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Se determinan las polarizabilidades Opticas en las direcciones paralelas y perpendicular al eje longitudinal, de
fragmentos de ADN tipo varilla. Las muestras se¢ obtienen sonicando ADN de timo de ternera. Las polarizabilidades
Opticas se calculan a partir de la medicién de dos parametros fisicos: la birrefringencia eléctrica de saturacién (a
campo eléctrico infinito) y el incremento de indice de refraccién, respecto al solvente. Para la determinacién de
birrefringencia de saturacion se mide la birrefringencia eléctrica a campos elevados (mayores de 15 kV/cm) y se
extrapola a campo eléctrico infinito. Para la medida del incremento de indice de refraccién se emplea un
refractémetro diferencial tipo doble prisma.

We determine the parallel and perpendicular optical polarizability, to the symmetric axis of rodlike deoxyribonucleic
acid (DNA) fragments. Experimental measures of two physical parameters compute the optical tensor: the saturated
electric birefringence at infinite electric field and the refractive index increment respect to the solvent The saturated
birefringence was determined by electric blrefrmgence measures at high field strengths (greater than 15 kV/cm)
extrapolating to infinite field strength. A doublé prism type differential refractometer was used to determine the

refractive index increment value.

L INTRODUCCION

La aplicacién de un campo eléctrico rectangular a una
solucién de macromoléculas la vuelve birrefringente. Si la
duracion del pulso se elige adecuadamente se llega a un
estado estacionario, con un valor de la birrefringencia
eléctrica An dependiente del campo eléctrico aplicado y
de las propiedades eléctricas y Opticas (tensores
polarizabilidades eléctrica y 6ptica). Cuando se suprime el
campo eléctrico se produce el decaimiento An(t), que
depende de la forma y tamafio (tensor de difusion
rotatoria) y propiedades Opticas (tensor polarizabilidad
éptica) de las moléculast

Para moléculas con simetria cilindrica las mediciones
de la birrefringencia eléctrica permiten determinar la
anisotropia de la polarizabilidad éptica Aa® = %3 - a°).

Donde a%; y a; son las polarizabilidades Opticas
paralela 'y perpendicular al eje de simetria
respectivamente.

El objetivo de este trabajo es encontrar los términos de
polarizabilidad 6ptica a®;; y o en forma independiente
para fragmentos de ADN tipo varilla. Estos pardmetros se
encuentran efectuando mediciones de la birrefringencia
eléctrica de saturacion a campo E infinito para soluciones
acuosas de ADN sonicado y del incremento del indice de
refraccion respecto al solvente de las mismas.

En la molécula de ADN la anisotropfa Optica es debida
casi completamente a los electrones n de los anillos
heterociclicos de las bases. Estos anillos tienen su mayor
polarizabilidad Optica en sus planos y muy débil en la
direccion perpendicular, por lo tanto, en las doble hélices
de ADN la polarizabilidad es mucho mayor en Ia

* Autora quien debe dirigirse la correspondencia.
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direccion paralela a los planos de las bases que en la
direccién paralela al eje largo de la molécula. En la
transicion w—m*, la principal reparticibn de carga
electrénica es un corrimiento paralelo al plano molecular
de las bases y el momento de transicién es también
paralelo al plano. Las transiciones n—n* estdn asociadas
con débiles momentos dipolares eléctricos de transicién y
sus contribuciones al espectro de absorcién parecen
despreciables. La polarizabilidad éptica de una molécula
de ADN se origina en las transiciones electrénicas
responsables de las bandas de absorcién en un rango
espectral en el ultravioleta no demasiado lejano. Las
transiciones n—»n* dan lugar a dos fuertes bandas de
absorcidn, los maximos de las cuales estan cerca de 260
nmy 185 nm en los derivados de acidos nucleicos.

Segiin la teoria cudntica, la polarizabilidad dptica esta
vinculada a los momentos de las transiciones electrénicas.
Si i es el momento total para una transicién desde el
estado cudntico O hasta el estado cudntico i las
polarizabilidades épticas en las direcciones paralela y
perpendicular al eje longntudmal del ADN se pueden
expresar de la sxgulente manera;

as, ='3FZVi,Ui" vl -v?) (Y

2
) = 'é‘h'zvi,uii i -v?) 93]

donde ;i y gsson las componentes del momento de
transicién en las direcciones paralela y perpendicular al
eje de longitudinal del ADN.

