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ZASTOSOWANIE METODY ANIZOTROPOWEGO ROZPRASZANIA SWIATEA
DO OKRESLANIA OPTYCZNYCH I ELEKTRYCZNYCH
WLASNOSCI BIOMAKROMOLEKUL

1. WSTEP

Przy badaniu dyspersyjnych roztworéw biomakromolekul wykorzystuje si¢ wiele metod
opartych na réZnych zjawiskach fizycznych. Jedng z najbardziej rozpowszechnionych jest me-
toda rozpraszania wiatta [1]. Pozwala ona na wyznaczenie masy 288 teczkowej,odpowiednich
parametrow geometrycznych, elektrycznych i optycznych rozpraszajacych Swiatto biomakro-
molekut.

Nasze rozwaiania ograniczymy gléwnie do informacji, jakie o parametrach optycznych
i elektrycznych daje metoda rejlejowskiego rozproszenia $wiatta. W zwigzku z tym oméwimy
zjawisko anizotropewego rozproszania $wiatta przez dyspersyjne roztwory biomakromolekut
zorientowanych w zewnetrznym polu elektrycznym.

Po raz pierwszy zmiany w natg¢Zaniu $wiatla rozproszonego przez dyspersyjne uktady pod-
dane dziataniu statego pola elektrycznego zostaly zaobserwowane w 1908 1. przez Blocha
iwi1912r.przezZeemana.

W latach 19531957 W ip pler{2, 3] w serii artykuiéw wyjasnit teoretycznie to Z]anSkO
i wykonat pomiary potwierdzajace te teorig. Rozwazat tu przede wszystkim czesciowa orien-
tacje makromolekut w statym polu elektrycznym o kierunku pokrywajacym si¢ z ptaszczyzng
obserwacji §wiatta rozproszonego. We b e r [4] rozwinatl dalej teori¢ Wipplera, ograniczajac
si¢ gtéwnie do orientacji trwatego momentu dipolowego. W 1962r. Wallach i Benoit
[5] opublikowali wyniki badan poli-L-glutaninianu benzylu (PBLG), interpretujac je w oparciu
o teori¢ Wipplera.

Stoylov{6-11] rozszerzyt teori¢ omawianego efektu, wiaczajac przypadek pola ele-
ktrycznego prostopadtego do ptaszczyzny obserwacji i uwzgledniajac po raz pierwszy peing
orientacje makromolekut w kierunku pola.

Szereg prac eksperymentdlnych zawierajgcych wyniki badart wzglednych zmian natezenia
$wiatla rozproszonego w zaleznosci od kwadratu pola przedstawit Jennings i wsp.[12-14].

Kielich[15-18] opracowal teori¢ rozpraszania $wiatta przez dyspersyjne roztwory bio-
makromolekut o liniowych wymiarach mniejszych od dtugoici fali éwiatta padajgcego,
zorientowanych w statym polu elektpycznym oraz w polu elektrycanym wiazki laserowe;.
Podat réwniez, oparta na badaniu zjawiska nasycenia elektrycznego, metode wyznaczania zna.
ku i wartosci liczbowej anizotropii optycznej takich biomakromolekut.

Ravey [19-23] rozwazat wyzej wymieniony efekt dla biomakromolekut w ksztatcie pa-
teczki, dysku i ktgbka gaussowskiego, o wymiarach liniowych rzedu diugosci fali. Pole orien-
tujace byto tu réwnolegte do ptaszczyzny obserwacji.
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W oparciu o wyzej wymienione prace oraz o wyniki dotychezas nie publikowane, przedsta-
wimy krétko teorie anizotropowego rozproszania $wiatta przez roztwory biomakromolekut
zorientowanych w stalym polu elektrycznym oraz podamy zaleznosci, ktére pozwolg wy-
znaczy¢ wartosé ich optycznej i elektrycznej anizotropii.

