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STATISK LYSSPREDNING

Oppgavens formal:

e Lorsta begrepet spredevolum og dets avhengighet av spredevinkelen.

e Lorsta viktigheten av a ha kontroll med mengden stgv i prgven og bli kjent med prosedyrer
for a oppna dette.

e Male vinkelavhengigheten til det spredte lyset fra et kjent prevemolekyl.
e Tegne opp et Zimm-diagram og beregne derfra molekylvekt, treghetsradius og andre viri-

alkoeffisient for prgvemolekylet.

En i hver gruppe tar med en egen diskett for lagring av data!

Laserlys er farlig a fa i gynene!!

Det er meget at laserlyset er blokkert av hver gang man skifter lgsning!
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Figur 1: Straling fra indusert dipol p,(t) oscillerende i z-retning. Vinkelen @ er spredningsvinkelen.
Detektoren beveger seg i xz-planet.

1 Teori

Statisk lysspredning er en viktig metode for bestemmelse av molekylvekt og geometri til makro-
molekyler i lgsning. Teorien for statisk lysspredning fra makromolekyllgsninger er gjennomgatt i
relativt stor detalj i forelesningene i Molekylaer biofysikk. Her repeteres de aspekt som er direkte
relevant for forstaelsen av det som skal demonstreres i denne labgvingen.

1.1 Dipolstraling

I klassisk elektromagnetisk teori beskrives en fluks av fotoner som en kontinuerlig harmonisk
elektromagnetisk bglge med bglgetall

27 27y
k= SURErS (1)
hvor A er bglgelengden, c er fasehastigheten og v er frekvensen til lyset. For synlig lys ligger A mel-
lom 400 og 700 nm. Plasseres et atom i et slikt harmonisk elektromagnetisk felt, vil det patrykte
elektriske feltet F(¢) perturbere elektronorbitalene og indusere et harmonisk oscillerende dipol-
momet p(t), se Fig. 1. Dersom det elektromagnetiske feltet £ er polarisert i a-retning er ogsa

det induserte dipolmomentet p i x-retning:

Pe(t) = b (1) (2)
hvor « er polariserbarheten til atomet. Den harmoniske tidsendringen til det induserte dipolmo-
mentet innebaerer at ladninger akselereres, noe som alltid fgrer til emisjon av elektromagnetisk
straling. For straling fra en harmonisk oscillerende elektrisk dipol er det elektriske feltet til den
resulterende dipolstralingen polarisert i samme retning som dipolen svinger, i vart tilfelle langs
. Med en detektor i sprederetning 0 males da komponenten av dipolstralingen i z’'-retningen
(se Fig. 1), og denne er gitt ved uttrykket

2
E.(0) = m cosf (3)
€reQCHT
hvor

v = w/2mw = stralingens frekvens
€ = relativ permittivitet i omgivende medium
€9 = permittiviteten i vakuum
co = lyshastigheten i vakuum
r = avstand dipolen — detektor
0 = spredevinkelen (se Fig. 1)

Ved videre a anta ¢, = 1 (lysgangen mellom kuvetteholder og detektor er vesentlig luft) og
benytte relasjonen A\g = co/v, far man folgende uttrykk for intensiteten, I/(0), til det spredte
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Figur 2: Polardiagram som kvalitativt viser intensiteten til lys spredt i xz-planet (Fig. 1) fra punkt-
spredere nar det innfallende lyset er polarisert henholdsvis i A) a-retning, B) y-retning og C) nar det
innfallende lyset er upolarisert.
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Likningen over er gyldig for atomer (punktspredere), men viser seg a veaere riktig ogsa for makro-
molekyler forutsatt at kl < 1, hvor I er makromolekylets lengde og hvor o erstattes med apy
som er makromolekylets polarisasjon. For makromolekyllgsninger hvor Ny er antall spredende
makromolekyl pr. volumenhet, vil intensiteten til det spredte lyset regnet pr. volumenhet av
makromolekyllgsningen veere lik

cos® 0 (4)

04]2\4’7'('2 9
I$/<0) = NOIOW cos” 6 (5)

nar det innfallende lyset med intensitet Iy, er polarisert i z-retningen (Fig. 1).

For innfallende lys polarisert i y-retningen blir det spredte lyset polarisert i y/-retning og har
intensitet

ol m?

I(0) = NOIOG%TW (6)

Dersom innfallende lys er upolarisert er intensiteten den samme for alle polarisasjonsretninger.

Dette gir 9 9
— oy 1 2

Lipal(0) = N()IOE(%)\6 1"25(1 + cos” 0) (7)

Disse likningene 5 — 7 er grafisk vist i Fig. 2.

