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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.

pPuLSO UNIco PULSOS INVERSOS

+Al '
’

A -
Jvd'
A~

——_\\\___4////— f.

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



6
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
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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



30
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 s<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>