen momentos dipolares inducidos lentos An/Ane
vale



crecimiento:
si
si
inversioén:
si
si

86611ta

6011ta

6611ta

6011ta

¥

1; 68011t1 $ 1 AL = A + E
BL = B + E
1; 6011t = 1 AL = A + F
BL =B + F
1; 6011t1 = 1 CL =C + E
DL =D + E
1; 6612t1 =1 CL =C + F
DL =D + F

(56111
(5011=
(5611
(5011=

(I.

(5611%
(5611=
(5011%
(5611=

(I.

‘ENTRA: P4,P, Py

G, By Loty
ofp o (oY) a3

gle) ~ [oGy(t)- oG, (e))/ kT

J

NEXT X

L 3
OONDE : q.,:u',,/wr 5 Qar Xan /KT

of 1)« o+ oy [4-exotsbyl) jeiva

CON ©

Figura I.10
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a3)
as)
3a)

3a)

103)

a3)
33)
3a3)

33)

104)
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II. ACIDO DESOXTRRIBONUCLEICO. (ADN).

El ADN es una molécula compuesta por unidades repetidas
llamadas polinucleétidos. Cada nucleétido esta formado por
el azldcar desoxirribosa, una base nitrogenada derivada de
una purina o una pirimidina y 4cido fosférico. En 1la
Fig.II.1 se muestran los componentes del ADN.

L0S COMPONENTES
LAS CUATRO BASES

ADENINA € UANINA CITOSINA TIMINA
EL AZUCAR EL ACIDO FOSFORIcCO
Voooemon om 0~ AUCAR
y H 4 0=:P—0
H 5 A l_ izuclm
OH H

DESOXIRRIBOSA

Figura II.1

Los nucleétidos estan conectados por enlaces azdcar-fosfato
que unen el carbono 3° de un azicar con el carbono 5° de 1la
siguiente. La Fig.I1.2 corresponde a una cadena . de
polinucedtido de ADN.

Estudios Bioquimicos y de difraccién de rayos X llevaron
a WATSON y CRICK <24> en 1953, a proponer un modeloc en doble
helicoide para el ADN gque explica tanto 1las propiedades
fisicoquimicas como la funcioén biolégica de la
macromolécula. Este modelo consiste en dos cadenas de po-
linucleétidos en ordenacién antiparalela (5°-3° en wun he-
licoide y 3°-5" en el otro), mantenidos equidistantes
mientras se enrrollan en torno a un eje comin formando un
doble helicoide dextrégiro. Las bases se dirigen desde las
cadenas al eje central. Las bases de ambas cadenas se en-
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frentan de a pares. Estas parejas de bases estan contenidas

en un mismo plano perpendicular al eje y se unen entre si

H

H\”/

& ADENINA
T <
-0 —--¢:s 'H, ”.(

rI Citosina

tl: 3
o_i: ..o_c \
OH
"'( GUANINA

“:
E 0—CHy Y.
N/N

OH
/k TiMiNA

o=l> —0—C Hy

1,

10— ©—

oW

Figura I1I.2

mediante enlaces de hidrégeno. A cada base plirica se 1le
opone una pirimidica:a la adenina, la timina y a la guanina
la citosina. No hay restricciones en 1la secuencia de los
pares de bases a lo largo de las cadenas.

La Fig.II.3 muestra el doble helicoide de ADN. Las dos
cintas simbolizan 1las dos cadenas de azucar-fosfatos y las
barras horizontales 1los pares de bases que mantienen juntas
las cadenas. La linea vertical marca el eje de la molécula.
Cada vuelta tiene una longitud de 34 K y comprende 10 pares
de bases. El diAmetro del doble helicoide es de 204.

De acuerdo con la estructura de Watson y Crick, el peso
molecular del ADN es de 180 Dalton por Z de longitud.
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La estructura del ADN en solucién acuosa de baja fuerza
ionica <28)> ge corresponde con la denominada forma B que
coincide con la descripta arriba.

La Fig.II.2 muestra que en cada fosfato queda libre una
carga negativa. Para soluciones acuosas de ADN con pH > 4 1la
ionizacién de 1los grupos fosfatos es total <28>, En estas
condiciones se puede decir que el ADN posee una carga (-e)
por cada 1,7 R de longitud. La electro-neutralidad se
satisface debido a los cationes (contraiones) que rodean =
la molécula, cuya distribucién se tratard en el seccién III.

“f 34k

20
Figura I1I.3

SANDRON, CERF y LITZER <27) encuentran que el ADN puede
fragmentarse mediante degradacion ultrasénica en moleculas
que retienen la estuctura de Watson y Crick.

Los fragmentos de ADN sonicado con peso molecular del
orden de 300.000 Dalton tienen una polidispersién limitads
<z28)

Mediciones de 1los tiempos de relajacién de 1la bi-
rrefringencia eléctrica de soluciones acuosas de ADN so-
nicado muestran que, para pesos moleculares menores que
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300.000 Dalton (longitudes de cadena menores que 1500 K). se
verifica la relacidn de Broersma ¢28> correspondiente a
varillas cilindricas:

Ty = [‘ﬂ/y(L)E’/18KT]{1n(L/a)—1,57+7[(1/1n(L/a))—0,28]"—‘}"1
(II.1)

donde L es la longitud y a es el radio del cilindro, W es

el coeficiente de viscosidad, K es la constante de Boltzmann
v T 1a temperatura absoluta.

La relacidén experimental entre el peso molecular y el tiempo
de relajacién, para pesos moleculares menores de 300.000
Dalton se expresa <30

Ty Ms=2,5x10-1142.2 (11.2)

Pero solo 1las moléculas de ADN con longitudes menores que
600 A muestran un decaimiento monoexponencial de la
birrefringencia eléctrica (3o y se presentan como
verdaderas varillas rigidas. Sinembargo este comportamiento
puede extenderse a moléculas de ADN con longitudes
comprendidas entre 600 y 1500 K si estan en solucién acuosa
diluida y con fuerza idénica menor que lmM <31 vy 32>,
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1I1. DISTRIBUCION IONICA ALREDEDOR DE UN COLOIDE O MACROION
EN_SOLUCION.

IIT1.1. Ecuacidn de Poisson-Boltzmann.

El andlisis de 1a interaccién entre las cargas fijas a
una particula (coloide o macroion) y los iones méviles que
la rodean se realiza mediante la ecuacién de Poisson-Boltz-
mann <33 v 34> Dada una particula con una distribucion pro-
medio de cargas fijas y con un sistema de referencia solida-
rio a 1la misma, la funcién potencial eléctrico con respecto
a8 ese sistema se obtiene mediante la ecuacidén de Poisson:

VY = —(41/€2)( Pt Pu) (ITI.1)

donde el significado de cada simbolo es el siguiente:
V 2 operador laplaciano.

€1 constante dieléctrica del solvente.

Pt densidad volumétrica de cargas fijas.

m densidad volumétrica de cargas méviles.

En la ecuacién (III.1) el potencial eléctrico Wy la den-
sidad de cargsa Pm son promedios estadisticos y Pr es dis-
tinto de cero solo dentro de una regién bien definida del
espacio. Suponiendo que las cargas fijas en la particula son
negativas, la ecuacidén de Poisson-Boltzmann se obtiene reem-
plazando en la ec. (III.1) a en por la expresién siguiente:

Gm =Ze[c+(r)-c-(1)] (II1.2)

donde Z es la valencia de los iones (Z+=Z-=2), e es la carga
del electrén, c+(r) y c-(r) son las concentraciones numéri-
cas de cationes y aniones respectivamente que se calculan
mediante las distribuciones de Boltzmann siguientes:

c+(re) exp(-Ze¥Y(r)/KT) (I1I.3)
c-(ro) exp(+ZeY(r)/KT) (I11.4)

c+(r)

c-(r)
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donde c+(roe) y c-(re) son las concentraciones numéricas de
cationes y aniones respectivamente en el punto de referencia

To para el cual Wkro)zo, K es la constante de Boltzmann y T
la temperatura absoluta.

I11.2 Dos_placas cargadas paralelas sumergidas en una so-
lneiodn salina

Este sistema es analizado por VERWEY y OVERBEEK <35>, Sy~
ponen que las placas tienen una extensién infinita, que las
caras planas enfrentadas estan a una distancia 2d y tienen
una densidad superficial de carga uniforme, G . Despreciando
efectos de borde, el potencial, ¥, y la densidad de carga,
em, dependen solo de la coordenada (x) normal a las placas.
En estas condiciones, 1la ecuacién de Poisson-Boltzmann
(III.1) para la regién 0 < x < 2d resulta:

d2¥/dx=2 = —(4rr/51>()., (II1.5)
donde:

Qm = e{c+(x=0)exp(-ZeV/KT) - c-(x=00)exp(+ZeV/KT)}
= 2ecosenh(ZeY/KT) (III.6)

aqui c+(x=®0) = e-(%X=9) = Co ¥ Co €s el nimero de iones por
cm?® lejos de las superficies donde el potencial eléctrico se
anula. Si se definen las magnitudes adimensionales
y = ZeV¥ /KT s z = ZeYo/KT y g: K x (I11:7)
donde Yo es el potencial eléctrico sobre las placas y
X = (8WcoZ2e2/£1KT)1/2 (I11.8)

es la constante de Debye-Hlickel

dzy/dg2 = senh y (I11.9)
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con las condiciones de contorno siguientes:

vy =Zed)/KT = u y dy/dg = 0 para x=d (I11.,10)
Integrando una vez la ecuacién (I11.9) se obtiene:
dy/dg = -[2 cosh(y)-2 cosh(u)]isz (III.11)

A fin de encontrar la funcién potencial eléctrico se in-
tegra una segunda vez y resulta:

u

[2cosh(y)-2cosh(u)]-1/2dy = -xd (I11.12)
z

Una vez hallado el valor del potencial eléctrico
(adimensional), u, a media distancia entre las placas, d, se
obtiene el potencial eléctrico y en funcidén de x empleando
nuevamente la ecuacién (III.11):

y
[2cosh(y)-2cosh(u)}-1/2dy = -gx (I11.13)
z

Si no existe interaccién entre las placas, es decir si el
potencial eléctrico Yy su derivads dy/dg se anulan para
d=%, la solucién de la ecuacién (III.8) es:
ev/2 = {e=/2 +1+(e=/2-1)e-5 }/{e=/2+1-(e=/2-1)e-5 } (III.14)

Para g >>1 y z arbitrario:

v=4fve=>  con  AV'=(e=/2-1)/(ee/2+1) (II1.15)
La relacién entre la densidad superficial de carga y el

campo eléctrico para x=0 se obtiene mediante la ley de Gauss
de la electrostética y vale:
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0 = —(E1/4M)(d¥/dx)x=0 (I1I.16)
La Figura III.1 muestra una representacién esquemética

del potencial eléctrico entre dos placas en interaccién en

comparacidén con el de la regién exterior a las mismas.

Figura III.1

ITI.3 Macroiones cilindricos _en_solucién_con exceso de
sal.

ALEXANDROWICZ <38> gplica la ecuacién de Poisson-Bolzmann
a una solucidén de macroiones cilindricos, de radio a y lon-
gitud L con N cargas fijas distribuidas uniformemente sobre
su superficie. La valencia de los iones de 1a sal adicionada
la elige Z=1.

Realiza las siguientes suposiciones:
-Los cilindros en solucién estan dispuestos en forma para-
lela y son equidistantes, a una distancia 2R entre sus ejes.
-El potencial eléctrico '} tiene simetria cilindrica alrede-
dor de cada particula.
-El valor absoluto del potencial eléctrico, |W| , que es
maximo sobre la superficie de los cilindros, pasa por un mi-
nimo ((V V¥ )r=0 ) en la superficie del subvolumen cilindrico
de radio R que encierra a cada macroion. Este minimo es el
mismo para todos los macroiones del conjunto (soluciédn).
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-El1 subvolumen mencionado arriba, denominado tambien
“volumen libre", coincide con el ocupado en promedio por
cada macroion en la solucién, es decir:

WR2L = ¢1-1 (III.17)

donde c1 es el nimero promedio de macroiones por unidad de
volumen en la solucién. ‘
-El sistema de varillas cargadas se encuentran en equilibrio
de didlisis con una solucién salina.

Con 1la condicion ((V¥)r=0) se establece 1la electro-neu-
tralidad en cada subvolumen. Pero ademés existe una diferen-
cia de potencial entre las capas superficiales de los subvo-
lumenes por un lado y la solucién salina externa por el
otro. Esto se muestra en la Figura III.2 que es una repre-
sentacién esquemédtica del potencial eléctrico W dentro de
la solucién de polielectrolito y fuera de ella.

Y(w)-0

SOLUCiON DE

MACRO(ON (Cu) + SOLUCION SALINA
SAL EXTERNA(Co)
MEMBRANA

SEMI PERMEANLE

Figura III.2

La ecuacién de Poisson-Boltzmann (III.5) para este sis-

tema se escribe:

(1/r)(d/dr)[r(d¥/dr)] = -(8W e/€1)cosenh (e VW /KT) (III.18)

Esta ecuacién difiere de la presentada por ALEXANDROWICZ
(38> debido a un cambio en la eleccién del punto de referen-
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cia para el potencial nulo. Mientras gue en aquel trabajo se
hace cero el potencial en la periferia de los subvolumenes
cilindricos de radio R, aqui tomamos como referencia un pun-
to dentro del solvente en equilibrio de didlisis con la.so-
lucidén de macroiones, ro=%0.

Para em se usé la ec.(III1.8), con c+(r=0o)=c—_(r=°0)=co,
donde co es el nimero de iones por cm® en la solucién salina

externa.

Las condiciones de contorno para la ecuacién (I1I.18) son
las siguientes:

dW/dr]r=r=0 s dV¥ /drlr=a=-(47/€1) (II1.19)

donde G = -Ne/(2rwal) es 1la densidad superficial de carga.

Introduciendo el potencial adimensional y = eW/KT y 1la
distancia adimensional x = Xr, donde X es la constante de
Debye-Hiickel dada en la ecuacidén (III.8), 1la ecuacién de
Poisson-Boltzmann se reduce a:

(1/x)(d/dx)[x(dy/dx)] = senh y (III.20)

Esta dltima ecuacién no tiene solucién analitica, excepto
para algunos casos especiales. Por ejemplo para potenciales
débiles con y<<1 la ecuacién (III.20) se transforma en la
siguiente ecuacidén de Bessel modificada de orden cero:

x2(d2y/dx2) + x(dy/dx) - x2y = 0 (III.21)

Si no existe interaccién entre los macroiones, es decir
si y(R=o®) = 0 la solucidén de esta ecuacidn es:

y<(PH> = (yo<PH)/Ko(xo)) Ko(x) y<«1 (111.22)

donde yo es el potencial en la superficie del cilindro xo=Xa
vy Ko(x) es la funcién modificada de Bessel de segunda clase
y orden cero.