2. TEORIA

Rozpatrzymy procesy sktadajace sie na rozproszenie $wiatia przez rozciericzone, mono-
dyspersyjne roztwory sztywnych, anizotropowych biomakromolekut. Zaktadamy, Ze nie od-
dziatuja one ze sobg oraz z molekutami rozpuszczalnika, ktére przyjmujemy jako optycznie
izotropowe. Przede wszystkim bedziemy zajmowaé si¢ roztworami naturalnie optycznie nie-
aktywnymi i nieabsorbujacymi energii. O§ symetrii elektrycznych i optycznych wiasnosci
biomakromolekut bedzie pokrywac sie z ich osia geometryczng.

Rozwazania teoretyczne przedstawimy najpierw dla przypadku biomakromolekut o linio-
wych wymiarach | mniejszych od diugosci fali A §wiatia padajacego. Nastepnie przedyskutuje-
my przypadek biomakromolekut o liniowych wymiarach 1 rzedu dtugosci fali A.

2.1. BIOMAKROMOLEKULY MALE (1 < 21—0?\> .

Ograniczamy tu temat naszych rozwaari do rozproszenia elektrycznego, dipolowego. Nie
uwzgledniamy rozproszenia pochodzacego od interferencji wewnatrzczasteczkowej.

Tensor natezenia If. swiatta rozproszonego przez roztwory o gestosci p biomakromolekut
w laboratoryjnym ukladzie wspotrzednych 0(x,y,z) mozna okresli¢ nastepujaco [18}]:

2 2 .
gooe (EMO TmON -
oo de? dat? Qt

gdzie symbol < > . oznacza Sredniowanie po wszystkich mozliwych orientacjach £ bio-
makromolekut i po okresne oscylacji pola elektrycznego E(t) = E; cos w t fali $wietlnej
oscylujacej z czestotliwodcig w; ¢ — predkosé swiatla.

Przyjmijmy natezenie pola elektrycznego E(t) tak mate, by powodowato ono tylko liniowa
polaryzacje biomakromolekut. I-ta sktadowa indukowanego momentu dipolowego wynikajgce-
go z tej polaryzacji dana jest przez zwiazek:

mi(t) = aikEk(t)v : (2)
gdzie a;, sa sktadowymi symetrycznego tensora optycznej polaryzowalnosci izolowanej bio-
makromoleku{y '

Transformujemy tensor a,, od laboratory_]nego uktadu wspohzednych do uk}adu odnie-
sienia osi gtéwnych 1, 2, 3 makromolekuiy

3
ay = E ac, Cyos . 3

gdzie: ¢, — cosinus kata miedzy i-t3 osig laboratoryjng i s — osig gtowna.
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Niech a, bedzie polaryzowalnoscia réwnolegia do osi symetrii i a; = a, polaryzowalnosciami
prostopadtymi do a,. Wéwczas réwnanie (3) przyjmie prostsza postac:

ay = a&ik + ak (3 i3 k3 — Bik)’ 4)
gdzie:
a, + 2a a, - a ,
a = _3__§.__l 1 x = _.3_..+_.2L (5)
a3 4

bg¢da oznaczaé kolejno srednia polaryzowalno$é optyczna i anizotropi¢ optyczng biomakro-
molekuty; &, — tensor jednostkowy Kroneckera:

: 1, i=k

8 = ' T
0, i#k

Podstawiajgc zaleznosci (2) i (4) do réwnania (1), otrzymujemy. [18):

s = oA
Iij —{Sik 61.] + < 3°i3°k3 ‘Sjl + 3§ikcj3°l3 - 28m<5ji >n +

2 - is
+ %7 < 9¢y €3 Cx3 G3 3¢5 Cyg 6].‘ - 38,4 %3 3 + 8, Sj‘ >a } Li» ©6)

gdzie:
is o, (W)t 2 ,
I;:l—p(c) a* <E E > Q)

jest tensorem nateZenia izotropowego rozproszenia $wiatta.