La atribucién de bandas de absorcién a las diversas
transiciones (electrénicas) de los grupos croméforos y el
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conocimiento de la direccion de polarizacién de sus
momentos de transicion necesita de los recursos de varios
métodos espectroscopicos (dicrofsmo lineal, polarizacion
de la fluorescencia y dicroismo circular). El anélisis se
complica por la presencia de transiciones superpuestas en
el espectro de absorcion ultravioleta del ADN y las
ambigiiedades referentes a las direcciones de algunos
momentos de transicién n—>n". Ademas se encuentra sin
resolver el tema de el grado de contribucién significativa
de las transiciones n—n" fuera del plano de las bases'®.

La determinacion de o%; y o°; en forma
independiente puede contribuir a arrojar luz sobre estos
cuestiones ya que son, como se muestra en las ecs. (1) y
(2), magnitudes estrechamente vinculadas con las
componentes de los momentos de transicion pijj y Hiy €
introducen una informacién adicional. Ademds serviran
para dilucidar la contribucion de las diferentes
transiciones electrénicas a la polarizabilidad optica del
ADN.

En este trabajo se utilizd ADN sonicado, con el fin de
obtener muestras de un peso molecular menor, que
permite aplicar, como una primera aproximacion, un
modelo de varilla rigida®.

1. MARCO TEORICO

Birrefringencia Eléctrica en el estado estacionarie

Para determinar la birrefringencia eléctrica de
macromoléculas en solucién se coloca la misma entre dos
electrodos planos paralelos a los que se aplica una
diferencia de potencial para crear un campo eléctrico
orientador E; presentando la muestra dos indices de
refraccién, n, en la direccién del eje optico y n, en la
direccion perpendicular al mismo. La birrefringencia se
define como la diferencia de indices de
refraccion An=n, - n,.

Con el fin de relacionar la birrefringencia eléctrica con
los parametros moleculares empleamos la teoria
desarrollada por O'Konski et al® que considera
moléculas con simetria cilindrica para sus propiedades
eléctricas y Opticas. Estas son las siguientes: "%, y
o®°), las polarizabilidades eléctricas (6pticas) paralela y
perpendicular al eje de simetria respectivamente,
2050 = B0 - EO) fa anisotropia de la polarizabilidad
eléctrica (6ptica), y K, el momento permanente en la
direccion del eje de simetria. A estas polarizabilidades de
las particulas en solucién se las debe considerar como
incrementos de las polarizabilidades del soluto con
respecto al solvente (Olgotuto-Ctsotvente)-

Funcién de orientacion

La birrefringencia eléctrica en soluciones diluidas de
macromoléculas esta dada por la ecuacion:

An = An,D 3

donde An,, es la birrefringencia de la solucién con las
moléculas completamente orientadas en un campo
eléctrico infinito y @ es el factor de orientacién. Para el
modelo de molécula polarizable no polar, Ila
birrefringencia de saturacion vale:
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Ang = [_2_7’?1 (0‘:?3 -ay )} “4)

donde n es el indice de refraccién de la solucién sin
orientacién preferencial de sus moléculas
(aproximadamente el indice de refraccién del agua para
soluciones diluidas) y ¢, es el numero de macroiones por
cm’,

El factor de orientacion, @, esta dado por

D= %[3(0052 9>av - 1)

® = % 3 [cos? 6 (8, 127 sen 60 -1 )
0

donde 6 es el angulo entre el eje de simetria de la
macromolécula y la direccion del campo, <c0s%0>,, es el
promedio estadistico del valor de cos’®, y f(0,t) es la
funcién de distribucidon angular para la orientacién de
macromoléculas en cualquier tiempo.

Cuando el efecto de orientacion debido al campo
eléctrico es equilibrado por el efecto de desorientacion
debido al movimiento Browniano de rotacién, se alcanza
un estado estacionario con una funcién de distribucion
angular independiente del tiempo dada por la ley de
distribucion de Boltzmann siguiente

£6) = exp(-U/kT)

j (~U / kT)27 sen 6d6
0

6

donde U es la energia potencial de la macromolécula en el
campo eléctrico, k la constante de Boltzmann, y T la
temperatura absoluta.

La energia potencial U es la energia de interaccion de la
macromolécula con el campo eléctrico debido a su
anisotropia de la polarizabilidad eléctrica:

U=-(1/2)Aa®E*cos’ @)
donde E es la intensidad del campo externo, y donde se
supone el momento dipolar permanente, en el eje de

simetria, nulo p,=0.
De las ecs. (5), (6) y (7) obtenemos

1
.. 3_J;u2 exp( yu®)du ] (8)

S
2 jexp( yu?)du
-1
donde hemos introducido las notaciones u = cos@ y
y = [Aa® /2kT] E%.
Se puede demostrar que para campos eléctricos
elevados, @, puede expresarse de la siguiente manera