Relacién entre la densidad numérica lineal de carga,
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V:N/L, v el potencial eléctrico yo:
El campo eléctrico en 1la superficie del cilindro se ob-
tiene aplicando el teorema de Gauss del flujo eléctrico:

(dy<PH>/dx)xo = -2(N/L)e2/(xoE1KT) (III1.23)

Otra expresién para el campo eléctrico en 1la superficie
se encuentra derivando ys<PH> de 1s ecuacidn (I11.22) res-
pecto de x

(dy<PH>/dx)xe = -Yyo¢PHIK1(xeo)/Ko(xo) (III.24)

Igualando las ecuaciones (II1.23) y (II1.24) results la si-
guiente expresién para yo¢DH>

Yo<PH> =(2e2/£1KT)(N/L)[Ko(%X0)/XcK1(x0)] (I1I.25)

Para eliminar la restriccién de validez para potencidles
pequefios se introduce un factor de correccién(% dependiente
de xo e yo que se determina mediante la integracién numérica
de la ecuacién (III1.20). Este procedimiento es realizado por
STIGTER <37>,

Vo = [1/((X0,¥0)1(2€2/£1KT)(N/L)[Ko(Xa)/XoK1(Xo)] (III.2B)

Para cilindros con una gran densidad de carga STIGTER
<38> define una densidad de carga equivalente de manera que
su curva potencial-distancia coincida en la regién de poten-
ciales pequefios (yo<<1) con la curva correspondiente al po-
tencial de Debye-Hlickel de la ecuacidn (III.22). En la Fig.
IIT1.3 se aclara esta definicién.

Para encontrar la densidad de carga equivalente se reali-
zan las mismas operaciones que lleva:on 8 las ecuaciones
(IIT.23) y (I11.24) pero correspondientes a superficies ci-
lindricas con radio arbitrario x en lugar de xo. Se llega a
la siguiente expresién para la densidad lineal numérica de
carga equivalente
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Ve = [€1KT/(2e2)]{yo¢PH) /Ka(xa)]1lim[xK1(x)] (I11.27)

x40

El limite en la ecuacidn (III1.27) vale 1. Ademas se define
el factor de correccidén ¥(Xo,Yo) =yo/yo<(DH)> que elimina 1a
restriccién de validez para potenciales pequehios. Este se
encuentra resolviendo numéricamente 1la ecuacion (III.20).

\10.1_¢ Xotr——s

Figura III.3

Procediendo de esta manera se llega a la siguiente expresién
para la densidad numérica lineal de carga equivalente

Ve = {EKT/[2e2¥(X0,V0)]1}[Vo/Ko(Xa)] (II1.28)

STIGTER <37> tabula los factores de correccién @(xo,yo)
Yy ¥(x0,¥0).

Empleando las ecuaciones (II1.22) y (III.27) el potencial
lejos del macroion, donde y<<1, puede escribirse

VY= (2Vee/E1)Ko( K1) (111.29)

Mientras que el campo eléctrico resulta
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E=-MNOr = (2Vee/E1)KK1(XK r) (I11.30)

IIT.4. Condensacién _de contraiones.

G. S. MANNING<38> elaboré una teoria que analiza 1a
interaccién entre pequefios iones con macroiones cilindriqos.
De acuerdo con esta teoria , los contraiones se "condensan”
alrededor del polielectrolito cilindrico hasta que la suma
de sus cargas originales mas las de los iones condensados
cae a un valor caracteristico dependiente de la valencia de
los contraiones, de la constante dielectrica del solvente y
de 1la temperatura del sistema. La demostracién de 1la
condensacién de contraiones estd basada en un andlisis de 'la
interaccién entre wun cilindros cargados y iones pequeTos
segin la teoria de la mecénica estadistica para soluciones
i6énicas de Mayer. Este andlisis muestra la divergencia de 1la
energia 1libre cuando 1la densidad de carga lineal del
macroion es mayor que un valor critico y cuando 1la
concentracién de cilindros tiende 8 cero. Se define 1a
densidad de carga adimensional Q=(e2/£1KT)(N/L) donde (N/L)
es el nimero de cargas por unidad de longitud del macroion.
El valor critico de Q resulta ser Qerat.=|z|-1 donde z es la
valencia de los contraiones. Para z=1 el valor critico de la
densidad lineal de cargs real correspondiente es
e(N/L)er1t.=6,6x10-2 esu/cm. Si el pardmetro Q es mayor que
la unidad, vy solo estan presentes contraiones univalentes,
entonces esos contraiones se condensan en la linea cargada
hasta que el valor neto de Q@ sea igual a 1.

Un concepto fundamental de la teoria de condensacién es
que después de ocurrida la misma, esto es, cuando Q=Qcrit.,
toda interaccién entre los iones sin condensar y la entidad
compuesta por el cilindro mas los iones condensados puede
tratarse mediante la aproximacién de Debye-Hilckel. h

En un trabajo posterior <40> MANNING cuantifica el volu-
men de 1la solucién dentro del cual estan localizados los
contraiones condensados. Supone que los contraiones conden-
sados ocupan una capa cilindrica libre de coiones de volumen
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Ve rodeando al polion. Aunque los contraiones condensados
estan atrapados radialmente, se los considera libre de tras-
ladarse sobre 1a superficie del macroion, es decir se los
considera territorialmente ligados. La carga del macroion se
reemplaza por una linea de cargas discretas igualmente espa-
ciadas. Para el caso de macroiones de ADN los contraiones
ligados (1-Q-1=0,76 por grupo fosfato) ocupan una regién que
se extiende radialmente desde 1a superficie de la moléculs
(radioleK) hasta una distancia de 7 K-

III.5. QalgnlguagngximndQ“Hdgmla"wdisxxibngiﬁnwdQwigngs
alrededor de macroiones cilindricos en solucién.

-Sin exceso de sal:

La distribucién de los iones alrededor de los macroiones
de una solucién, es determinada en forma aproximada por
F.OOSAWA <41> empleando un modelo de "dos fases" que se ex-
plica a continuacion.

En 1la figura II1.4, r es la distancia al eje del cilin-
dro, r=R es la periferia del subvolumen de cada macroion de-
finido en la seccidn II1.3 y r=b determina la superficie ci-
lindrica de separacién entre "dos fases", 1la fase de con-
traiones ligados (pero méviles) al macroion (regidén a<r<b) y
la fase de contraiones libres (regién b<r«<R).

La distribucién de equilibrio entre los iones libres y
ligados se expresa, de la siguiente manera:

Ne/v = {(N-Nm)/[(V/M)-v]}exp(-e&V¥/KT) (II1.31)

donde el significado de cada simbolo es el siguiente:

M : nimero de macroiones de la solucién.

V : volumen de la solucién.

Ns: nimero de contraiones ligados al macroion

v : volumen aparente del macroion (cilindro de longitud L y
radio b).

éﬂ'z Yi- Yo es 1a diferencia de potencial promedio entre 1lsa
region interna (con potencial Wi) y la regién externa (con
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potencial Wﬂ). Esta diferencia de potencial pronedio,&qj, es
una funcién de (N-Ns) y del tamafio y forma del macroion.

Para el modelo cilindrico se expresa aproximadamente me-
diante la siguiente relacién:

oY= -[2e(N-NB)/€1L] 1n(R/b) (III.32)

Reemplazando la ecuacién (III.32) en 1la ecuacién (III1.31)
vy definiendo la fraccién de volumen de contraiones ligados
f=Mv/V y el grado de disociach&1§=(H-Ns)/N, la ecuacién que
determina el equilibrio entre iones libres y ligados re-
sulta:

In[(1-§)/¥ 1 = In[£/(1-£)1+E Qln(1/f) (II1.33)
PERIPERIA DEL VOLUMEN APARENTE
pEL rAcRoion cil/NbRico
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Figura III.4
donde Q=(e2/£1KT)(N/L).

-Con exceso de sal: -

)

8i J es el nimero total de moléculas de sal en la solu-
cién y se supone Jv/NV = j << 1 (pequefia concentracién sa-
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lina), la ecuacién de equilibrio ionico (I1I.33) se trans-
forma de la siguiente manera

1n[(1—§)/(§+j/f)] = 1n[f/(1-£)] +§ Qln(1/f) (III.34)

O0SAWA<42> fye capaz de predecir el fendémeno de condensa-
cién de contraiones empleando el modelo en dos fases para
describir la distribucién de contraiones y encontré el mismo
valor critico para el pardmetro Q, que 1la teoria,ﬂmés
rigurosa de MANNING (seccién IIT1.4). E1 requerimiénto
matemédtico para 1la condensacién de contraiones establecido
por el modelo de dos fases es que la concentracidén de
macroiones sea nula. Sin embargo tambien a la luz de este
modelo se prueba que 1la condensacién de contraiones es
numéricamente insensible de 1s concentracién especialmente
para concentracién de volumen menores que 0, 1<e2>
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Iv FOLARIZABILIDAD ELECTRICA DE UN POLIELECTROLITO.

IV.1. Caracteristicas generales:

Aqui se presenta la formulacién de F.O0SAWA <42>, exten-
dida a tres dimensiones para calcular 1la polarizabilidad
eléctrica de un polielectrolito.

En el equilibrio los contraiones de un macroion se dis-
tribuyen de tal manera que el sistema en conjunto no posee
momento dipolar eléctrico. En cambio si se le aplica al po-
lielectrolito un campo eléctrico la distribucién de los con-
traiones se corre respecto de su cadena cargada y asparece en
él un momento dipolar.

El valor medio de las componentes del momento dipolar
eléctrico del sistema "macroion-contraiones” en un campo
eléctrico se expresa de la siguiente manera:

gp “rexp(-F(p’ )/KT+p"1Ea1/KT)dp "1
P> = e el (IV.1)
S exp(-F(p")/KT+p " 1E1/KT)dp "1
- OO0

donde el indice i corresponde a las coordenadas X,y 0 z2;
F(p') es 1la energia libre del sistema en un estado con
momento dipolar p’, que tiene un minimo F(0) para p'=0. La
probabilidad de un estado con momento dipolar p° es
proporcional a e~F(p " O>/KT | gyin en ausencia de campo
eléctrico. Usando 1a ecuacién (IV.1) se pueden obtener las
componentes principales del tensor polarlzabilidad eléctri-

ca 823:

B11=(d<}l'1>/dE1)21=0=(1/KT)<P'12>31=o-(1/KT)(<P'1>21=o)2
(1Iv.2)

H
Para E=0, <p 4>E1=0 y los términos principales de (B resul-
tan:

o(E11=(1/KT)<p " 12>m41=0 - (IV.3)
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donde <P 12>E1=0 es el promedio del cuadrado de la componen-
te i del momento dipolar originado por las fluctuaciones

térmicas de carga en el sistema (fluctuaciones de 1a
concentracidon de contraiones).

Iv.2. Eglﬁnizahilidadﬁgléginica_damunmmagxaiguwtipguxaxi—
lla.

F.OOSAWA <43> considera un macroion tipo varilla con unsa
densidad lineal de cargas fijas uniforme N/L. Los con-
traiones ligados’ tambien estan distribuidos en promedio con
una concentracidén uniforme VB=NB/L a lo largo de la varilla.

Cuando en el intervalo x-x+dx la concentracién se desvia
del promedio una cantidad SVa(x) aparece en la varilla un
momento dipolar eléctrico dado por la expresidén siguiente:

+L/2
Moo= eg x &Va(x)dx (IV.4)
-L/2 7

v la polarizabilidad eléctrics se expresa segun la ec.(IV.3)
de la siguiente manera:

+L/2 +L/2

x=<p 2> /KT=(e2/KT) S ; xx'<8Va(x)8Va(x')>dxdx' (IV.5)
~L/2 -L/2

Los valores medios que figuran en la integral de la ecua-
eién (IV.5) se calculan conociendo la probabilidad de que
ocurra una fluctuacién &e(x). Esta probabilidad es propor-
cional a exp(—gF/KT), donde SF es el exceso de energia libre
debida a la fluctuacién de carga en todo el sistema (44> que
se expresa: F= SU—TSS donde SU y 85 son les excesos de
energia interna y entropia respectivamente, T es la tempera-
tura absoluta, constante en el sistema, y K es la constante
de Boltzmann.
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Tés = —(KT/Z)(L/YB)Zcmz (IV.10)

m

Mientras que el desarrollo en serie de Fourier de 8U se ob-
tiene reemplazando 1a ec.(IV.8) en la ec.(IV.7). Suponiendo
que la longitud L de la varilla es mucho mayor que el rango
efectivo de 1a interaccién‘f([x—x'l) Yy cambiando las varia-
bles x y x” por x y r=x’"-x, resulta:

+L/2
SU = (1/2)2éCmcm'Sexp[i(Z'n'/L)(uHm')x]dx(L‘Pm-/Z) (Iv.11)
m m- ~L/2

donde el coeficiente de Fourier WYm- vale:

+L

fu- = (1/L)§ exp[-i(2mm /L)rI¥( |r|)dr =
-L
L
=(2/L)g cos(2m r/LYY(|r| )dr (1V.12)
Q

Esta integral sobre r es independiente de 1la localizacién de
dx, excepto cuando estd en una regién de extensién despre-
ciable de los extremos de 1la varilla. Con estas
consideraciones se llega a la siguiente expresién para Su:

Su = (L/z)zéc..z Vm (IV.13)

El exceso de energia libre SF = Su-T8s resulta:

SF = (KT/2)2cnz[(‘P../ZKT)+1/Na]L2 (IV.14)
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La teoria de las fluctuaciones termodinédmicas da el si-

guiente resultado para el valor medio del producto
cmcm'(43,44):

<emem-> = {L2[(Yu/2KT)+1/N813}-18(m+m’) (1V.15)

Reemplazando el desarrollo en serie de Fourier para &Va(x)
de la ec.(IV.8) en la ec.(IV.5) se obtiene la siguiente ex-
presion para la polarizabilidad eléctrica:

X 2 = —(eLz/ZT\')Z(l/KT)éé[(—1)D+“'<cncn'>/mm’] (Iv.16)