Rozwazany przez nas roztwdr poddajemy terdz dzialaniu zewngtrznego, statego pola
elektrycznego E skierowanego prostopadle do plaszczyzny obserwacji. Pole. to powoduje
reorientacje biomakromolekut, a tym samym wartoi¢ skladowych natezenia $wiatla roz-
proszonego ulega zmianie. Wzgledng zmiane nateZenia $wiata rozproszonego w obecnosci
pola orientujgcego mozna zdefiniowac nastepujgco [6]:

E_p

E -
61 0

6]

gdzie E 0 oznaczajg kolejno natgzenie $wiatta rozproszonego w obecnosci pola Eibez pola.
Korzystajac z réwnania (6), definicji (8) oraz uwzgledniajac warunki doswiadczenia przed-
stawione na rys. 1, otrzymamy wyraZenia na wzgledne zmiany skladowej wertykalne;j i ho-
ryzontalnej $wiatta rozproszonego, przy uwzglednieniu odpowiedniej polaryzacji §wiatta pa-
dajacego (indeks dolny):
sVE = —I-VO <1+ 2x(3 050 — 1) +12(9 cos®0 — 6 c0s20 + 1> p — 1, ©

v
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o

Rys. 1. Okreélenie warunkow d_gﬁwiadczenia
Wiazka $wiatta pada w kierunku y, jej wektor elektryczny E(w) oscyluje w praszczyznie xz (kierunki
oscylacji elektrycznej definiuja odpowiednio kierunki polaryzacji, v — wertykalna, h — horyzontaina).
Swiatto rozproszone obserwujemy w kierunku §, gdzie V, H oznaczaja odpowiednio wertykaing i horyzon-
talng sktadowa $wiatia rozproszonego, 0'- kat obserwacji, @ — kat miedzy osia z a osig symetrii ¥ biomakro-
molekuly, ¢ — azymut osi symetrii §. Oricntujace state pole clektryczne F jest skicrowane w kicrunku osi z

SVE = L < cos?d sinl@ cosz¢ >n E ) - (10)
. VO K .
h N
E_ L 20 «in2 2 N
SH; = Ho< cos“f sin“0 cos(p + 8) >QF. -1, (1)
v .
E_ 1l _ 2. ) N ooe \
éH, 0< cos“6’ + 2x[3 sin“0 cos(p + ') cos ¢ cos O'+
H '
h
— c0s20'] + x2[9 sin*0 cos?p cosP(p + 07) +
— 6 sin26 cos(p + 8") cos ¢ cos 6 + cos?0'] >op — L (12)
gdzie

0 - 4 2\ s
vV, = <1+5)( ) [‘z‘Z,
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o VO
Ho_h_3,2 . O 3)
[1287 Iis 5 )
XX

jore}
=}
|

b {cosze' + xz[g— cos2@' + —'z- sinza']} l;sx

s3 odpowiednimi sktadowymi $wiatta rozproszonego przy braku pola zewnetrznego. Symbol
<> g 0znacza $redniowanie po orientacjach biomakromolekut w polu E z funkcja rozktadu

1(0, E) w postaci:
2 .
£0,F) =221r ixp (p cosﬁ + cos“8) ’ (14)

ff exp(p cosé + g cosza) sin 6 d0 dy
00

przy czym
) E (@ — o))
PeiE i 9= g B (s)

przedstawiajg. kolejno bezwymiarowe parametry orientacji trwalego momentu dipolowego u
oraz elipsoidy polaryzowalnoséci elektrycznych (a5, @, — odpowiednie polaryzowalnosci
elektryczne w kierunku osi symetrii i w kierunku do niej prostopadtym, k — stata Boltzmanna,
T — temperatura bezwzgledna). , }