1.2 Punktspredere (Rayleigh-spredning)

Instrumentet vi skal bruke anvender vertikal(y)-polarisert lys slik at det spredte lyset er polarisert
i y/-retning. Likn. (6) skal derfor anvendes. I det fplgende utelater vi indeksen 3’ da vi kun
betrakter denne typen polarisert lys.

Uttrykk for den molekylaere polariserbarheten har vi i kompendiet:
dn €0 N, A

aM:2nLECF0 med N():c-ﬂ (8)

Bruk av denne i likn. (6) gir den relative intensiteten fra punktspredere



SIF 4090 Molekyleer biofysikk, Labb — s.4

—~ 'Sfrcdluolmm Vg Yoevrsmittsanal A
Lo ey , » v 2
Inu F(M ' ‘ Spredevi &
shale b Lo Elendore

=

Sprel Ly

Figur 3: Skjematisk skisse av spredevolumet. Den innfallende laserstralens tverrsnittsareal er lik A,
bredden til spaltene som begrenser lyset inn pa lysdetektoren er lik b.

I(0) , 47202 (dn/de)?eM 1
n 10 Nt ;2 cMr- 5 (9)
der
P 47T2n%uf<d"2’/dc)2 (10)

der nyus = ng, = brytningsindeksen i bufferen og 71 = brytningsindeksen i lgsningen.

Disse likningene er parallellene til likningene (14.112)-(14.114) i kompendiet som gjelder for
upolarisert lys. For y-polarisert lys erstattes altsa %(1 + cos? 0) med 1 og dermed k — 2k.

Rayleighfaktoren for y-polarisert lys fra punktspredere blir dermed (parallellen til likn. (14.127)
i kompendiet): 9
Ry =—-1(0) (11)

1.3 Spredevolum

Normalt vil spredt lys bare fra en liten del av den belyste makromolekyllgsningen na fram til
lysdetektoren (Fig. 3). Provens spredevolum er den delen av prgvelgsningen som bidrar med
spredt lys til lysdetektoren. Fra Fig. 3 fglger at spredevolumet Vs er lik

Ab

sin @

V, = (12)

Spredevolumet er stgrst for = 0 og minst for § = 7/2. Denne vinkelavhengigheten til sprede-
volumet gir fglgende sammenheng mellom den observerte lysintensiten oy, og spredeintensiteten
pr. volumenhet I gitt i likn. 5 — 7.

I o« Iexpsinf (13)
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1.4 Spredelikning

Lysspredningslikningen for makromolekyler er basert pa formfaktor og strukturfaktor (likn.
(14.138) i kompendiet):

KC 1 1672 , 50 1 P,
— = — |14+ ——FRgsin®=| - |1 +2Byc| = — |1+ =Rz| |1+ 2B 14
der spredevektoren ¢ er definert
- 2 A7 - Nyt Sin(0/2
o= AR = k- |AF] = 2T 2sin(o/2) = 27 Mbur sin(0/2) (15)
Abuf Ao

I de siste likningene er

Abur = laserlysets bglgelengde i bufferen (antatt lik lysfarten i prevelgsningen),
Ao = laserbglgelengden i vakuum (luft), og

Nbuf = €0/ Cbuf = A0/ Abur = brytningsindeksen i bufferen.

I spredelikningen (14) er intensiteten I(#) som inngar i Rayleighfaktoren Ry (likn. (11)) lik net-
tospredningen fra molekylene korrigert for spredevolumet (dette er ikke presisert i kompendiet).
Det betyr at for spredning fra makromolekyler ma Rayleighfaktoren i (11) modifiseres:

r2

Ry = 7+ (Ta(0) - sin0) — Ty (6) - sin(0)) (16)

der Iz 0g Iphur er malt intensitet for henholdsvis preve (solution) og buffer.
Det konstante forholdet % kan man finne fra maling av lysspredningen pa en standard:

2 2
Iy Igasin(0) = L= Hosd_ (17)
0

R std — .
bstd In  Igasin(9)

der Iyq er malt intensitet for gitt vinkel for standarden. Dermed kan Ry i likn. (16) uttrykkes

Rosta : :
—— (I 0) — Iy 0 1
Ry Taa sin(0) (Lso1 Sin(0) — Lyur sin(0)) (18)
Isol Sin<0)/Im0n - Ibuf Sin<0)/Im0n
— Ry _ 1
R07 td Istd Sln<0)/Imon ( 9)

Man har her fatt inn intensiteten Lo, som er en malbar intensitet som er en viss andel av innfal-
lende lys. Denne males ved a sende 4% av lysstralen via en beam-splitter inn pa en lysdetektor.