Sustituyendo en la ec.(IV.16) los valores medios de los

productos cmtm°- dados en 1la ec.(IV.15), la polarizabilidad
eléctrica resulta:

X x =£2 {(eL/2m)2(Na/KT)[1+(Ne ¥Yn/2KT)]-2(1/m2)} (IV.17)

m

La expresién entre llaves representa la contribucién a la
polarizabilidad eléctrica total,de la fluctuacién de carga
de modo m, (X x)m. Para el caso de varillas suficientemente
largas, \Pm es independiente de m, para pequenos valores de
este indice y puede ponerse:

L

Yo = (2/L)§ W(rydr = Y (1V.18)

o

F.O0SAWA <43.42)> obtiene el valor de \P , calculando la
energia para construir la atmosfera de contraiones del ma-
croion. Empleando el modelo de "dos fases” (ver secciodn
I11.5.) para describir - 1la distribucién de contraiones,
resulta la siguiente expresién:
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Y= (4e2/£1L)1n(R/b) (IV.19)

La férmula final para ™, se obtiene reemplazando en 1la
gg;(IV.17) el valor de dado por la ec.(IV.19) y 1la suma:
;é;(l/m2)=1T2/3, resultando:

O x = (e:zL’-’Na/lZKT)[1+(2NB¢32/&'-_‘115(TL)ln(R/b)]‘1 (IV.20)

Iv.3. C.&J.g.uln.-gl.tm:na..tixLdg._.1,a.._pmar.izahil.id.acL.g.l.éc.tx.Lc.a
de _un macroion tipo_varilla:

Aqui se presenta el célculo desarrollado en la seccion
(IV.2), adaptado para su posterior aplicacién en la Parte
Cuarta: "Cédlculos y Discusién".

la.-Se calculan los valores medios <§Va(x)é¥a(x')> expre-
sdsandolos en funcién de los valores medios <cmem->
empleando la ecuacién (Iv.8):

<6VB(X)SVB(X’ » =2é <emCm->exp[i(2Tm/L)x]Jexp[i(2™m /L)x"]
mom-
(Iv.21)
Reemplazamdo los valores medios <cmcm-> dados en la ecuacion
(IV.15) vy calculando las sumas sobre m, sustituyéndolas por
integrales sobre dm, se obtiene:

<393(x)éYB(x')> = (Ne/L)[1+ (WNB/ZKT)]'ls(x—x') (IvV.22)

29, -Sustituyendo la ecuacién (IV.22) en la ecuacién (IV.5) y
calculando la integral, se obtiene el mismo resultado para
®x que la ecuacién (IV.20). Si no se tiene en cuenta la
interaccién entre los contraiones, las expresiones para o x
y

<8Vs(x)8va(x')> se obtienen suprimiendo el factor
[1+(YNe/2KT)]1-1 en las ecuaciones (IV.20) y (IV.22) respec-
tivamente. E1l valor de ™ x que resulta es el siguiente:
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™ = (e2NelL2)/12KT (1IV.23)

que coincide con el calculado por MANDEL <458)>,

IV.4. Tiempo. de_crecimiento del momento dipolar inducido
por. un.campo_eléctrico.en un macroion lineal.

El tiempo de crecimiento del momento dipolar inducido por
un campo eléctrico es estimado por Mandel <45>_  Este autor
calcula el tiempo necesario para que los Nm contraiones,
ligados al macroion,‘se desplacen una distancia media <Ax> y
originen el mismo momento dipolar que el inducido por el
campo eléctrico E. Procediendo de esta manera, el momento
dipolar inducido se expresa:

p° = NeZe<Ax> =X xE (1V.24)

"donde Z es la valencia de 1los contraiones.Si se emplea 1la

expresién para ™ x dada por la ecuacion (IV.23) el desplaza-
miento medio <Ax> resulta:

<Ax> = (ZeL2/12KT)E (1Iv.25)

Ademds, la velocidad media de los contraiones se escribe:

<v> = (D/KT)ZeE (IVv.26)
donde D es el coeficiente de difusién de traslacién de los

contraiones a 1lo largo del valle de potencial cilidrico del

macroion.

El tiempo necesario
eléctrico es ta=<Ax>/<v>,
<v> dados por 1las

mente se obtiene:

para establecer el momento dipolar
Reemplazando los valores de <aAx> y
ecuaciones (IV.258) y (IV.26) respectiva-

ts = L2/12D (IV.27)
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F O0SAWA<43.42)> tjiene en cuenta que el desplazamiento de
los contraiones ligados no es uniforme, sino que se realiza
al azar y en distintos rangos a lo 1largo del macroion.
Plantea 1a ecuacién de difusién para 1a fluctuacién de
concentracién EYs(x,t) de la siguiente manera:

Zéévg(x, £)/3t=(/dx) [KTONa(x, t ) /dx+

+L/2
+(NB/L)(b/éx)S cSVs<x',t)‘f’(|x~x'| ydx "] (IV.28)
-L/2

donde ; es la constante de friccién de traslacién de los
contraiones, y LP([x-x’l) es la energia de interaccicn entre
los contraiones en X ¥ X' ya mencionada en la seccién 1V.2.
Desarrollando éVa(x,t) en .la serie de Fourier siguiente:

&a(x.t) =2c,..(t)exp[i(2nm/1,>x] (IV.29)
m
donde:
+L/2
em(t) = (1/L)( cSVa(x,t)exp[—i(an/L)x]dx (IV.30)
~L/2

Reemplazando el desarrollo dado en la ecuacién (IV.29) en
la ecuacion (IV.28), haciendo el cambio de variables (x,x")»
(x,r=x"=-x), multiplicando ambos miembros de 1g expresién re-
sultante por exp[i(ZNm‘/L)x] e integrando respecto de la va-
riable x entre -L/2 y +L/2, resulta 1la siguiente ecuacién
para las componentes de Fourier cm(t):

Qem(t)/ At = -(KT/;)(2rrm/L)2[1+(Na‘Pm/2KT)]c:n(t) (IV.31)

donde Ym es la transformada de Fourier de Y(|r|) ya definida
en la seccién IV.2. La ecuacién (IV.31) implica que el
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tiempo de relajacién de 1la fluctuacidn de concentracién de
modo m es:

(ta)m = (;/KT)(L/ZWE)Z[1+(N3?m/2KT)]'1 (1V.32)

Como vimos arribsa el coeficiente ¥u Se expresa aproximada-
mente mediante el valor constante ¢ dado en 1la ecuacioén
(IV.19). E1 tiempo de relajacién mayor es el correspondiente
a m=1l que resulta ser:

(ta)z = (1/D)(L/2ﬂ)2[1+(NaW/2KT)]—1 (IV.33)

Aqui se emples 1a relacién de Einstein entre los coeficien-
tes de friccién v de difusién de traslacién:

g/x'r = 1/D (IV.34)

Como se desprende de 1a ecuacidén (IV.17), 1la contribucién
a la polarizabilidad eléctrica de la fluctuacién de modo m=1
es el 61% del total.
Se observa que 1la consideracién de la interaccién entre
los contraiones, hace disminuir el tiempo de relajaciodn del
momento dipolar inducido en un factor [1+(Ne¥/2KT)]-1.
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V. POLARIZABILIDAD_QOPTICA.
V.1. Caract eristicas generales.

La polarizabilidad dptica de un dtomo, lejos de su fre-
cuencia caracteristica VYeb se expresa, seguin la teoria
cudntica, de la siguiente manera<48);

o’ = [2/(3h)]22 (Yab Rab 2)/(Yanz- Y2) (V. 1)

b

Rab es el momento dipolar asociado con 1sa transicidén entre
los estados a y b, es decir:

]

Rab=e<Ya|rith> (V.2)

donde Wa y W& son las funciones de onda de los estados ay
b v Ea vy Eb las energias correspondientes.

Y Yoa=(Ea-Eb)/h es 1la frecuencia caracteristica del sistemsa
vy b la constante de Planck. La magnitud | Reb| se denomina
momento de transicién o intensidad dipolar de la transicién.

V.2. Polarizabilidad éptica del ADN.

En el ADN la polarizabilidad 6ptica en la regién visible
del espectro se origina en las transiciones de 1a regién
ultravioleta ocurridas en las bases heterociclica piricas y
pirimidicas. Estas transiciones son las n-31* y T - TI* que
producen momentos de transicidn perpendiculares y paralelos
a los anillos heterociclicos respectivamente. E1 valor
absoluto del momento de transicidn correspondiente a 1la
transicién TT-T* es mucho mayor que el de la transicion

n-Ti* <30 y 47>

Peliculas orientadas de ADN o soluciones de ADN orienta-
das en un campo eléctrico presentan una birrefringencia ne-
gativa. Esta se origina  predominantemente en las
transiciones T -TI* de 1las bases puricas Yy pirimidicas. La
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transicidn que produce el maximo de absorcién a los 260 nm
no es la principal responsable para este efecto sino otras
transiciones de mayor intensidad ubicadas debajo de los 200
nm <48)>

La polarizabilidad 6ptica total de 1a molécula de ADN
suele considerarse compuesta por 1la suma de las contri-
buciones de los pares de bases heterociclicas.

M.F.MAESTRE y R.KILKSON <48> calculan la birrefringencia
del ADN enrrollado en superhélicoide (el doble hélicoide del
ADN se dispone en el espacio formando otro helicoide).
Consideran en su an&lisis las polarizabilidades 6pticas
paralela ((xjy) Yy perpendicular (0(1 ) de cada par de bases.
Definen una densidad de pares de bases y una densidad de
polarizabilidad éptica con el fin de integrar (sumar) sobre
todo el volumen que ocupa la estructura supramolécular con-
siderada. Los calculos asi resalizados se aplican a dos
sistemas biolégicos con el ADN dispuesto en forma de
superhelicoide. Los resultados estdn de acuerdo con 1las
mediciones experimentales.

Una molécula completamente extendida de ADN, posee un
tensor polarizabilidad 6ptica que se expresarsa mediante los
términos principales de 1a siguiente manera:

AK°11, (P22 = X°11 y Oloa3 (V.3)

donde se supone que eje de simetria de 1la molécula coincide
con el eje 3 de un sistema cartesiano ortogonal (1,2,3).
Estos términos pueden determinarse mediante medicighes
separadas de 1la birrefringencia de saturacién, Ans,de 1a
solucioén con las moléculas completamente orientadas y de 1la
diferencia de indices de refraccioén, Sn, entre la solucion y
el solvente para una solucién sin orientacidn preferencial
de sus moléculas 47>,

v.3. Rﬂm.iﬁm.snhm-laiinmﬂin&engia_d&&turaciﬁn&lg
polarizabilidad dptica.
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Los términos principales del tensor polarizabilidad

eléctrica para macroiones cilindricos como son los de ADN
verifican las siguientes relaciones:

X Eaa >{B11 =(LEgzgp (V.4)

Teniendo en cuenta ademds 1a simetria cilindrica de 1la
polarizabilidad éptica (relaciones V.3), la ecuacioén (I.28)
que relaciona Ans con los términos (°11, puede expresarse de
la siguiente manera:

Ane = (2Mc1/n)(oeas- ®o11) (V.5)

donde ci1 es el nimero de moléculas por unidad de volumen y n
es el indice de refraccién de la solucién sin orientar.

La birrefringencia Ans se escribe tambien en funcién de
la fraccién de volumen del soluto, f, y del volumen
molecular v:

Ane = (2Wf/n)[(*e33- X°11)/v] (v.8)

Para soluciones diluidas f puede reemplazarse por cov
donde ¢ es la concentracién del soluto Yy V es el volumen es-
pecifico parcial.

V.4. Diferencia entre los indices de refraccion de la
solucidén y del solvente.

La relacidén entre el indice de refraccién y la polariza-
bilidad 6ptica se obtiene empleando la ecuacién (I.14) n2=¢g
vdlida para frecuencias 6pticas en sustancias trasparentes
y 1la relacién entre la constante dieléctrica y 1la
polarizabilidad éptica (ec.(I1.18)) que se escribe de 1la
siguiente manera para el caso particular de soluciones con
moléculas sin orientacién preferencial:

E = Er+4mc1[(e3a+2 Xo11)/3] (v.7)
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donde &1 es 1la constante dielédctrica del solvente.La
expresién para 1la diferencia 6n:n-n1 entre los indices de

refraceién de 1la solucién, n, y del solvente, ni, resulta:
$n = (2me1/n1)[(Meast20011) /3] (V.8)

donde se empled 1la aproximacién n+ni=2ni, valida para solu-
ciones diluidas.

Aqui 1las polarizabilidades 6pticas de las particulas en
solucién se consideran como incrementos de las polarizabili-
dades del soluto con respecto a las del solvente (¥soluto-

o molvente).
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V1. INTERACCION ENTRE_COLOIDES Y MACROIONES EN_SOLUCION.

VI.1. Energia libre de una particul a_cargada_epn_solucion
salina.

La energia libre de una particula con cargas fijas
sumergida en una solucidn ionica esta dada por 1la siguiente
expresion<42):

F =Ue - TS (VI.1)

donde Ue es 1la energia interna eléctrica de 1la particula y
los iones que 1s neutralizan, S es 1la entropia de la
distribucién de esos iones v T la temperatura absoluta del
sistema.

La energia interna Ue se escribe mediante la siguiente
integral en el volumen del sistema:

Ue = (1/2) g( Cr + Gm) dv (VI.2)

vy la entropia S vale:
-TS = KT S[c+ In(e+)+e- 1n(e-)1dv (VI.3)

donde ?r es la densidad de cargas fijas en la particula, Pm
la densidad de carga ionica dada por la ecuacién (II1.2) y
C+ ¥ c- son las concentraciones numéricas de cationes vy
aniones respectivamente (ecuaciones (III.3) vy (II1.4)).

Este método de obtener la energia libre se compone de los
siguientes procesos: o
12 Se llevan los iones a la distribucién final.

22 Se cargan los iones y 1la particula manteniendo fija 1a
distribucién.

Otro procedimiento para hallar 1la energia libre, cuya
equivalencia con el anterior se demuestra en la ref.(42),
emplea la expresién siguiente:
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F = Fo + Fe (VI.4)

donde Fo es 1a energia libre standard de una solucién de io-
nes sin carga y Fe vale:

Fo = 28 Ua(de/e) (VIS)
o

En este dltimo método se considera primero una solucion
ideal de iones que posteriormente se cargan conjuntamente
con el macroion. Lsg distribucién de los iones se cambia du-
rante el proceso de carga.