Przedyskutujemy obecnie wyrazenia (9)—(12) dla przypadku pola orientujgcego o matych
wartosciach natgzenia, tzn. gdy (p cos 8 + q cos? 0) < 1. Mozemy wéwczas funkcje rozktadu
(14) rozwina¢ w szereg potegowy [18]:

f(6,E) =6+ £, +£, + ..., _ (16)

gdzie f, = L oznacza funkcj¢ rozktadu w nieobecnosci. pola; f 1> f5 - — kolejne przyblizenia
funkcji rozkfadu zalezne od odpowiednich poteg natezenia E pola orientujacego. Poniewaz
bedziemy rozwazaé zalezno$é wzglednych zmian $wiatta rozproszonego od kwadratu nate-
Zenia pola, ograniczymy si¢ tylko do pierwszego i drugiego przyblizenia funkgji rozktadu.
Maja one postaé:

f

L = 5 { p cosfd + q(cos20 - -;-)} ,

an

1 1 '
fy =3 0pz(cos2(9 -3)

Stosowanie pola o malym nateZeniu jest bardzo korzystne przy wyznaczaniu anizotropii
elektrycznej (aq — "‘1) niedipolowych biomakromolekut. W tym przypadku wzgledne zmiany
6VE,6H§,6Hh mozna wyrazi¢ nastepujaco:
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(0‘3 - 0‘1) 2

Em2y = suBm2y =
6V, (E°) = SH(E”) 1 KT E~,
(18)
-2Aa, - a,)
Ep2y = 3~ 17 02 = ono
6H(E) LT E przy § = 90°.

Poniewaz w wyrazeniach (18) nie wystepuje zaleznosé od anizotropii optycznej, z nachylenia
prostej BVE(EZ) = 6H§(E2) przy dowolnym kjacie obserwacji oraz proste;j SHE(EZ) przy ob-
serwacji pod katem 90° mozemy bezposrednio okresli¢ znak i wartos¢ liczbowa anizotropii
elektrycznej.

Informacji o optycznej anizotropii dostarczaja badania wzglednych zmian $wiatla roz-
proszonego w obecnosci zjawiska nasycenia elektrycznego [18], tzn. wéwezas, gdy niedipolo-
we biomakromolekuty pod wptywem -dziatania pola-o duiym natezeniu ustawia si¢ swoimi'
osiami najwigkszej polaryzowalnosci w. jego-kierunku. Wyrazenia (9)—(12) dla biomakromo- ,
kut o matej anizotropii (x <0, 1), przyjmuja tu postaé (p = 0, q >t )

SVE (0, + ) = 4,
SVE (0, + =) = 8HE (0, + =) = —1, (19)
SHE (0, + =) = —1 przy § = 90°
dla o -y >0;
SVE (0, — o) = —2
SVE (0, — ) = 8HF (0, — ) = —1, (20)
SHE (0, - o) =-;— przy 6 = 90°
dla ) <0. |
Tak wiec badajgc SHE(O, too) przy 8' = 90° uzyskujemy informacj¢ o znaku anizotropii

elektrycznej, natomiast badajac 8V,(0, £o<) przy dowolnym kacie obserwacji moZemy wy-
znaczy¢ wartos¢ liczbows i znak anizotropii optycznej.

2.2. BIOMAKROMOLEKULY DUZE (1 ~ N

Rozwazajac rozproszenie $wiatta przez biomakromolekuty o liniowych wymiarach rzedu
diugosci fali $wiatta padajacego, nalezy dodatkowo uwzgledni¢ wplyw interferencji we-
wnatrzczasteczkowej na ostabienie jego nateienia. W zwiszku z tym wyrazenia (9)—(12)
beda zawieraty pewna funkcje parametréw geometrycznych, ktérej postaé zalezy od ksztattu
biomakromolekut. Ograniczamy sig¢ gtéwnie do biomakromolekul w ksztatcie ‘wydtuzonego
cylindra. Zaleznos¢ (9)—(12) beds przyjmowaty teraz postaé [24]: : '
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1
6@=;y“ﬂ&mme>meL
y i
1 , ‘
SHY =— <10 v, 0)FK 8 >gp - 1,
I—lV
21
sVE =L <1 0 o FK ) > v -1 @
h 0 < m(9 So) ( ’ ﬁ) SZ,E >
vh
E _ 1 ,
6Hh —T-IB < Im(gi ¢, 0) F(Kr ﬁ) >Q,E - 11
h

gdzie I, s3 odpowiednimi wyrazeniami stojacymi pod znakiem Sredniej dla biomakromolekut
matych; Vﬁ, V?, H(v), Hg oznaczaja sktadowe §wiatta rozproszonego przy braku pola, zalein'e

od parametru geometrycznego K oraz kata 8’ [25].
Funkcje F(K,8) w przyblizeniu Rayleigha-Debyea-Gansa, okresla si¢ nastepujaco:-

sinZ(K cos )