An 3(2kT Y 1
G B4 i L 9
Ans 2[AQEJE2 ( )

La ec. (9) permite obtener el valor de la birrefringencia de
saturacion, Ang, o sea la birrefringencia a campo eléctrico
infinito (E—»>x), extrapolando An vs. 1/E* a E =w.
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Relajacién de la birrefringencia eléctrica

Para una solucién monodispersa de particulas
cilindricas rigidas, la curva de disminucién de la
birrefringencia eléctrica, An(t), después de suprimir el
campo eléctrico, se expresa de la siguiente manera’:

An = (An),_, .e% (10)

donde (An) - es la birrefringencia eléctrica a tiempo cero
y 1 es el tiempo de relajacion de las moléculas.

Diferencia entre los indices de refraccién de la
solucién y del solvente

La expresion para el incremento, 8n = n — n,, entre los
indices de refraccién de la solucién, n, y del solvente, n,,
en funcién de los términos principales del tensor
polarizabilidad éptica de Ia particula con simetria
cilindrica, resulta'”;

1= [2”:‘"‘ (o5 +222 ) 3]

0

an

donde se empleo la aproximacién n + n, = 2 n, , valida
para soluciones diluidas.

Determinacion del los términos a°; y o’y del tensor
de polarizabilidad 6ptica

Empleando las ecs. (4) y (11) se obtienen las
siguientes expresiones para los términos principales del
tensor polarizabilidad 6ptica a®s;, a®),

o __ nor _l
(a1

o Mo, 2
a33 —( ”v,fzﬂ_cl)[an‘f 3 AnsJ

donde se us6é que ny =~ n, valida para soluciones diluidas.
En ellas, la concentracién ¢, (numero de macroiones por
cm’) se relaciona con la concentracién c, expresada en
mg/dl, de la siguiente manera ¢; = N, ¢ 10° / (PM) ,
donde (PM) es el peso molecular expresado en Dalton.

IL MATERIALES Y METODOS
EXPERIMENTALES

(12)

(13)

Birrefringencia Eléctrica

Para realizar la medicién de las propiedades electro-
opticas (birrefringencia y dicroismo eléctricos) se utilizé
un equipo disefiado y construido por Bertolotto ez. al.®),
que consta de una fuente de luz monocromadtica y plano-
polarizada, generador de pulsos marca Velonex con el
cual se generan campos eléctricos de hasta 21kV/cm, con
una duracion del orden de 100us, celda de Kerr con 0,15
cm entre placas y lecm de camino 6ptico, ldmina % de
onda, analizador, fotomultiplicador, y osciloscopio
conectado a una computadora mediante interfase.

Se utiliz6 una muestra de ADN nativo de timo de
ternera altamente polimerizado (SIGMA, Tipo I cat.
D1501), con una concentracién de 70 mg/dl. en solucion
acuosa de lmM de NaCl. Las soluciones de ADN fueron
sonicadas en un generador ultrasénico modelo Conet con
una frecuencia de 20kHz a 25W de potencia.
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La concentracién de la solucién se determino
mediante un  espectrofotémetro UV-VIS  marca
METROLAB (RC250 UV) empleando como coeficiente
de extincién para el ADN, gspy = 200 dl/(g.cm) a una
longitud de onda de 260 nm. La concentracién se obtiene
al aplicar a las medidas de absorcién la Ley de Lambert y
Beer. :

El peso molecular de la muestra se obtuvo a través de

tiempo de relajacion de las moléculas®.

Refractometria diferencial

Para determinar el incremento del indice de refraccion
de una solucidn con respecto al del solvente, dn = n - n,,
se construyo un refractometro diferencial similar al
presentado por Brice y Halmer ©®. En la Figura 1 se
exhibe un esquema de este instrumento, que se compone
de los siguientes elementos: FL: Fuente luminosa
(lampara de sodio), L: Lente condensadora, R: Rendija,
CD: Celda diferencial del tipo “doble prisma”, P: Lente
proyectora, C: Catetometro colocado para medir
desplazamientos horizontales d.

Los autores mencionados demuestran que el
incremento  8n es proporcional al desplazamiento d del
haz luminoso en un plano transversal al mismo, es decir
dn=k Ad.

Refractometro Diferencial

Figural: Montaje experimental del Refractometro
Diferencial.

I1I. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Se obtuvo el tiempo de relajacién de las moléculas
realizando un ajuste exponencial del decaimiento An(t)
como se muestra en la Figura 2. El resultado fue
1= (31£ 1) ps. Para el peso molecular de las muestras, se
utilizaron valores tabulados previamente e interpretados
desde un grafico log-log de la dependencia del peso
molecular con los tiempos de relajacién dados por
Houssier™, El peso molecular promedio de Ia muestra de
ADN sonicado encontrado fue de 270.110 Dalton
correspondiente a una longitud de cadena de L=1350 A.
En esta experiencia se aplico un campo eléctrico de 18,7
kV/em.