V1.2 Eugxgiamlibxgwgaxamunwsis;gmamdgmdgsmglanaswgangadas
paralélas. sumergidas en una solucioén_salina.

La energia libre para este sistema se calcula empleando
la ecuacién (VI.5) con las relaciones entre ‘V, fm y d dadsas
en la seccién III.2 <35> Se 1llega al siguiente resultado
para la energia libre de 1 cm2 de placas para 1la region
comprendida entre 0 y d:

F = -(20°KT/K){(Kd/Z)(Seu—Z—e‘u)+2[Zcosh(z)—2cosh(u)]1/2+
z

+ZS {(e“y—e“)/[ZCOSh(Y)—ZCOSh(u)]1/2}dy (V1.6)
u

Cuando 1la distancia entre las placas es infinitamente
grande la energis libre F se escribe:

Fo= ~(2coKT/X){4cosh(z/2)-4} (VI.7)
V1.3 Euaxza»demnaQulsiﬁnmgnﬁxgmdgsmglagns“gaxgadas.

La fuerza p por cm2 entre dos placas cargadas sumergidas
en una solucién de electrolito se calcula derivando, respec-
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to de la distancia d, la energia libre F dada en la ecuacién
(VI.6):

p = -(JF/dd)e (VI.8)

Se obtiene para p la siguiente expresién:
p = 2coKTf{cosh(u)-1] (V1.9)

A este mismo resultado se llega <35> calculando 1a
presidén osmotica del exceso de iones presentes entre las
placas. E1 incremento de 1la concentracidn de iones en el
plano central (x=d) es: 2co[cosh(u)-1] y aplicando la ecua-
cién de van't Hoff para la presién osmética se obtiene 1la
ecuacion (VI.9).

El potencial repulsivo por cm2 gque equivale al trabajo
necesario para llevar a 1las placas desde el infinito a la

distancia 2d se expresa de la siguiente manera:
VR = 2(F - Fy) = —28 pdx (VI&10)

Si la interaccidén entre las placas es débil (u<l) el po-
tencial eléctrico para x=d puede obtenerse en primers
aproximacioén como 1la suma de 1los potenciales eléctricos
debidos a 1las dos placas sin interaccidn entre ellas. Es
decir:

u = 2y(d) (VI.11)

Ademas puede emplearse para y(d) la expresidén aproximada
dada en la ecuacion (II1I1.15), y se obtiene:

u = BW%xp(Jg) = 8Vexp(-Kd) (VI.12)

con V=[exp(z/2)-11/[exp(z/2)+1].
Con estas aproximaciones el potencial de la fuerza de re-
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pulsioén se escribe:

Vr = (B4coKT/X)U2exp(-2Kd) (V1.13)

VI.4. Fuerza de repulsidn entre cilindros cargados.

G.F.ELLIOTT <50)> realiza un cdlculo aproximado de la
energia de repulsidén de dos cilindros cargados paralelos y
sumergidos en una solucidn de electrolito. Supone las super-
ficies cilindricas enfrentadas seccionadas en pequenhas pla-
cas paralelas.

Figura VI.1

La Fig. VI.1 muestra un corte transversal de los dos
cilindros; A y B son dos pequefios incrementos de la coorde-
nada y=asen® que representa pequefias placas paralelas a una
distancia AB=(X-2acosf ). Si Vm es 1la energia potencial
repulsiva por unidad de area entre dos placas cargadas
paralelas sumergidas en una solucién de electrolito, el
diferencial de energia libre correspondiente a los
incrementos A y B resulta:

dVr = LVracosfd® (Vin14)
Se emplea para Vr 1la ecuacidén (VI.13) véadlida para interac-

ciones débiles (u<l). Se integra la ecuacidén (VI.14) para
las superficies cilindricas enfrentadas ( entre -Ti/2 y +T1/2)
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y resulta para 1la energia de repulsién por unidad de

longitud de los dos cilindros la siguiente expresion:
Ve = (16E1K2T212a/Tte?)exp(-KX).J" (VI.15)

donde UV~ viene dada por la ecuacién (III.15) y J° es la inte-
gral:
/2
J = g exp(2¥Xa cos®)cosede (VI.16)
o]
que se resuelve numéricamente.

La fuerza de repulsién por unidad de longitud entre los

dos cilindros se calcula de la siguiente manera:
(dVr/dX) = -(16E1/TM)(KTXKV /e)2exp(-KX).J"~ (V.17

BRENNER Y PARSEGIAN <51> gnalizaron 1la interacgién
coulombiana entre macroiones cilindricos en solucién cdn un
electrolito. Suponen que la interaccidén se realiza por la
superposicién de 1las curvas potencial distancia de cadsa
varilla en las regiones donde eW <KT. Procediendo de esta
forma el potencial eléctrico de 1las varillas se pueden
determinar empleando 1la definicién de densidad equivalente
de carga introducida en 1la seccién III.3. La energia de
interaccidn electrostédtica por unidad de longitud de dos
varillas cargadas paralelas (de longitud infinita y radio a)
en un medio ionico y separadas una distancia X, se calcula
como el producto de la densidad lineal de carga equivalente
de una de ellas por el potencial que sobre la misma ejerce
la otra varilla. Emplendo el potencial de un macroion
cilindrico dado en 1la ecuacién (I111.29) se obtiene 1la

siguiente expresién para la energia
W (X)) = 2(e2VYe2/€1)Ka( X X) (v1.18)

La fuerza electrostdtica por unidad de longitud entre las
dos varillas es el producto del campo eléctrico de una de
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Inss varilln a 1s distancia X por 1a densidad lineal de carga
equivalente. E1 campo eléctrico se obtiene de la ecuacién
(III1.30) y la fuerza vale

£y (X) = 2(e2Ve2/E£1)K1(KX) (VI.19)

Esta aproximacidn es valida si el potencial en alguna super-
ficie entre 1las varillas es la suma de los potenciales sin
perturbar de cada una de las varillas y esto se cumple
cuando la distancia X-2a es mayor que 1/X , que es la longi-
tud de Debye del medio <¢52>,

F. OOSAWA(53.42> cglcula 1la fuerza repulsiva entre
macroiones, tipo varilla, paralelos en una solucidén en
funcién de 1la densidad de carga de las varillas. El1 modelo
propuesto por OOSAWA consiste de m varillas de radio a en la
regién central del volumen libre de radio R, formando un
agregado cilindrico de didmetro X<<R. Supone gue el numero
de varillas es grande con el fin de poder considerar dos
fases; 1la fase del agregado y la fase externa. La mayoria de
los contraiones estan condensados entre las varillas y casi
neutralizan al conjunto. Empleando 1la ecuacion de Poisson-
Boltzmann demuestra que la energia libre del sistema es
funcidén solamente de las coordenadas relativas R/a y X/a.
Aprovechando esta caracteristica, sin conocer la expresiodn
exacta de 1la energia libre, encuentra una expresioén para la
fuerza extensiva del agregado, 0 F/dX, que se compone de dos
términos. Uno de ellos representa la fuerza auto extensiva
de m varillas cargadas que cuya expresién encuentra emplendo
el modelo de dos fases para determinar 1la distribuciodn de
contraiones (seccidén III.5.) vy el otro posee como udnica
incognita la concentracién c¢(R) de contraiones en 1la
periferia del volumen libre del agregado para la cual emplea
(para X<<R) el valor de la concentracién correspondiente a
una varilla con una densidad de carga mQ colocada en el
centro del volumen libre.

Finalmente 1la fuerza extensiva 3F/0X del conjunto de m
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varillas, cada una con N cargas, que forma un agregado
cilindrico de 1longitud L y didmetro X (X<<L) en sausencia de
sal esta dada por

X(JF/3X) = -Nm(m-1)QKT para 0<Q<1/(mz) (VI.20)
= -Nm(2/2-Q-1/mz2Q)KT para 1/mz<Q<1/z (VI.21)
= -Nm[(m-1)/mz2Q]KT para 1/2z<Q (VI.22)

donde Q=[e2/(E1KT)J(N/L) v z la valencia de los contraiones.
La fuerza de repulsién entre dos varilla se encuentre
poniendo m=2Z en las expresiones (VI.Z20), (VI.21) y (VI.22).

VI.5. Fuerzas.de atraccion.de van.der Waals.

Una de 1las fuerzas atractivas consideradas en sistemas
coloidales es la de van der Waals. La energia de interaccién
mutua entre dos dtomos iguales separados por una distancia r

esta dada por la expresidn siguiente:

Va = N'r-8 (VI.23)
donde X\° es una constante que depende de las propiedades de
los atomos (o moléculas) en consideracion.

El potencial atractivo entre dos particulas se puede cal-
cular mediante la suma de los potenciales atractivos de
todos 1los pares atdémicos formados por dos atomos
pertenecientes a diferentes particulas. Se introduce 1la
magnitud A = T2 q2)\" donde g es el nmimero de 4tomos por cm?
de la sustancia que forma las particulas. La integraciédn
para el sistema de dos placas planas paralelas de espesor 6'
y colocadas & una distancia 2d (entre superficies 1in-
teriores), lleva al siguiente résultado para el potencial

atractivo por unidad de Area <35>,
Va = -(A/48W){1/d2+1/(d+§ )2-2/[d+( & /2)]12} (VI.24)

que puede escribirse aproximadamente:
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Va = -(A&§2/321)(1/d4) para d>3%’ (V1.25)
Va = -(A/48W)(1/d2-7/§2) para d<§' vy (VI.26)
Va = -A/(48md2) para dd<§’ (VI.27)

G.F.Elliott <50> calcula 1la energia de¢ interaccion de
Van der Waals para dos cilindros de radio a colocados con
sus ejes papalelos a una distancia X entre Qllos. Encuentra
primero 1la energia de interacciodn ent*e un cilindro
infinitamente largo y un solo dtomoc =a unaidistanoia R del
eje del cilindro (Fig. VI.2).

Figura VI.2
La integracidn sobre las variables 2z vy ¢ , donde =z
coincide con el eje del cilindro, 1lleva a 1la siguiente

expresién para esa energia de interacciédn:

R-a
Up = (3/4)(A/ 1TQ) ;(1/r4) cos~1[(R2+r2-a2)/2Rr] dr (VI.28)
R+a

Luego se considera al otro cilindro, de longitud uniad,
a una distancia X (Fig. VI.2). Se integra sobre las
variables ?' v Ry se multiplica por 6 para tener en cuenta
gque un cilindro (de 1longitud unidad) interacciona con seis
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vecinos en un empaquetado hexagonal. Esto conduce a 1a
siguiente expresion para la energia de interaccién de un

cilindro de longitud unidad con sus seis vecinos:

X+a R+a
Fv = -(8A/m™ ( f (R/r4)cos-1{(X2+R2-a2)/2XR] (VI.29)
R=X-a r=R-a
cos~1[(R2+r2-32)/2Rr)drdR.

Esta integral fue resuelta numéricamente en 1a ref.(50) para
cilindros de 1003 de radio y con la constante A=10-12erg.

La fuerza atractiva de van der Waals del sistema con 7
cilindros en un empaquetado hexagonal, se encuentra cal-
culando numéricamente 1la derivada (dFv/dX).

S5i los cilindros son tan delgados que su masa se la puede
considerar concentrada en una linea, la energia de intersc-

cidén mutua por unidad de longitud de un cilindro con sus B
vecinos es<50>:

(2,25Ama4)(1/X5) (V1.30)

fluctuacidnes de carga _en los macroiones

J. G. RIRKWOOD y J. B. SHUMAKER <54> calculan la fueza de
interaccidén electrostitica entre dos proteinas cuando estan
en su punto iscidénico. Consideran dos moléculas de proteina
en una solucidén acuosa, con sus centros de masa separados
una distancia R. suponen que la molécula 1 tiene ni grupos
cargados de carga intrinseca e1¢1> y 1la molécula 2 con nz
grupos cargados de carga intrinseca ex<2>, Definen las
variables de ocupacién protdénica x1<1> y xwk¢2> que valen 1
cuando el grupo bdsico estd ocupado por un proton y cero
cuando estd desocupado. Para configuraciones proténicas

especificadas las cargas de los grupos valen:

(1) = e1€¢1) + exsC(1lD
qi 1
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Ar2> = eri2d + exr(2? (VI.31)

La energia de interaccidon electrostatica entre las dos
moléculas para una determinada orientacién y configuraciodn

proténica de las mismas la escriben de la siguiente manera

ni nk

V=2 2_ q1<1)ak<¢2>/£1R1L€12) (V1.32)

i=1 k=1

donde &1 es la constante dieléctrica del solvente y Riw<¢12)
es la distancia entre el grupo i de la molécula 1 y el grupo
k de la molécula 2. En la ec. (VI.32) no tienen en cuenta el
apantallamiento del électrolito que lo introducen
posteriormente para el caso particular de moléculas
esféricas.

El potencial W(R) de la fuerza promedio entre las dos
moléculas lo relacionan al potencial V de la fuerza para
orientacidnes y configuracién proténicas fijadas con la
siguiente definicién

exp[-W(R)/(KT)] = <exp[-V/(KT)]> (V1.33)
para V/(KT)<<1l escriben
W(R) = <V>-(1/2KT)[<V2>-<V>2] (VI.34)

donde el promedio se toma para todas las orientaciones y
configuraciones protdnicas de las dos moléculas, con
funciones de distribucidén no correlacionadas.

Separan las contribuciones a W(R) de las distribuciones
de carga media y fluctuante escribiendo 1la carga de los
grupos de la siguiente manera

qi1€1> = <q1¢1>> + Aqi<i>
aQr<2> = <Qr€2>> + Aqu¢2>

Aga<1d = efxs¢1> - <x1€<12>]
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DAqui2> = e[xk¢2> - <xk¢22>] (VI.35)

obteniendose para W(R) la siguiente expresiodn

W(R)=<q<13>¢q<2>>/£1R+HCO0) (R)+WC 210X (R)+WCOLI(R)+WC(11>(R)
(VI.36)

donde <g<1>> y <q¢2>> son las cargas totales promedios de
las dos moléculas y los restantes términos de la ec.(VI.36)
se escriben

nl n2

H<UU>(R):—(2£12R2KT)~1ZE 25<q1(1)><q1<1)>(Qk<2)><Qa(2)>fik1=
1,1=1 k,s=x=1

nl n2

w(10>(R):_(2512R2KT)—1:£ é;(Aqi(1)Aq1(1)><qk(2)><qs(2)>f1kls
1,1=1 k,s=1

nl n2

WCO1>(R)=-(2622RZKT)-1 5 £ cq1¢17>¢q1€12>Aqui2>Dqac2)>f1kia
1,1=1 k,s=1

nl n2
W<11>(R)=—(2612R2KT)“1fé 2?<AQ1(1>AQ1(1)><Aqu(2)AQB<2)>fikls
1,1=1 k,s=1

con fikis = <R2/(Rik¢12>R1e<12))>
(V1.37)
Luego consideran que el pH de la solucién corresponde al
punto isoiénico de las proteinas donde se anulan las cargas
totales promedio de las mismas. De esta manera el término
W<11>(R) es el unico distinto de cero en la expresion
(VI.36) de W(R). Suponen que las proteinas son esféricas vy
que estan a una distancia R mucho mayor que sus radios de
manera de los factores fikie valgan 1. Al término WC(112(R)

le incluyen un factor de Debye-Hickel que tenga en cuenta el

Ox
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apantallamiento a la interaccidén eléctrostdtica fluctuante
debido a 1los contraiones de las proteinas y los iones de
otros electrolitos presentes en la solucién.