F(K,B) =
8 K2 coszﬂ

]

przy czym [K = —?“—sin =] (L — dtugos$¢ biomakromolekuty, A — dtugosé fali swiatta pa-

dajacego, f — kat migdzy dwusieczna zewnetrzng kata obserwacji 8’ a osig symetrii T bio-
makromolekuly.

Wykonujac $redniowanie wyrazert (21) nalezy przedstawié¢ cos §, w zaleznosci od funkcji
trygonometrycznych katéw 8', ¢, 6 [11].

Podobnie jak w przypadku biomakromolekut matych mozna z nachylenia prostej 6VE(E2)
przy dowolnym kacie obserwacp lub prostej 6HE(E2) przy 0' = 90°, oszacowaé wartosé
liczbows i znak anizotropii elektrycznej (a3 - °‘1) niedipolowych, duzych biomakromolekut
o danej dtugosci L. Na przyktad 8V przyjmuje tu postac:

F'(K) (@ - ) g2

E(p2y =
VR = T S ’ .
v
gdzie
3j,(2K)  j;(2K) T LK) 32K
P = |- 2200 180 13 ) a0 siol  BE0 %00
4x* 12k3  90K?2 2| 12K e -

J(2K) +j1(2K) 1 (ZK) 13
122 6K3 12K 45K2
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; = 1/1_ ; .
przy czymj_(2K) = 2K Jns % oznacza sferyczng funkcje Bessela rzedu m,
2K '
Si(2K) = / ‘“l‘;“’i dx.
0
Mierzac stopien depolaryzacji D, $wiatta rozproszonego przy naturalnym Swietle padajacym,

w abecnosci nasycenia, mozemy wyznaczy¢ warto$é liczbowa anizotropii optycznej oraz
okresli¢ jej znak. Tak wigc, przy q = +o, p = 0 otrzymujemy:

£
H. (0, ») 2
od) = = 1 —x 2,0 \
Dn(O, ) VS(O, =) (1 T 2:{) cos“0’. (23)
Stad:
_1-m _1+m .
" T 1V me ("2 - 1——2m)’ (24)
gdzie:
VD, (0, «) ,
M= os 0 ’ @5)

Fizyczne znaczenie ma jedynie rozwigzanie xl(»‘tz > 1 przy m <0,5; %, <0 przy m > 0,5).
Wyrazenie (24) jest réwniez stuszne dla matych biomakromolekut, poniewaz w zaleznosci
(23) nie wystepuje parametr K. W zwigzku z powyzszym, badajac zalezno$é D, (0,) = f(c0526 .
mozemy wyznaczy¢ warto$é liczbowa i okresli¢ znak anizotropii optycznej biomakromole-

kut (gdy m < 41;;”( >0; m>1, *<0). Metoda ta jest stuszna tylko w przypadku gdy 0y -y >

>0, poniewai\'oz‘; ~ a) <0 zalezno$¢ D (0, —) = f (cos29') jest bardziej ztozona. Ma ona jed-

nak tg zalete, Ze nie wymaga Zadnych ograniczen dotyczacych wartosciX.

) 3. WNIOSKI

Podsumowujac nasze rozwazania mozemy stwierdzic, ze stosowanie statego pola elektrycz-
nego o matej wartosci nateZenia pozwala nam z zaleznosci (18) i (22) okresli¢ warto$¢ liczbo-
wa i znak anizotropii elektrycznej biomakromolekut o okreslonej diugosci. Takie badania
byty wykonywane eksperymentalnie przez Jenningsa[12—-14]i Stoylova[ll]dla
wirusa mozaiki tytoniu, PBLG i szeregu innych makromolekut.