Maledataene fra instrumentet inkluderer ogsa en korreksjon av spredevolumet pga. sylindrisk
kuvette (brytning pga. ulik brytningsindeks i omgivende vaeske (standard) og proveveeske. Denne
tas inn i uttrykket for s slik at vi far en korreksjon i forhold til likn. (10):

A2 (dii/de)? (nstd>2 (20)

K= 1
NaXy Nhuf

1.5 Spredning fra makromolekyler og stgv

I forelesningene i Molekyleer biofysikk er det vist at vinkelavhengigheten til lys spredt fra makro-
molekyllgsninger og partikkelsuspensjoner avhenger av stgrrelsen til makromolekylene/partiklene.
Dette er illustrert i Fig. 4.

Etter hvert som makromolekylene/partiklene blir stgrre og stgrre blir spredningen mer og mer
asymmetrisk. Denne asymmetrien inneholder kvantitativ informasjon om makromolekylene/par-
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Figur 4: Polardiagram som skjematisk viser vinkelavhengigheten til det spredte lyset pr. volumenhet
for henholds punktspredere (A) og makromolekyler/partikler (B) hvor man ikke lengre har oppfylt
kravet kI < 1, hvor k er bglgetallsvektoren og I er makromolekyl/partikkelstgrrelsen.

4 I(t) Topper pga. stev
| A

\ Spredt lys pga. makromolekylene

Figur 5: Skjematisk skisse av intensiteten til det spredte lyset I(¢) som funksjon av tiden. Tidsvari-
asjoner med karakteristiske tider ned mot brgkdeler av et sekund skyldes stgv. Desto feerre
stgvpartikler spredevolumet i middel inneholder, desto mer markert er disse fluktuasjonene. For
bestemmelse av verdien av lysspredningen som kommer fra makromolekylene, er det riktig a lese
av minimumsverdiene av I(?).

tiklenes stgrrelse, men det skal vi ikke komme inn pa her.

I praksis viser et seg at man aldri helt klarer a fjerne alt stgv selv fra destillert vann, og slett ikke
fra makromolekyllgsninger. Den egentlige grunnen til dette er uklar, men det forer i alle fall til at
man alltid har en viss usymmetrisk bakgrunnsspredning ved all maling av statisk lysspredning.
Desto mindre spredevolumet er, desto feerre stgvpartikler vil til en hver tid befinne seg inne i
spredevolumet. Med et mindre spredevolum vil derfor intensiteten fluktuere kraftigere for hver
stgvpartikkel som kommer inn i spredevolumet, og stgvpartiklene er derfor lettere a identifisere
(Fig. 5). Nar man har minimum i intensiteten til det spredte lyset, er spredevolumet pa sitt
mest stgvirie. Det er derfor denne minimumsverdien man sgker (Fig. 5).

2 Apparatur

Vi bruker et hgypresisjons lysspredningsinstrument fra ATV innkjopt og installert oktober 2000.
En skjematisk skisse av apparaturen sett ovenfra er vist i Fig. 6. Liyskilden er en luftkjglt He-Ne-
laser med bglgelengde lik 633 nm, vertikal polarisasjon og utgangseffekt 22 mW. Intensiteten inn
pa proven kan varieres med et blendersystem. Linsa L1 er svakt bikonveks. Den er satt inn for a
redusere diameteren til stralen i det den passerer spredevolumet. Dette gjor at det, som forklart
over, blir lettere a skille mellom lys spredt fra henholdsvis makromolekylene og stgvpartiklene.
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Figur 6: Skjematisk skisse av lysspredningsapparaturen sett ovenfra.

Kuvetta som inneholder prgven er sylindrisk og rommer ca 5 ml. Rundt kuvetta er det plassert et
konsentrisk temperaturkontrollert fat (” Vat”) som inneholder toluen. Det foretas ogsa lysmalinger
pa en standard med toluen i kuvetta (se ovenfor). Toluen er en veeske med smamolekyl som sprer
like mye for alle vinkler, dessuten har vaesken en brytnngsindeks sveert neer glass. Det er viktig
a merke seg at ved alle overganger mellom glass og luft far man ca. 4 % lysrefleksjon.

Prgvekuvetta plasseres med hgy presisjon i sentrum av fatet i en fast posisjon. Prgvekuvetta ma
alltid holdes tett i toppen for a hindre at stgv fra omgivelsene trenger ned i makromolekyllgsningen.
Det spredte laserlyset blir detektert av en lysdiode (”avalanche photo diode”) i ulike vinkelpo-
sisjoner ved en steppingmotor som er styrt av datasystemet.

For visuelt a sjekke stgvmengden i prgven bruker vi et stereomikroskopet og betrakter sprednin-
gen 90 grader pa laserstralen. Til denne inspeksjon brukes en annen laser (i naborommet) enn
den for selve lysspredningsapparaturen.