Los valores medios de las cargas fluctuantes que figuran en
la expresién de W<11>(R) 1los calculan empleando la teoria
del equilibrio dcido-base de anfolitos desarrollada
previamente por KIRKWOOD.

F.OOSAWA (53> estima la fuerza de atracciodn entre dos
macroiones tipo varilla originada por la correlacidén de la
fluctuacién de la concentracién de los contraiones ligados.

Debido a las fluctuaciones térmicas la concentracioéon de
los contraiones ligados a un macroion se desvia de su valor
promedio. Cuando dos macroiones se aproximan estas fluctua-
ciones de carga se correlacionan para dar como resultado una
fuerza atractiva semejante a la de van der Waals.

Los macroiones se colocan en forma paralela y a una dis-
tancia X uno del otro. Las coordenadas, xi1 y x2, determinan
la posicién a lo largo de sus respectivos ejes. Cada
macroion tiene una densidad linéal de contraiones promedio
Ye(x)=(Na/L). Se denominan é?a(X1) y g?s(xz) a las desvia-
ciones del valor promedio de las densidades de contraianes
en los puntos x1 y X=z.

Para dos varillas paralelas préximas la energia de inte-
raccion debida a la fluctuacién de carga en los puntos X1 v

Xz se escribe:
e272 §Ym(x1)dx1 SVB(x2)dx2/Eiriz (VI.38)
donde riz es la distancia entre los dos puntos xi1 ¥y X2.
Si se ignora la correlacién de fluctuaciones de alto or-
den entre tres o mas puntos diferentes de las dos varillss

la energia de interacciédn prom;dio entre los dos puntos xi1 Vv

X2 se escribe aproximadamente:
—eaz4{<[ Sa(x1)dx112><[&VB(x2)dx212>}/(E12r122KT) (VI.38)

donde los valores cuadréticos medios de los excesos de con-
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centracion de contraiones se calculan suponiendo gque no
existe correlacion entre los macroiones. F.OOSAWA estima el
valor medio <[é¥5(x)dx]2> en cualquiera de los dos macroio~
nes calculando el exceso de energia libre debido a las des-
viaciones de concentracién éVs(x) en x, x+dx. La energia
total de la interaccién, F’', se obtiene integrando (VI.33)
con respecto a x1 ¥ Xz a lo largo de las dos varillas. La

expresion final de la energia total, para X<<L resulta ser
<F > = -[(Ne/N)z2@]2/[1+(Np/N)z2Q12(L/X)KT (VI.40)
y la fuerza atractiva debida a esta energia

dF " /dX = [(Ne/N)z2Q}2/[1+(Ne/N)z2Q]2(L/X2)KT (VI.41)

I

V1.7 Energia potencial total entre coloides y macroiones.

VERWEY y OVERBEEK <35> analizaron 1la estabilidad de
suspensiones coloidales de particulas tipo "placa”. Suponen
el espesor de las placas mayor que la distancia entre ellas
v emplean 1la ecuacién (VI.27) para el potencial atractivo
Va. Usan para el potencial de repulsion 1la ecuaciodn
(VI.13), valida para interacciones débiles entre las placas.
De esta manera se verifican las siguientes propiedades para
este sistema:

-E1 potencial repulsivo Vr decrece sl aumentar la distancia
entre las placas de una manera mas O menos exponencial.
(para distancias moderadas y grandes).

-E1 potencial atractivo decrece como el cuadrado de la dis-
tancia.

-La energia potencial total (Va+Vr) se hace negativa para
distancias entre las placas muy grandes o muy peque-
Has, mientras que para distancias intermedias (d del orden
de X-1) pueden ocurrir dos casos:

i)Vr+Va>0 con curvas de energia potencial, como la (a) de 1la
Fig.VI.3, con un maximo para distancias intermedias y un

minimo a grandes distancias.
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ii)Vr+Va<0 con curvas de energia potencial siempre negativas
como la (b) de la Fig VI.3.

Vﬂ*‘ T T T T T
oryjent -
oSt eV /KT =40 P " 4
=10
(d’ Ag 2x lo“‘.
0 15 i » =
——
d : MEDIA DISTANCIA ENTRE LAS
(o) PLacas. en A (om-i?)

-os}

Figura VI.3

Los parametros que determinan la forma de las curvas de
energia potencial son: la constante A de van der Wasals, el
potencial eléctrico (Wo o z) sobre la superficie del coloide
y la constante de Debye-Huckel del sistema.

El maximo de la curva (a) evita que las particulas en sus
encuentros debidos al movimiento Browniano caigan en la re-
gién de atraccién con 1la consecuente floculacidn del sis-
tema. La magnitud de este mdximo respecto de KT es un
parametro que caracteriza la estabilidad del sistema.

El minimo secundario de energis que aparece cuando las
fuerzas de van der Waals superan a la repulsién electosta-
tica seria el responsable de 1a formacién de agregados
reversibles como son los "tactoids” que aparecen en ciertas
suspensiones coloidales con particulas tipo placa o varilla
¢B5)>

G.F.ELLIOTT <80> calcula 1la energia potencial total
(Vr+Va) de 1la interaccién (por unidad de longitud) de un ci-
lindro con sus seis vecinos de un empaque?ado
hexagonal(ecuaciones (VI.15) vy (VI.29)). Los parémetros son
elegidos similares a los que caracterizan al sistema

muscular de una red de filamentos de miosina.
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Los pardmetros del sistema son los siguientes:
radio de los cilindros: a=100 A
potencial eléctrico en la superficie: z=(eVYo/KT)=2
constante de Debye-Hiickel: X=4x108
constante de van der Waals: A=10-12
KT=4,0x10-14 erg.

La curva de 1a energia potencial en funcién de la distan-
cia muestra un miximo de 2700 KT/pm y un minimo secundario
de 25 KT/pm a una distancia entre los cilindros de X=370 A.

Este mismo punto de balance estable se encuentra también en
la interseccién de las curvas de las fuerzas atractiva y
repulsiva (por unidad de longitud) en funcidén de 1la
distancia.

F.OOSAWA ¢53.42> compara las fuerzas de repulsién y de
atraccién de dos macroiones cilindricos con alta densidad de
carga empleando 1las ecuaciones: (VI.22) con m=2 y (VI.41)
respectivamente. Infiere que précticamente aparace una
atraccién antes del contacto directo de los macroiones solo
en el caso de contraiones divalentes.
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VII. PREPARACION. Y CARACTERIZACCION DE LAS MUESTRAS

VII.1 Preparacién del Acido desoxirribonucleico v la desoxi-
rribonuclechistona

El ADN de timo de ternera se prepara con el método de KAY
y otros <58>, También se emplea el ADN comercial marca
Sigma, tipo I, cat. D 1501. Ambas muestras presentan
caracteristicas electroépticas similares y pueden conside-
rarse equivalentes para este trabajo.

La desoxirribonucleohistona (DNH) se prepara con el
método de FREDERICQ <B7>,

nido
B

Se emplea un generador ultrasénico marca Mullard de 60 W
con una frecuencia de 20 KHz y otro marca Lab Line Ultratip
de la misma frecuencia que el anterior.

Las soluciones de ADN y DNH, con concentraciones
comprendidas entre 25 y 120 mg/dl, se colocan en un
recipiente de vidrio enfriado con hielo. E1l volumen de la
solucién es de 25 ml. El1 transmisor de ultrasonido se
introduce en la solucién 2 mm.

La degradacién nltrasénica se realiza durante el tiempo
necesario para llegar al limite de menor peso molecular, que
es de 1,5 x 105 Dalton para el ADN y 5,5 x 108 Dalton para
la DNH <88>,

Para estimar el peso molecular de las muestras degradadas
de ADN se realizan medidas de viscosidad intrinseca a 25 °C
empleando viscosimetros de Ostwald con gradientes de
velocidad del orden de 150 (1/s) y usando la relacién: (“7)
= 1,05 x 10-7 M1.32, donde ((?) es la viscosidad intrinseca
v M es el peso molecular <¢58>_ Esta expresién es valida
hasta pesos moleculares de 2 x 108 Dalton en soluciones

acnosas con NaCl 0,2 M.
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VII.3 Eiltracion en gel

Para realizar las experiencias de cromatografia en gel se
emplea una columna de 50 cm de altura y 2,6 cm de didmetro
marca Pharmacia, 1llena con gel de adarosa, Sepharose 4B de
la misma marca. El volumen inicial de la muestra es de 10 a
25 ml. El tiempo de elucién se mantiene aproximadamente en
22 ml por hora. Las condiciones particulares de cada
experiencia se detallan en la seccidénes XII.5 y XII.S.

VII.4 Obtencidn. de los complejos ADN-Histonas

Las distintas fracciones de histonas de la nucleohistona
sonicada se disocian mediante el agregado de NaCl con
concentraciones 0,6; 2,1; 1,6 y 2 M. En cada caso se separan
los complejos ADN-Histonas de las histonas disociadas
realizando cromatografias en columna con gel. Los complejos
asi obtenidos se dializan contra una solucién scuosa de NaCl
lmM con un Ph de 6,5.

VII.5 Determinacidn de la_concentracion de las soluciocnes de
ADN v _de DNH:

Las concentraciones en g/dl de las soluciones de ADN y
DNH se encuentran midiendo 1la absorbancia de las mismas a
260 nm y en un trayecto oJptico de 1 cm. Se emplean los
coeficientes de extinsion E = 200 dl/(g.cm) para el ADN vy
215 d1/(g.cm) para la DNH.

Las mediciones de absorbancia se realizan con alos
espectrofotdémetros Shimadzu QV 50 y Metrolab UV 250.

VII.6 Dosaje de proteinas:

Tanto las proteinas residuales del ADN como la razén en
peso Proteina/ADN de la DNH y de los complejos ADN-Histonas
se determinan con el método de FOLIN-LOWRY <80>,

S ey
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VIIT EQUIPO PARA LA DETERMINACION DE LA BIRREFRINGENCIA E-
LECTRICA DE_MACROMOLECULAS EN_SOLUCION.

VII1.1 Descripcion. generxral ,
o)
Se construyé un equipo similar al descripto por FREDERICQ
y HOUSSIER 47 o HOUSSIER y O KONSKI<®81> 6 La parte electroéni-
ca se basa en el trabajo de BERNENGO<®2> 6 (Consiste en una
versién con tiristores de sus generadores de pulsos con
tiratrones.

En 1la Fig.VIII.1 se muestra un esquema general del
instrumento. A una solucién de macromoléculas ubicada en la
celda de Kerr (CK) se 1le aplica un pulso de tensién
rectangular proveniente del generador de pulsos (GP). La
birrefringencia producida en la solucién se determina
mediante el siguiente sistema éptico: La luz proveniente de
una lampara de tungsteno de 250 W (FL) se hace pasar por un
filtro caldérico (FC), un colimador (C), un filtro de color
(F) v un polarizador (P) colocado de manera que 1la luz
emergente del mismo vibre formando un éngulo de 452 con el
campo eléctrico orientador de la celds de Kerr. Este haz

CELOA DE

[
\K ERR
$6 A

FC F
FL c P |
RF——=

osc.

CANAL B

FM

or
cr i

Instumento para medir la birrefringencia eléctrica
Figura VIII.1
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polarizado atraviesa sucesivamente la celda de Kerr, una
lamina cuarto de onda (A/4) con su eje lento formando un
dngulo de 135¢ con el campo orientador y un analizador (A),
volcado un angulo X respecto de esta Gltima posicion hacisa
el polarizador, e incide finalmente sobre un
fotomultiplicador (FM) el cual traduce elécricamente el
cambio 6ptico de la muestra. En la Fig.VIII.2 se muestra el
circuito de polarizacidén del fotomultiplicador y el circuito
seguidor de fuente que permite registrar 1la sefhal de
fotocorriente en un osciloscopio.

FOTOMULTIPLICADOR TiPo 4P28 (RCA) K: emvopo
P : ANOOO
(VISTA DESDE ABATO DE LA BASE)
R @: n-ESIMO DINODO
6 Rq.

Rn: RESISTENCIAS DIVISO -
RAS DE TENSION

Rn = 2o KJL
R, &
R
2j 2A266
40)“1
)} » 05C.
iokn 40K

-48v

FUENTE REGULADA
DE TENSION

HP SERIE HVB MODELO 6515A

Figura VIII.2

El sistema de medicién se completa mediante un osciloscopio
de doble haz Philips PM 3233 y una camara fotogréafica
adaptada al mismo. En uno de 1los canales del osciloscopio

(canal A) se registra la sefial de fotocorriente y en el otro
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canal (canal B) el pulso de campo eléctrico atenuado
mediante un divisor de tensién (DT). Un sector giratorio
(5G) ubicado entre el polarizador y 1la celda de Kerr, que
corta alternativamente el haz luminoso, permite comparar en
el osciloscopio las sefiales entregadas por el
fotomultiplicador cuando incide o no luz sobre él.