Natomiast stosowanie pél o duzych wartosciach nateZen, tzn. przy wystgpowaniu zjawiska
nasycenia, pozwala na okreslenie z zaleznosci (19), (20) i (24) wartodci liczbowej i znaku
anizotropii optycznej. Zjawisko nasycenia wystepuje gléwnie w roztworach biomakromolekut
o duzych wartosciach q/E2 (np. dla wirusa mozaiki tytoniu q/E2 2jest rzedu 0,4) oraz przy
stosowaniu pol impulsowych [9,18]. Przy matych wartosciach q/E* nalezy stosowaé wigksze
pola,a tym samym istnieje wigksze prawdopodobiefistwo wysta~
pienia przebicia elektrycznego,
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Wzglgdne zmiany $wiatta rozproszonego malejg ze wzrostem parametru K. Nasycenie, przy aks{'lﬁiowfj
wartosci (a; — @;), wystepuje przy tym wigkszej wartosci pola, im wigksza jest

wartosé K [26].
Rozwazana przez nas teoria jest réwniez stuszna, w przypadku gdy polem orientujacym

jest stale pole magnetyczne lub pole elektryczne wiazki laserowej [17, 18]. Jedynie odpowied-

nie parametry reorientacji beda zalezaty od wielkosci charakteryzujacych biomakromolekuty

przy dziataniu tych pSl. Tym samym, przy stosowaniu matych nat¢zen pél magnetycznych be-

dziemy mogli wyznaczy¢ warto$¢ anizotropii magnetycznej (x3 - %) (X3» X; -- odpowiednie

polaryZowalnosci magnetyczne w kierunku osi symetrii i w kierunku do niej prostopadtym).

Podobnie przy matych natgzeniach wiazki laserowej mozna okresli¢ warto$¢ anizotropii

S ¥ wi - .
optycznej _(a3 — a; ) przy czgstosci laserowej wp .

Informacji o anizotropii optycznej (a3 - al) dostarcza takze nasycenie elektryczne efektu
Kerra [27]. Mierzac zmiany przenikliwosci elektrycznej przy nasyceniu elektrycznym, mozemy
réwniez uzyska¢ informacje o elektrycznej anizotropii makromolekut [28, 29].

W ogdlnym przypadku nalezy braé¢ pod uwage fakt, Ze wigkszos¢ biomakromolekut jest
optycznie aktywna [30, 31].

W ostatniej chwili Jenings i Coles[32] doniesli o pierwszej obserwacji orientacji
makromolekut w polu elektrycznym wiazki laserowe;.
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Maria Kottowska, Stanistaw Kielich

DETERMINATION OF THE OPTICAL AND ELECTRIC PROPERTIES OF BIOMACROMOLECULES
BY THE METHOD OF ANISOTROPIC LIGHT SCATTERING

Summary

Anisotropic light scattering by solutions of‘ biomacromolecules, arrayed in an external DC electric field,
is a source of data concerning their dipole moment and anisotropy, both optical and electric. A theory of
the effect is proposed for biomacromolecules of linear dimensions | less than incident light wavelength

1
)\(1 <% )\) as well for ones of linear dimensions of wavelength order (1 ~ X). Formulae are derived for

the relative changes in scattered light intensity versus the square of the external field strength permitting
to determine the sign and numerical value (013 = @) of the electric anisotropy (0 — the electric polariza-
bility of the biomacromolecule in the direction of its symmetry axis, & — that perpendicular tb the latter).
Very high external field strengths lead to electric saturation (the biomacromolecules are completely oriented
with their axis of maximal polarizability into the field direction). Relative changes in intensity, scattered
at electric saturation, are considered, and formulae are proposed permitting to determine the sign and
numerical value of the optical anisotropy of such biomacromolecules. Cases of reorientation by other
external agents (a magnetic field, or the electric field of a laser beam) are also discussed.
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