Innstilling av vinkler og registrering av alle maleverdier gjores via et dataprogram i en tilkoplet
PC. Dataprogrammet presenterer maleresultater i en tabell med fglgende verdier:

Angle | ¢> | CR | dCR | Tmon | dTmon | 7' [ dT | K¢/R | dKc/R | Rad | dRad

der

forste kolonne (uten heading) angir konsentrasjonen i g/ml (OBS! ikke mg/ml),
Angle = malevinkel 6 i grader,

g = spredevektor = ]AZ!

CR = tellerate for detektoren i kHz (brukes som malt intensitet I),

dCR = standardavvik for CR 1 %,

Imon = monitorintensitet, ca. 4% av innfallende intensitet I,

dImon = standardavvik for Imon i %,

T = temperaturen i Kelvin,

dT = standardavvik for T i %,

Kc¢/R = ke/ Ry = normalisert, inverst spredningsforhold som inngar i likn. (14),
dKc¢/R = standardavvik for Kc¢/R 1 %,

Rad og dRad gjelder dynamisk lysspredning (brukes ikke her).

Ved sammenlikning med likningene i kompendiet i Molekyleer biofysikk vaer oppmerksom pa at
Zimm-plottet der er plottet med sin? (0/2) + A - ¢ som z-akse. Fordi instrumentets dataprogram
oppgir ¢ og ikke sin?(0/2) er det imidlertid naturlig a bruke ¢? + A - ¢ som x-akse. Dette er
grunnen til at likn. (14) ogsa er angitt med ¢ som parameter, og man slipper skaleringer for a
beregne Rg og M,,.
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3 Lgsninger

0. Jonsvann (dvs. vann rett fra springen)
1. 20 mM fosfatbuffer pH 7,6

2. Dextran ¢ = 0,00010 g/ml (0,10 mg/ml)
3. Dextran ¢ = 0,00025 g/ml (0,25 mg/ml)
4. Dextran ¢ = 0,00050 g/ml (0,50 mg/ml)

Lgsningsmiddel for 2-4 er 20 mM fosfatbuffer (lgsning 1). Alle prgvene 1-4 er filtert. Dextran er
et polysakkarid med oppgitt molekylvekt (M) = 500 kg/mol og drn/dc = 0, 148 ml/g.

Stev og makromolekylaggregater i proven forsgker vi a fjerne ved a filtrere prgven og all buffer
gjennom et dobbelt sett filter med 5,0 pm porer. Alt glassutstyr og ikke minst malekuvetta ma
veere skylt med filtrert vann. Man ma til enhver tid ha lokk pa prgvekuvetta.

4 Oppgave

Veileder instruerer i bruk av instrumentet og dataprogrammet som styrer malingene.

A) Fyll en provekuvette med vann fra springen (prove 0) og sett pa lokket. Vannet fra springen
inneholder oftest sveert mye stgv og rusk. See pa prgven vhja. stereomikroskopet.

B) Filtrer prove 1 (buffer) direkte ned i en reingjort prgvekuvette. Se pa prgven i stereomikro-
skopet og sammenlign med ufiltert Jonsvann. Forhapentligvis vil du na finne mindre stgv. Prgve
2-4 er fylt pa kuvette av veilederen pa forhand. Kontroller stgvinnholdet ogsa i disse prgvene.

C) Kuvetten med prgve 1 settes pa plass i lysspredningsapparaturen. Skriv inn maleparametre
i dataprogrammet (hvilke vinkler male ved, antall ganger malt ved hver vinkel, tid for maling,
etc.). Sett i gang malingene og lagr resultatet i ei fil pa internt format og ei fil for tekstformat.

D) Utfer tilsvarende malinger for prgvene 2, 3 og 4. Innstill na pa ”solution”. Lagre resultatene.

E) Hent ut maleresultatene fra tekstfilene og plott resultatene vha. Excel i et Zimm-plott.
Hgvelig verdi for konstanten A i Zimm-plottet kan oppgis av veileder hvis dere ikke finner ut av
det selv. Dobbeltekstrapoler til ¢ = 0 og 6 = 0 og beregn for Dextranmolekylene treghetsradius,
andre virialkoeflisient og midlere molekylvekt som beskrevet i kompendiet.

I} Lysspredningslikningen gjelder for tynne lgsninger, dvs. molekylene ma veere i god avstand
fra hverandre. Beregn den sakalte overlappkonsentrasjonen ¢* for Dextranmolekylene ved a anta
at molekylene er kuler med radius Rg og molekylvekten er M, (verdier fra egne resultater).
Hvordan er de brukte konsentrasjonen i forhold til ¢*7

5 Rapport

Det skal leveres rapport som gir svar pa alle spgrsmalene stilt over. Alle aktuelle plott skal legges
ved samt tabeller over avleste data.