VIII.Z Celda de Kerr:

Se emplean dos tipos de celdas, una de ellas para
determinar 1la birrefringencia eléctrica de soluciones
diluidas de ADN con un camino éptico de 1 cm y la otra para
emplear con soluciones concentradas (mayores que 100 mg/dl)
con un trayecto 6ptico de 1 mm. La primera fue suministrada
por C. Houssier (Profesor de 1la Universidad de Lieja,
Bélgica) y se describe en la referencia 6. Consta de dos
electrodos planos de platino de 1,5 cm por 1,0 cm mantenidos
paralelos y a una distancia de 0,15 cm mediante un soporte y
espaciadores de teflén. Este soporte se introduce en uns
cubeta de espectrofotdémetro de 1,0 cm de trayectoria optica

que contiene la soclucién en estudio

28

" Figura VIII.3
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(celda "b" en la Fig. VIII.3). La segunda se construye
especialmente para este trabajo. Esta formada por dos
alambres de platino de seccién rectangular mantenidos
paralelos a una distancia de 0,15 cm con un soporte de
teflén e introducidos en una cubeta de espectrofotoémetro de
0,1 cm de espesor (celda "“a" en la Fig. VIII. 3).

VIII.3 Generador. de pulsos de bajs_tension:

Este equipo suministra un dnico pulso rectangular,
disparado manualmente, de tensidén variable en forma continua
de 0 a 300 V, corriente de hasta 3 A y tiempo de duracién de
10 Ns a 100 ms<83>,

Etapa de potencia

Permite aplicar a la celda de Kerr el pulso de tensién.
Su circuito se muestra en la Fig. VIII.4 con (B), y funciona
del siguiente modo:

Al ser disparado el tiristor Ta por el pulso Pa,
proveniente del generador de pulsos de disparo mostrado en
la Fig. VIII.4 con (C), queda aplicada a la celda de Kerr la
tensién de la bateria de capacitores, Fig. VIII.4 parte (D),
la cual ha sido cargada mediante el multiplicador de
tensién. Su descarga se produce con una constante de tiempo
determinada por la capacidad de 1la bateria vy las
resistencias asociadas (de la celda de Kerr y limitadoras,
Ra). El pulso finaliza al disparar Tms, por medio de Pm. y la
duracién del mismo estd definida por el desfasaje relativo
entre los pulsos.

El funcionamiento de los tiristores es no-repetitivo y su
corriente maxima estd determinada por Rk v Ra.

Con respecto a los requerimientos de corriente, estos son
muy diferentes: mientras que para Ta actuan como
resistencias limitadoras Rk y Ra; para Te sé6lo lo hace Ra
debido a que Rk ha sido anulada al ser disparado Te. Por
otra parte, como RA es muy inferior a Rk (para mayor

eficiencia en el uso de 1la tensién provista por el
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multiplicador), se concluye que la corriente méxima para Ts

es muy superior a la de Ta.

Finalmente y en relacidén a los tiempos de conmutacidén, es

inmediato comprobar que el crecimiento y el decaimiento del

pulso dependen principalmente del tiempo de encendido de los
tiristores. Este

ha sido especificado en 1)*5 a fin de que

las mediciones en el caso mas desfavorable (ancho
de pulso 10}15).

no afecte
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Generador de pulso de disparo:

Tiene por funcién dar origen a los pulsos que serén
aplicados a los tiristores de la etapa de potencia. Al
pulsar P, se descarga el capacitor de 45}1F produciendo un
escalon negativo de tensién, que despues de ser invertido y
diferenciado, se usa para disparar uno de los monoestables
del integrado 74123N (I) cuya salida, pulso (Pa), se halla
conectada a la compuerta de Ta. El mismo pulso activa al
segundo monoestable del mismo integrado, dando origen a un
pulso de mayor duracién que el primero, que después de ser
diferenciado se utiliza para disparar uno de los
monoestables del integrado 74123 (II). A su salida se tiene
el pulso Pe que se aplica a la compuerta de Tsm.
Multiplicador de tensién:

En 1la Fig. VIII1.4, parte D, se muestra el circuito de
esta etapa y su funcionamiento es como sigue: al pulsar P:
la tensién de entrada queda conectada por medio de un
transformador al triplicador, éste a su vez, carga ls
bateria de capacitores que saplica la tensién continua a la
celda de Kerr.

En el disefio de esta etapa hay que destacar que la
eleccién de los capacitores se realiza teniendo presente que
la descarga a través de Rk, Ra y Ta no debe afectar en mas
de un 2% la amplitud del pulso, para un ancho de pulso de
100 ms.

VIII.4 Generador de pulsos de alta tensioén:

Este equipo suministra un Jnico pulso rectangular
disparado manualmente y de amplitud variable en forma
continua de 50 a 3000 V, siendo su corriente de hasta 3 A y
la duracién desde 10 s a 10 ms.

Descripcidén del circuito:

Consta basicamente de las mismas partes que el generador
de pulsos de baja tensién visto arriba como se muestra en el
circuito de 1a Fig. VIII.5. Se incluye en dicha figura, el
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sistema 6ptico (A), la etapa de potencia (B), el generador
de pulso de disparo (C) y el multiplicador de tensidn (D).
Habiendose realizado modificaciones en 1las etapas B y D a

fin de adaptarlas a la generacion de pulsos de alta tensiodn.
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A continuacién se describen las mismas, remitiendose para el
anadlisis de las restantes, a la explicacién del generador

de pulsos de baja tensién.

Etapa de potencia: ’

En  su disefio se reemplazan los tiristores Ta y Te del
generador de pulsos de baja tensién por las cadenas de
tiristores en serie CA y CB los cuales permiten bloquear 1la
tensién de 3KV que gqueda aplicada en el sentido directo por
la bateria de capacitores cargados mediante el multiplicador
de tension (ver Fig. VIII.S5).

La ecualizacién debida a las distintas corrientes de
bloqueo directo se realiza mediante 1las resistencias en
paralelo con los tiristores. Se conectan ademas redes RC
para ecualizar los tiempos de conmutacién y evitar el rigsgo
de disparo por dV/dt.

Para el disparo simultaneo de los tiristores de CA y CB
es necesario implementar un circuito adicional con los
tiristores Ti y Tz los cuales al ser disparados por Pa y Pm
permiten aplicar un escalén de tensién (7V) sobre 1los
bobinados primarios de los transformadores de pulso TrA y
TrB, que determinan los disparos de CA y CB.

Multiplicador de tensién:

Consta de seis mallas duplicadoras, las cuales permiten

obtener una tensién variable de OV a 3000V. Esta tensién es
aplicada a la caja de capacitores en cuyo disefio se ha
tenido en cuenta el requerimiento de una constante de tiempo
suficiente para evitar que 1la amplitud del pulsoc no
disminuya por debajo del 98% de su valor inicial.
Funcionamiento:

Inicialmente se procede a cargar la caja de capacitores
por medio del multiplicador, hasta que alcance la tensién al
cual se realiza la experiencia, siendo esto controlado por
medio del voltimetro V. Posteriormente se activa el
generador de pulsos (Fig. VIII.5 blogque (C)) mediante un
pulsador, que actua simultaneamente con el P, y que conecta
la fuente de 7V CC. El pulso Pa dispara simultaneamente los
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tiristores de CA a través del transformador de pulsos, TrA.

Esto determina la aplicacién de la alta tensidén a la celda

de Kerr vy cuya finalizacién la define el disparo de CB por
medio de Ps.

El generador de pulsos de disparo de este equipo, es

identico al bloque (C) de la Fig. VIII.4 correspondiente al

circuito del generador de pulsos de baja tensidon visto
anteriormente.

VIII.5 Generador de pulsos de polaridad _opuesta

Este equipo suministra dos pulsos rectangulares
inmediatamente consecutivos, de polaridad opuesta, tensiodn
variable en forma continua de 0 V a 300 V, intensidad de
corriente de hasta 3 A duracién de los pulsos de 10 Us a 100
mg<84>
Descripcién del equipo:

Consta de las siguientes partes indicadas en 1la Fig.
VIII.6. Fuente de tensién con el sistema de conmutacién (B)
vy generador de pulsos de disparo (C). Se incluye en 1la
figura el sistema Optico y de registro (A).

La fuente de tensién esta constituida por 1los diodos
1N5408 y 1la bateria de capacitores. Esta fuente permite
disponer de dos tensiones, una positiva y otra negativa
(aproximadamente el doble que 1la primera), necesarias para
obtener los dos niveles de tensién de los pulsos. Los tiris-
tores TIC 126M forman el sistema de conmutacién por medio
del cual se aplican a la. celda de Kerr sucesivamente la
tensién positiva (por medio de TA), seguida de la tensidn
negativa (TB), para finalizar cortocircuitando dicha celda
(TC). La ecualizacién de las tensiones se efectia mediante
el reéstato no inductivo de 100{1/400 W.

El generador de pulsos de disparo ha sido disefiado con el
integrado 74123N (monoestable dual) y tiene por funcién
generar los pulsos PA, PB y PC, que accionan sucesivamente
los tiristores TA, TB y TC, mecdiante los respectivos trans-
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formadores de pulsos.

Funcionamiento:

El autotransformador de entrada permite disponer de una
tensién positiva y otra negativa en la bateria de
capacitores. Al ser activado TA queda aplicada a la celda de
Kerr la tensiodn positiva determinada por el divisor de
tensién entre 1la resistencia de 100§l y la celda de Kerr.
Posteriormente, el tiristor TB (que ha sido activado por el
pulso PB) aplica una tension negativa a la celda con lo que
se consigue la inversién. Finalmente el pulso PC activa al
tiristor TC, el cual cortocircuita la celda, obteniendose 1la

forma de onda indicada en la Fig. VIII.?7.

;uu:iiii!--

f-—--ﬂnll--
1 7.4 0

Oscilograma obtenido al aplicar pulsos de campo de campo
eléctrico de polaridad opuesta a una solucién de ADN na-
tivo con una concentracién de 50 mg/dl,(E=1,1 KV/cm y An
=-2,3.10-7).
Figura VIII.7
A
El generador de pulsos de disparo es puesto en
funcionamiento al pulsar P lo cual origina un escalén
negativo que luego de ser invertido es derivado y aplicado
al terminal Neo 2 del primer 74123N. Se obtiene asi un pulso
PA en el terminal N¢ 5 cuya duracidén estd determinada por el
capacitor y la resistencia asociados a los terminales 6 y 7.
Con el mismo pulso inicial se genera un pulso negativo
(terminal Ne 4) de mayor duracién (definida por el
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potencidmetro y capacitor de los terminales 14 y 15). Este
pulso, una vez derivado es aplicado al terminal Ne 2 del
segundo intrgrado 74123N, obteniendose asi el segundo pulso
PB (terminal Neo 13). Para finalizar, el pulso PC se logra en
forma similar al anterior. En 1la Fig. VIII.7 se muestra el
pulso de campo eléctrico y la sefial éptica correspondientes
a una solucidén de ADN nativo (marca Sigma,tipo I,Ne catalogo
1501) en solucién acuosa con NaCl 1 mM y Ph 6,5. Se observa
el mantenimiento de la amplitud de los pulsos de tensién y
la simetria de los mismos respecto del campo nulo. Ademas el
tiempo de inversién del campo eléctrico es despreciable
frente a los tiempos de relajacién que se aprecian en la
sefial 6ptica al aplicar, invertir y suprimir el campo
eléctrico.

VIITI.6 Procedimiento. de medicion

Para medir la birrefringencia eléctrica con el equipo
descripto se procede de la siguiente manera:
lo-Se coloca la solucién en estudio en la celda de Kerr.
20-5e pone en marcha el sector giratorio (SG) que corta

alternativamente el haz luminoso. Se observan sobre la

EEERpEES=E |

Figura VIII.8
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pantalla del osciloscopio dos lineas psaralelas. Una
correspondiente a la sefial del fotomultiplicador cundo sobre
€l incide luz y la otra cuando no incide. La distancia entre
esas lineas es proporcional a 1la intensidad luminosa
incidente sobre el fotomultiplicador (FM), I en 1la Fig.
VIII.S8.
30-Con el sector giratorio en reposo de manera que permita
el paso del haz 1luminoso, se aplica un pulso de campo
eléctrico a 1la solucién. Se observa en 1la pantalla del
osciloscopio la variacidén de intensidad de luz en uno de los
canales (.AIs en la Fig. VIII.8) y el pulso eléctrico en el
otro. La duracién del pulso de tensién se ajusta de manera
que la sefial de fotocorriente 1llegue a un valor
estacionario.
40-Se fotografian 1las seflales mencionadas en los pasos 20 y
30, y se obtiene el oscilograma mostrado en la Fig. VIII.S8.

Sobre la fotografia se miden las magnitudes Alg v IL,.
El cédlculo de 1la birrefringencia eléctrica a partir de
las sefiales registradas se explica a continuacién.

IX CALCULO DE LA BIRREFRINGENCIA ELECTRICA

IX.1 Relacién entre la birrefringencis eléctrica v las sena-
les épticas medidas

Se necesita una expresién que relacione la
birrefringencia eléctrica de la solucién con las sefiales
6pticas medidas. Esta se obtiene caracterizando las
componentes del sistema éptico, ya descripto en la en la
seccidn VIII.1, mediante las matrices de Mueller
correspondientes <¢88> y determinando los pardmetros de
Stokes del haz emergente. o

Las posiciones y orientaciones de 1los elementos del
sistema éptico para determinar la birrefringencia se
especifican en el diagrama de 1la Fig. IX.1. El1 haz incidente
es no polarizado y de intensidad Ia, el polarizador (P)



106
tiene su plano de transmisién formando un dngulo de Ti/4
radianes con el eje x. La muestra (celda de Kerr) presenta
una birrefringencia An=n# -n,; con el eje Optico en 1la
direccién x, coincidente con el campo eléctrico orientador
E. La 1l4mina cuarto de onda (A/4) tiene su eje lento
formando un &ngulo de (3/4)TT con el eje x vy el analizador
(A) tiene su plano de transmisién formando un angulo de
(3/4)T-% con el eje x. Las matrices de Mueller de los dispo-

L,

CELOR DE KERR | ____
My

+x

N s el n,
ETE LENTO ()\/q_

(A)

3
- oc

(FDM)/‘

Figura IX.1

sitivos 6pticos del sistema son las siguientes:

1 0 1 0 1 0 0 0O
6 0 0 O 0 0 0 -1
Mp=(1/2)|1 0 1 O Masa= |0 0 1 O
0 0 0o 0O 0 1 0 0O (IX.1)



107

1 -sen(2%) -cos(2%) o
-sen( 20 ) sen2(20) sen(24).cos(2X) 0
Ha=(1/2)| -cos(2%) sen(2%) .cos(2X ) cos2(2X) 0
0 0 0 0
(IX.2)
Mientras que la matriz de Mueller de la muestra es:
1 o 0 0
0 1 0 0
Mm=|0 0 cos(®) -sen(d)
0 1] sen(d) cos(d) (IX.3)

Aqui & es el retardo 6ptico de la solucién que estd dentro
de 1la celda de Kerr vy que se relaciona con su
birrefringencia, An, mediante la expresién:

$ = (2n14n)/A (IX.4)

Donde 1 es el espesor de la celda de Kerr y A\ es la
longitud de onda de la luz empleadsa.