Tabla 1
Concentracion de ADN én x 10
(mg/dl)
70 1,2600
52,5 0,9502
35 0,6155
17,5 0,2293
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Figura2: Oscilograma del decaimiento de la
birrefringencia eléctrica.

Basandonos en la ec. (9) se obtuvo el valor de la
birrefringencia eléctrica de saturacién, An,, extrapolando
An a intensidad de campo eléctrico infinito, empleando un
grafico de An en funcién de 1/E? como se muestra en la
Figura 3. En ella la concentracién de ADN, en mg/dl, es
de 7 mg/dl. El valor de An, obtenido es Ang=-4.51 x 10°.
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36F B 4
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32 4
-3,0+ g

Anx10°

28} > 1
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25 30 35 40 4:5' 50 55 60 65
1/E% 10* (em/kv)’
Figura 3: Birrefringencia de saturacién

A" w0 80 A6 1z
Ad
Figura 4: Grdfica de calibracion del
refractémetro diferencial.

En la Figura 4 se muestra la grafica de calibracion del
refractometro  diferencial, que se realizd6 mediante
soluciones de sacarosa a 20 °C + 0,5 °C para las cuales
(8n/c) = 0.1436 ml/g. El valor de la constante k obtenida
de la grafica es de 6.197 x 10°° (1/division).
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En la Tabla 1 se indican los valores de dn obtenidos
para soluciones de ADN sonicado con distintas
concentraciones. Las mismas son acuosas con NaCl ImM
ypH 6,5.

Un ajuste lineal de la grafica dn vs. ¢ (Figura 5)
permite conocer el valor del incremento de fndice de
refraccion para la misma concentracién usada en la
determinacion de la birrefringencia de saturacién An,
c¢=7 mg/dl, queresulta dn=1,25x 10 + 0,04 x 107,

Empleando las ecs. (12) y (13) con los valores de An
y n indicados arriba se encuentran para los términos del
tensor polarizabilidad 6ptica:

a®,=(1,9+0,1)x 10 cm’
%=’y
o33 =(1,3+0,1)x 107 cm’

1.4
1,2+
1.0} 4
08¢
0.6

sn x 10°

0.4}
0.2} o

090 26 30 40 50 60 70
¢ {mgidi)

Figura 5: Incremento del indice de refraccion del

ADN con respecto al solvente vs. Concentracion.

IV. DISCUSION

Si bien los macroiones de ADN se comportan como
varillas rigidas para longitudes menores que 600 A® en
este experimento, la teoria para particulas rigidas aplicada
para hallar o®; y o, sigue siendo valida a pesar de que
el ADN utilizado tiene una longitud promedio de 1350 A
para la cual la molécula se hace semiflexible. Aun para el
caso de particulas semiflexibles, puede aplicarse el
método experimental y la teoria usados en este trabajo.

Un modelo simple y adecuado para describir el
comportamiento electro-6ptico de particulas semiflexibles
y de Jongitudes de hasta 2000 A, es el modelo “macroién
varilla quebrada” (MVQ) compuesto de dos brazos
rigidos de longitud L y con un éngulo y entre ellos,
presentando un potencial elastico en la bisagra™®.

Si se calcula el tensor polarizabilidad éptica del MVQ
suponiendo que las polarizabilidades de cada brazo son
aditivas, y si se calcula su correspondiente incremento de
indice de refracciéon con respecto al del solvente, dn, se
obtiene la misma expresion (ec. (11)) correspondiente a
una particula rigida.

Por otra parte, para obtener la birrefringencia eléctrica
de saturacion se emplean campos eléctricos muy elevados
que estiran la particula y la llevan a adoptar una forma
cilindrica. Esto se explica porque los campos eléctricos
aplicados inducen una polarizacion de la atmésfera idnica
alrededor del ADN, que conduce a un exceso de cargas
efectivas en los extremos de la doble hélice. El campo
eléctrico actia sobre estas cargas produciendo un
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. estiramiento de la doble hélice®. De esta manera la ec. 5.
: (9) empleada para calcular el An, es vélida. o -

En futuros trabajos*se buscaran ajustes cuantitativos
entre los valores de la polarizabilidad éptica detérminados 6
experimentalmente y los. valores. de los momentos de
transicién electrénicas  de- la molécula de ADN 7.
vinculados por las ecs. (1) y (2).
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