La matriz de Mueller correspondiente al sistema 6ptico
completo es:

M = Ma.Mi qa.Mu.Mp (IX.5)
De lo cual resulta:

1—cos(ZQ+8) 0 l—cos(2d+5)
-sen(24)(1-cos(20+6)) 0 -sen(2a)(1l-cos(20+8))
M=(1/4)|-cos(20)(1-cos(20+0)) O -co5(2%)(1-cos(20+d))
0 0 0

(o= 2 o I o B o

(IX.8)
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El vector de Stokes del haz incidente es S0=(1o,0,0,0)t.
El vector de Stokes del haz emergente del sistema es S =MSo

1—cos(2d+6)
-sen(2¢)(1-cos(2X+8))
S =(1o/4) ~cos(28)(1-cos(20+d))
0 (IX.7)

De este vector se obtiene que 1la intensidad 1luminosa que
llega al fotomultiplicador, denominada Ia , es:

Ig = (Io/4)[1-cos(2%+8)] (IX.8)

La intensidad del haz emergente en ausencia de campo
eléctrico (§=0), que se denomina Lx’ es:

Iy = (Ie/4)[1-cos(2)] (IX.9)

resultando que el cambio relativo de la intensidad luminosa
con respecto a la intensidad Iy es:

AIS/IK=(IS-Iu)/Liz[cos(zu)-cos(2d+8)]/[1—cos(2u)] (IX.10)

Si se tiene en cuenta la birrefringencia residual de las
paredes de vidrio de 1la celda de Kerr, denominada 80, la
ec.(IX.10) debe escribirse

Alg /1y= [cos(2%+80)-cos(2& +8+8)1/[1-cos(2%+80)]  (IX.11)
IX.2 Correccion._debida_a la luz dispersada:

La 1luz dispersada en los componentes del sistema éptico
para medir An, dispuestos como en la Fig.IX.1, hace que lsa

intensidad de luz medida por e]l fotomultiplicador sea:

(I dmediaa=Io sen2(c()+IsL (IX.12)
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donde Isn es 1la intensidad de luz dispersada por los
componentes 6pticos y Io" 1la intensidad de luz que emerge
del polarizador P. La intensidad de 1luz residual Isy es
proporcional a la intensidad de luz incidente, es decir:

Isr = Kan.Io” (1IX.13)

Eliminando Io° de las expresiones (IX.12) y (IX.13) se
obtiene el valor de la constante Ksp

Ks. = [ISL.Senz(a)]/[(Ix)medida-ISL] (IX.14)

Esta constante se obtiene midiendo 1la intensidad luminosa,

Isn, cuando Ay P estan en extinsién y 1la intensidad
luminosa (Ix)medidn para un angulo & cualguiera.

La expresién para el valor corregido de (Alé/lu), en

funcidén de Ksn y el 4ngulo o , se obtiene de 1la siguiente
manersa:

(AIS /I« Imedida=( I& med 1da—I°( med 1da)/1“mod 1ide=

=( I& eorregido-lc(oorragido)/( Imcorrogido‘l‘ISL) (IX.15)
donde se ha definido Icorresida=Imedide-IsL.

Reemplazando agqui el valor de IsL despejado de 1la ecuaéién
(IX.14) de KsL se obtiene

(A16 /Io( Imedido=[1/(1+KsL/sen2 « )]. (AIS /Iu)eorzosido (IX.186)
Finalmente se escribe:

(AIB /I“)corrogido=( 1+Ksr/sen2x ). (AIé\ /Io()modido (IX.17)

Para nuestro equipo Ksun=0,0012.
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La expresién completa para determinar 5 a partir de las
sefiales de fotocorriente registradas( Als y I°< ), teniendo
en cuenta la luz dispersada en los componentes épticos del

sistema y 1la birrefringencia residual de la celda de Kerr,
es:

(AIS /Igdmea..(1+Ksi/sen2af )=

= [cos(2u+30)—eos(2«+8+50)l/[1—cos(2«+5o)] (IX.18)

racidn

Como se vié en la seccién (I1.5.2), para soluciones
diluidas de macromoléculas rigidas con un eje de simetria
comin para sus propiedades eléctricas, 6pticas e
hidrodindmicas y el momento dipolar permanente a lo largo de
este eje, la expresiodn para ¢(@,X) en el limite para Etwva-
le:

$(B.¥) = 1-13/(B+2%)] (1.44)
con @:bE y ¥=cE2. AdemAs An= Ane ¢(@,8).

Cuando la curva de birrefringencia muestra una
aproximacién a la saturacién, para campos eléctricos
elevados, se puede realizar una extrapolacién a intensidad
de campo infinito.

Casos particulares:

a)Orientacién molecular debida un momento inducido (@:0)
Para campos eléctricos elevados se verifica la relacién

An = Ane.{1-3/(2cE2)] (IX.19)

Es decir que si se grafica An en funcién de 1/E2 se obtiene
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Ane para 1/E2» 0.

b)Orientacién molecular
puro (§=0).

originada por un momento permanente

La ecuacién de la birrefringencia para campos eléctricos
elevados es

An = Ane(1-3/(bE)] (IX.20)

por lo tanto se obtiene Ans extrapolando 1/E» 0O en una gra-
fica de An en funcién de 1/E.

¢)Orientacion molecular producida por la combinacién de.mo-

mentos dipolares eléctricos permanentes e inducidos (@#0 vy
¥ $0).

An para E grande vale:
An = Anse.[1-3/(bE+2cE2)] (IX.21)

Para campos eléctricos suficientemente elevados el tér-
mino con E2 predomina sobre el término lineal en E. Es asi
que puede obtenerse Ans procediendo como en el caso a).

1X.4 D.g_.te,r_mii.na..c.isfm__,ds.Ltie.mp..o._.dke..,..r,e_lzt.i.a.cisﬁ.n“._d.em..la.ﬂ.bix.m.f.rin—
gencia eléctrica

Se determina el area total limitada por la curva de de-
caimiento normalizada de 1a birrefringencia eléctrica
(An/ Ano en funcién del tiempo) v el eje t. Como se muestra
en la seccién 1.6.1, ec.(1.82), este area equivale al tiempo

de relajacion promedio (en birrefringencia),<11>.

X ULTRACENTRIFUGACION ANALITICA

Se emplea una ultracentrifuga analitica Spinco-Beckman,

modelo E con el sistema optico gchlieren<88>,
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En la Fig. X.1 se muestra un corte esquemédtico del rotor

de este instrumento con su celda vy referencias asi como al-
gunas dimensiones caracteristicas.

[ tiocm

Figura X.1

Una solucién de macromoléculas colocadas en la celda y
con el rotor girando a una velocidad angular W estéd actuada
por un campo de aceleracién W?2r donde r es la distancia
desde el eje de rotacién hasta un punto cualquiera dentro de
1a celda. De esta manera las moléculas se mueven con una ve-
locidad (dr/dt).

Se define como coeficiente de sedimentacién S a la velo-
cidad del desplazamiento de 1las moléculas dentro del campo
de aceleracién:

S = (dr/dt)/w2r (X.1)

Inicialmente se puede imaginar a las moléculas distribui-
das uniformemente en toda 1la celda. Cuando se aplica el
campo de fuerzas, la regién préxima al menisco aire-solucidn
se libera totalmente del soluto. Se forma un frente mévil
(ver Fig. X.2). A partir de la velocidad del movimiento de
este frente se puede calcular el coeficiente de sedimenta-
cién. La posicién del frente mévil se determina mediante el
sistema o6ptico Schlieren cuyo esquema se exhibe en la Fig.
X.3. Este sistema 6ptico esta constituido por los siguientes
elementos: Una ranura fuente R, una lente colimadora LC, una
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Diagrama de un experimento de sedimentacién en el rotor

de una ultracentrifuga analitica.
Figura X.2

Sistema 6ptico Schlieren para determinar la posicién del

frente mévil de una solucidn de macromoléculas en la cel-
da de uns ultracentrifuga analitica y grafica del indice
de refraccién en funcién del eje de la celda (r).

Figura X.3
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lente que enfoca la ranura R en el plano DS, el diafragma
Schlieren DS con una ranura diagonal, una lente de cémara
LCA que enfoca la celda en 1la placa fotogrdfica P y una
lente cilindrica LCI que enfoca en la direccién x el plano
DS sobre 1la placa P, sin modificar el enfoque de la celda
sobre P en la direccién r.

La celda de 1la ultracentrifuga tiene un gradiente de in-
dice de refraccidén en la direccidén r. Este gradiente ocurre
en la regién del frente entre el soluto y el solvente. Puede
verse en la gréfica de n versus r en la parte inferior de 1la
Fig. X.3. ‘

El sistema 6ptico Schlieren funciona de la siguiente ma-
nera: Se forman una sucesion de imagenes de 1la ranura R en
el diafragma DS. Las que estan sobre el eje 6ptico corres-
ponden a los rayos que atraviesan la celda en las regiones
de gradiente nulo. Mientras que las formadas fuera del eje
corresponden a los rayos que atraviesan a la celda en las
zonas con un gradiente de indice de refraccién. Cuanto mayor
es el gradiente, mas lejos del eje se forman las imégenes de
R.

Debido a la ubicacién de la lente de cémara LCA, cual-
quier rayo que atraviese al sistema, independientemente de
su desviacidén, se enfoca en la placa fotografica en el punto
correspondiente de la imAdgen de la celda. Como 1la lente ci-
lindrica LCI enfoca las desviaciones laterales del plano DS
en la placa, cualquier rayo desviado aparece en la misma con
un corrimiento lateral proporcional a la desviacién hacia
abajo que sufre la luz en la celda. Esta desviacidén es pro-
porcional al gradiente de indice de refraccién. Puede demos-
trarse que la desviacidon lateral es:

X = (cte.).(cotg® ).(dn/dr) (X.2)
Este dispositivo éptico permite obtener fotografias como 1la

que se muestra en la Fig. X.4, en la que puede verse la des-

viacidén lateral X en la region donde existe un gradiente de



115

Indice de refraccién. E1 méximo del pico observado determina
la posicidén del frente mévil solvente-solucién.

Teniendo en cuenta que v=dr/dt=SW=2r, e integrando se

obtiene:

In r =WwW=2St + cte. (en unidades cgs) (X.3)

De manera que una grafica de ln r versus t da una recta de
cuya pendiente se extrae el coeficiente de sedimentacién S.

S = (tg)/w?2 donde w = ((2W/60)(vueltas/minuto)) radianes/s.
(X.4)

R1

Fotografia obtenida mediante el sistema éptico Schlieren.
En ella se observan las referencias interna (RI) y exter-
na (RE), el menisco aire-solucién y el pico cuyo méximo
corresponde al frente solvente-solucién.

Figura X.4

r puede expresarse en cm medidos sobre fotografias amplia-
das, en 1lugar del valor real, pues esto solo afecta a la
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constante de 1la ecuacién (X.3) y no a su pendiente. Por lo
que r puede ponerse:

r = (5,7/1,8).(RE-RI) + distancia medida en foto ampliada
desde RI a la frontera solvente-
solucién (pico en el método Schlieren)
(X.5)

X1 REFRACTOMETRIA _DIEERENCIAL

Para determinar el incremento del indice de refraccioén de
una solucién con respecto al del solvente, dn = n-no, se
construydé un refractémetro diferencial similar al presentado
por BRICE y HALWER<®7>., Un esquema de ese instrumento se
exhibe en 1la Fig. XI.1. Se compone de los siguientes
elementos:

FL: fuente luminosa (lédmpara de sodio)

L: lente condensadora

R: rendija

CD: celda diferencial del tipo "doble prisma”

P: lente proyectora

C: catetémetro colocado para medir desplazamientos horizon-
tales, d.

c
—
L
53cm
fe—120em sl tgsume —ff—
54m

Figura XI.1
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Los autores mencionados arriba demuestran que el incre-
mento 5n es proporcional al desplazamiento d del haz lumi-
noso, es decir &n = K.Ad. Se calibré el equipo mediante so-

luciones de sacarosa a 20°C + 0,1°C para las cuales (5n/o)=
0.1436 ml/g.
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XII RESULTADRQS EXPERIMENTALES

cado

Las sefiales de birrefringencia obtenidas al aplicar un
campo eléctrico (pulso rectangular) a una solucidn acuosa de
ADN sonicado se pueden, despreciando en primera aproximacion
la polidispersi6n de la muestra, descomponer en una suma de
dos sefiales de birrefringencia con signos opuestos y con de-
caimientos exponenciales. En 1la Fig. XII.1 se exhibe el
transitorio completo de la birrefringencia eléctrica para
una solucién acuosa de ADN sonicado con una concentracién de
38 mg/dl en presencia de NaCl 1 mM y un pH de 6,5. E1 campo
eléctrico aplicado es de 1 KV/cm.

T L] Ll T T 1
-4 Anu‘l@' _
RYS 4
-2 H .
-4 J

o 400 200 400 200 wo  t(MS)

+1F E
+2f

1 1 i ] 1

Figura XII.1

En 1la Fig.XII1.2 se muestra el sajuste de este mismo
transitorio, a partir del instante en el que se suprime el

campo eléctrico, mediante la funcién:
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An.107 = 2,55.exp(—t/105ps) - 4,26.exp(—t/17ps)

Este ajuste se realiza mediante el método de los cuadrados
minimos.

anx 48
45}
-4 4
o5t _
0,0
405}
+4,0
+415 , ) , _ tLps) T
50 100 150 200

Figura X1I.2

X1I.2 Efecto. de la concentracidon _sobre la birrefringen-
cin eléctrica _del ADN _sonicado

En la Fig. XII.3 se muestran las sefiales de fotocorriente
obtenidas al aplicar un pulso de campo eléctrico rectangular
a soluciones de ADN sonicado progresivamente diluidas desde
94 mg/dl hasta 5,9 mg/dl. En ella se puede apreciar como 1la
componente positiva de la birrefringencia eléctrica dismi-
nuye con . la dilucién hasta desaparecer para una concentra-
cién en ADN de 5,9 mg/dl (foto f) para la cual la sefial es



completamente negativa. [Igg caracteristicag de 1a experien-
cia son Jlas siguientes: Intensidag de campo eléctrico E =

1,1 RV/cm. Las soluciones Son acuosas, con NaCl 1impM Yy pH 6.5

|

a)  c=94 mg/a) (x2,5) b)  e=70,5 mg/dl  (x2,5)

jﬁﬁﬁﬁﬂﬁﬁiii
&) c=11,75 mg/m (x10) 1) ¢=5,9 mg/a1 (x10)

Figura XI11.3

Debajo de cada foto figura 1a concentracién del ADN en
las soluciones. Lg base de tiempo es de 0,1 ms/cm parg todas
las fotos Meénos para 1a foto f que es de 0,2 ms/em. E1 ni-
mero entre baréntesis en cada foto corresponde g] factor de

En 14a Fig. XI1.4 Se representa 1g birrefringencia elée-
trica en e} estado estacionario, An, de soluciones de ADN
sonicado Progresivamente diluidas en funcién del cuadrado de
1a intensidad del campo eléctrico. Son soluciones acuosas
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con NaCl 1mM y pH 6,5. Las concentracioénes en mg/dl del ADN
en las soluciones son las siguientes: (0 ) 37.7; (@) 55,5;
(o) 73,6; (wm) 92,0; (&) 115,0.

5 _ 6

2. 2 -2
E (kv.cm ) |

Figura XII.4

En 1la Fig. XII1.5 se grafican los valores maximos de 1la
birrefringencia eléctrica en el estado estacionario, Anu, en
funcién del cuadrado de la concentracién, correspondientes a
las graficas An vs. E2 de la Fig. XII.4. Se observa una de-
pendendia aproximadamente lineal entre estas dos magnitudes.

El valor de saturacién de la birrefringencia eléctrica,
Ans, se obtiene extrapolando a intensidad de campo eléctrico
infinito empleando un grafico de An en funcidén de (1/E2)
como en la Fig. XII.6. En ella 1las concentracidnes, en
mg/dl, del ADN en 1las soluciones son las siguiente: (A)
18,4; (o ) 37,7; (e ) 55,5; (n) 73,6; (m) 92,0; (A& ) 115.
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Figura XII.8
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La Fig. XII.7 muestra la dependencia entre Ans y la con-
centracién ¢. De una manera empirica se determina el valor
de (Ans/c) para c tendiendo a 0, dado que la relacidén entre
la birrefringencia eléctrica de saturacién por unidad de
concentracién (A ne/c) y 1la concentracién c¢ es lineal. Del
grafico de 1la Fig. XII.8 se obtiene (Ana/c)es+0.107=-5,8
dl/mg.

X11.3 Efecto. del Mg Clz sobre la birrefringencia _eléctri-
ca_del ADN_sonicado 2

La componente positiva de la birrefringencia eléctrica de
soluciones acuosas de ADN sonicado desaparece con el agre-
gado de MgClz. Esto puede verse en la Fig. XII.9 donde se

-4 e e e
IRDDBORREaR|
.Jﬂﬂ!“ﬂﬂ!“ﬁﬁmum

(x2,%)

E=1,5 KV/cm

Figura XII.9
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muestran las seflales de fotocorriente correspondientes a
soluciones de ADN sonicado, para tres intensidades de campo
eléctricos diferentes, con y sin presencia de MgClz. Las ca-
racteristicas de las mediciones son las siguientes: La con-
centracién del ADN es de 94,0 mg/dl para todos los casos.
Las soluciones son acuosas con NaCl 1 mM y pH 6,5. Las solu-
ciones correspondientes a las fotos b, d y £ tienen ademéas
MgClz 1 mM. La intensidad del campo eléctrico es de 0,5
KV/cm para las fotos a y b, 1 KV/cm para las fotos c y d y
1,5 KV/cm para las fotos e y f. La base de tiempo es de 0,2
ms/cm para las fotos a, ¢ ¥y e y 0,1 ms/cm para las fotos b,d
y f. El nimero entre paréntesis debajo de cada foto corres-
ponde al factor de amplificacién de la escala vertical, res-
pecto de la referencia Ix, que se adoptd en cada registro de
seffal. El éngulo % en el sistema optico es de 5 grados.
La Fig. XII.10 muestra la birrefringencia eléctrica en el

Figura XII.10
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estado estacionario An para soluciones de ADN sonicado con
diferentes concentraciones de MgClz en funcién del cuadrado
de la intensidad intensidad de campo eléctrico E. En todos
los casos las soluciones son acuosas, con una concentracién
de ADN de 71 mg/dl y con NaCl imM. El1 pH es de 6,5. Las con-
centraciodnes, en moles por litro, del HgClz correspondientes
a las distintas graficas son las siguientes: (®w ) 0,0; (0)
5x10-5; (@ ) 1x10-4; (0 ) 2,5x10-4; (*» ) 5x10-4; (A ) 1x10-4
Se observa que el valor méaximo Ann de la birrefringencia
eléctrica en el estado estacionario disminuye con el incre-
mento de 1la concentracién de MgClz y no ocurre la inversiodn

de su signo para una concentracién de MgClz mayor que 3x10-4
M.

XI1.4 Birrefringencia. eléctrica de los compleios ADN-His-
tonas

Las soluciones de nuclechistona sonicada presentan una
birrefringencia eléctrica negativa ain para campos eléctri-
cos pequefios. Se estudia agui el efecto sobre la birrefrin-
gencia eléctrica de ir extrayendo progresivamente las histo-
nas de la nucleohistona. Se disocian distintas fracciones de
histonas de 1la nuclechistona sonicada medisnte el agregado
de NaCl en concentraciones 0,6; 1,2; 1,6 v 2 M. En cada caso
se separan los complejos ADN-histonas de las histonas
disociadas mediante cromatografias en columna con gel de
agarosa (Sepharose 4B de Pharmacia). Los complejos asi obte-
nidos se dializan siempre contra una solucién acuosa de NaCl
imM/1 con un pH de 8,5.

La Fig. XII.11 muestra la birrefringencia eléctrica en el
estado estacionario An y para los complejos ADN-histonas en
funcién del cuadrado de la intensidad de campo eléctrico. El
nimero que precede al simbolo DNH (desoxirribonucleohistona)
indica la concentracién molar de NaCl empleada para disociar
la DNH. Las concentraciones, en mg/dl, correspondientes a
las graficas de la Fig. XII.11 son las siguientes:0,6DNH(O )
108.9; 1,2DNH (.- ) 78,3; 1,6DNH (A ) 68.9 y 2DNH (O ) 28.5.
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La componente positiva de 1a birrefringencia eléctrica no se
manifiesta en los complejos 0,6DNH y 1,2DNH mientras que se
observan en los complejos 1,6DNH y 2DNH. La tabla siguiente
muestra la razén en peso Proteina/ADN para los distintos
‘complejos ADN-Histonas.

Complejo Proteina/ADN.
0, 6DNH 1,55
1,2DNH 1,11
1,B6DNH 0.40
2DNH 0,05 o

& (kw/em)
" " " L o n \ 2 n " 2 L L

Y} [ 10

Figura XII.11
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XII.5 Birrefringencia. eléctrica de soluciones de ADN so-
nicado . previamente filtradas en_columna._con. gel

A una solucién acuosa de ADN sonicado con NaCl 1mM se
cromatografia en una columna con gel de agarosa (Sepharose
4B de Pharmacia). La elucién se realiza con una solucioén
acuosa de NaCl 1mM con un pH de 6,5. La concentracién ini-
cial de la muestra de ADN es de 105,6 mg/dl. La gréafica si-
guiente (Fig. XII.12) muestra la absorbancia, medida con luz
de 260 nm de 1longitud de onda y en un camino 6ptico de 10
mm, en funcién del nimero de tubos recogidos. Cada tubo con-
tiene 8 ml de muestra.

Se efectia una mezcla de los tubos 13 a 20. La muestra
asi obtenida se denomina "cromatografiada”. Se realizan me-
diciones de birrefringencia eléctrica de esta muestra y 1la
"original” sin cromatografiar llevada a la misma concentra-
ciédn.

R;o ' |
M} J

11 LA -

10} ," . -1

1o 11 32 13 3¢ 15 16 31 18 9 20 21 22 23 2 25 2%
N® TuBO

Figura XII.12

La muestra "cromatografiada” no presenta una inversién en
el signo de la birrefringencia eléctrica, en el dominio de
campos eléctricos pequefios, ni sefiales de fotocorriente con
alguna componente positiva de la birrefringencia.
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En la Fig. XI1.13 se exhiben las sefiales de fotocorriente
producidas al aplicar dos pulsos de tensién rectangulares
consecutivos y de polaridad opuesta (inversién del campo
eléctrico) a la solucién “original” (a) y a la
"cromatografiada” (b). Esta dltima no presenta cambio apre-
cisble de 1la birrefringencia cuando se invierte el campo
eléctrico. Ambas soluciones tienen una concentracién en ADN
de 38 mg/dl, poseen NaCl 1 mM y un pH de 6,5. El campo eléc-
trico en estas experiencias (cada pulso) es de 0,57 KV/cm
con una duracién de 0,7 ms en la foto a y 1 ms para la foto
b. E1 nimero entre paréntesis en cada foto corresponde al
factor de amplificacién de 1a escala vertical, respecto de
la referencia I que se adoptd en cada registro de sefial. El

dngulo o en el sistema 6ptico es de 5 grados.

b) (x40)

Figura XI1I.13
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La Fig. XI1.14 muestra 1la birrefringencia eléctrica en
funcién del cuadrado de 1la intensidad de campo eléctrico
para las muestras "cromatografiada" (a) y la “"original" (b).

Se observa que la muesta "cromatografiada” verifica la ley
de Kerr.

Anx ﬁo"

()

(o

o1 02 03 G o5 %6

+05}

Figura XI11.14

El ADN sonicado “"cromatografiado vuelve a presentar un
componente positivo de la birrefringencia eléctrica al ser
actuado por concentraciones elevadas de NaCl. La solucidn
"cromatografiada" se lleva a una concentracién 2 M en NaCl y
a las 8 horas se dializa contra una solucién acuosa de NaCl
ImM. La solucién asi obtenida presenta sefales de fo-
tocorriente como 1la exhibida en 1la Fig. XII.15, que corres-
ponde a una concentracién en ADN de 29,5 mg/dl, a una inten-
sidad de campo eléctrico de 0,97 KV/cm con una duracién de
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0,8 ms. El1 nimero debajo de la foto corresponde al factor de
amplificaciéon de 1a escala vertical,respecto de la referen-
cia Iy , que se adopté al registrar la sefial. El &ngulo o en
el sistema 6ptico es de 5 grados.

Figura XII.15

XII.8 BinnaﬁxingQngiamglégtxiQamdalmAuﬂwﬁgnigadg_ghhﬁnidgma
partir de ADN nativo previamente filtrado a traves de
Eel de agarosa

El proceso de obtencidén de la muestra es el siguiente: Se
realiza una cromatografia del ADN nativo en columna con gel
de agarosa (Sepharose 4B de Pﬁarmacia). La elucién se efec-
tia con una solucién acuosa de NaCl 1 mM con un pH de étS.
Se mezclan las fracciones extraidas de mayor concentracién.
La muestra asi obtenida se concentra de 5 mg/dl a 26 ng/dl,
se dializa luego contra una solucién acuosa de NaCl con una
concentracién 1 mM y finalmente se somete a la accién del
ultrasonido. La solucién obtenida de esta manera no presenta
un componente positiva de 1la birrefringencia eléctrica.
Ademds al aplicar a 1la solucién dos pulsos de tensién
rectangulares consecutivos y de polaridad opuesta (inversioén
del campo eléctrico) no hay cambio apreciable de la birre-
fringencia eléctrica cuando se produce la inversién. La foto
de la Fig. XII.186 corresponde a una concentracién de ADN de
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26,1 mg/dl, una intensidad de campo eléctrico E=0,57 KV/cm y
una duracién de 0,6 ms (cada pulso).En esta experiencia™= 5
grados.

Figura XII1.18

XII.7 Tiempo._de relajacion_ de la birrefringencia eléctri-
ca_positiva del ADN. sonicado

-Tiempo de relajacién de la birrefringencia eléctrica An en
funcién de 1la concentracién de ADN para un campo eléctrico
de 228 V/cm

Puede considerarse constante e igual a 200 Ms, dentro de
un error experimental del 10 %, para las siguientes concen-
traciones de ADN: 37,7; 55,5; 73,5; 82 y 115 mg/dl. Las so-
luciones son acuosas con NaCl 1 mM/1 y pH B,5.

-Efecto del MgClz sobre el tiempo de relajacién de 1la birre-
fringencia eléctrica positiva del ADN sonicado:

A una solucién de ADN sonicado con una concentracién de
71,4 mg/dl en NaCl 1 mM y pH 6,5 se le agrega distintas
cantidades de MgClsz.

El campo eléctrico empleado en la experiencia es de 228
V/cem.

Los resultados se muestran en la tabla siguientes.
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Tabla 1

Concentracién molar de MgClz 10-4 5.10-5 10-5 0
Tiempo de relajacién (Fs) 140 160 184 200

Con un error del 10 ¥%.

XI11.8 Transitorio.de. la_birrefringencia.eléctrica positi-
va.del ADN._sonicado.despues. de invertir. el campo. e-
léctrico.

Las mediciones se realizaron con un campo eléctrico de
228 V/m para el cual la birrefringencia eléctrica del ADN
sonicado es completamente positiva.

El transitorio de la birrefringencia eléctrica despues de
invertir el campo presenta un minimo Anmin tal aque el
cociente [ Anmin/ Anel, donde Ane representa la
birrefringencia en el estado estacionario antes de invertir
el campo eléctrico, vale 0,5 con un error del 10 % para una
concentracién en ADN de 37.5 mg/dl.

El tiempo transcurrido entre el momento de invertir el
campo eléctrico y el instante en que la birrefringencia toma
su valor minimo es de de 230 ps para la misma concentracion
de ADN mencionada arriba (error del 10%).

XI11.9 Refractometria.diferencial. de soluciones. de ADN so-
nicado

En la Fig. X11.17 se exhibe la grafica de calibracién del
refractémetro diferencial descripto en la seccién (XI), que
relaciona los incrementos de indice de refraccién con los
desplazamientos Sn:K.Ad. Esta calibracién se realizé con
soluciones de sacarosa a 20 oC % 0,1 oC para las cuales:
(n/c)=0,14386 ml/g. E1 valor de la constante K obtenido de
la grafica es de 2,333 x 10-8% (1/divisidn).





