UZ-LoOsemittelvariation

Einfiihrung

Dieser Abschnitt beschreibt, wie Sedimentationskoeffizientenverteilungen oh-
ne Kenntnis der Partikeldichte in Teilchengréflenverteilungen umgerechnet
werden konnen. Diese Darstellung beschriankt sich auf globulédre Teilchen;
das Konzept lafit sich jedoch auf Teilchen anderer Geometrie verallgemei-
nern. Prinzipiell 148t sich eine s-Verteilung wie folgt in eine Groflenverteilung

umrechnen:
181 s
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worin d fiir den Partikeldurchmesser, s fiir seine Sedimentationskonstante
und pp fiir seine Dichte steht. p; bzw. 1; stehen fiir Dichte und Viskositét
des Losemittels. Gl. (1) erhélt man aus einer Kombination der SVEDBERG-

Gleichung mit der STOKES-EINSTEIN-Beziehung.

Fiir die Umrechnung einer Sedimentationskoeffizientenverteilung in eine Teil-
chengroflenverteilung ist also nach Gl. (1) die Kenntnis der Dichte des sedi-
mentierenden Partikels erforderlich. Ist diese nicht bekannt, so kann anhand
eines zweiten Experiments in einem Losemittel anderer Dichte aus den zwei
Sedimentationskoeffizientenverteilungen eine Dichte- und eine Durchmesser-
verteilung berechnet werden. Das Verfahren der Losemittelvariation, vorzugs-
weise in einem Losemittel und dessen deuteriertem Analogon, ist sowohl fiir
das Sedimentationsgeschwindigkeitsexperiment als auch fiir das Sedimenta-
tionsgleichgewicht schon vor Jahrzehnten beschrieben worden. Die folgen-
de Darstellung beschrinkt sich auf das Sedimentationsgeschwindigkeitsex-
periment. Dieses ist in der Durchfithrung schneller und erreicht auf moder-
nen Maschinen die Genauigkeit des Sedimentationsgleichgewichtes, das ohne

Transportgréffen auskommt und daher im Prinzip exakter ist.

Mathematische Beschreibung

Das Sedimentationsverhalten einer Probe in zwei Losemitteln unterschied-
licher Dichte ist in Abb. 1 dargestellt. Im Losemittel hoherer Dichte weist
ein Partikel in der Regel den kleineren s-Wert auf. Die Methode beruht auf
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Durchmesserverteilung

Teilchendichteverteilung

Sedimentationskoeffizient Durchmesser
Abbildung 1: Sedimentationskoeffizientenverteilung einer Probe in zwei
Losemitteln unterschiedlicher Dichte (links) und (rechts) daraus erhaltene

Dichte- (rechte Ordinate) und Durchmesserverteilung (linke Ordinate).

dem Vergleich der korrespondierenden s-Werte, wie es in der Abbildung dar-
gestellt ist: Zu jedem s, (der Index a steht fiir das Losemittel niedrigerer
Dichte) existiert ein s, mit dem gleichen G(s). Die gesamte Verteilung wird

fiir die Integralwerte von 0 bis 1 wie folgt ausgewertet:

Jedes Wertepaar (s,,s) mufl beim Einsetzen in Gl. (1) mit den entspre-
chenden Losemittelparametern die gleiche Partikeldichte und den gleichen
Durchmesser ergeben. Damit existiert eine ganze Verteilung von Sitzen mit

zwei Gleichungen und zwei Unbekannten:

Qi,p — O1,a Qi,p — 01
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bzw.
M,a Si,a 11,6 Sib
= : (3)
Qi,P — Ol,a Qi,P — O1p

Nach Umformen der Gleichung erhélt man die Dichte

M, Sia01b — MpbSibO0la A
0ip = (4)
Si,aMl,a — SipTp

oder den Durchmesser
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der beim entsprechenden Integralwert beobachteten Spezies. Anschlieend
wird das Integral und die Dichteverteilung iiber die berechneten Durchmesser

aufgetragen. In Abb. 1 ist das Ergebnis der Auswertung im rechten Bild
dargestellt.



Dichtevariation an gequollenen Systemen

Ein gequollenes Partikel, z. B. ein Polymerknéuel in einem guten Losemittel,
enthélt mitsedimentierendes Losemittel. Dieses leistet zwar keinen Beitrag
zur effektiven Masse des Gesamtpartikels, da seine Masse gleich seiner Auf-
triebsmasse ist. Uber sein Volumen bestimmt es aber den Durchmesser und
damit den Reibungsterm des Knéuels. Anhand der Dichtevariation sollte also
die Trockendichte des Polymeren erhalten werden; fiir die korrekte Durch-
messerverteilung miissen weitere Annahmen gemacht werden. Im folgenden
wird ein einfacher Ansatz zur Behandlung dieses zusétzlichen Freiheitsgrades

gegeben.
Da Gl. (1) nur fiir kompakte Kugeln gilt, mufl der Ansatz (2) entspre-

chend erweitert werden. Beriicksichtigt man den Anteil mitsedimentierenden
Losemittels in Form des Parameters ®, der den Volumenanteil des gesam-
ten sedimentierenden Partikels an Losemittel beschreibt, so ist dessen Dichte

unter Annahme der Volumenadditivitiat durch

Qged:(b'gl_'_(l_@)'QOQ (6)

gegeben. Darin ist p; die Dichte des Losemittels und gpo die Trockendichte
des Polymeren. p..4 ist die mittlere Dichte des sedimentierenden Kné&uels.
Setzt man Gl. (6) als Partikeldichte in den Ansatz fiir die Dichtevariation (2)
ein, so erhélt man fiir alle Paare (s,; sp)
M,a Sa _ M.,b Sb (7)
[P 010+ (1—®) 002] =010 [Po1s+ (1 —P) 002] — 01

Durch Vereinfachung ergibt sich die unverdanderte Gl. (3)

M,a Sa 11,6 Sb
- ) (8)

0P — 0O1,a op — O1p

womit gezeigt ist, daBl bei Kndueln und anderen gequollenen Partikeln die
aus der Dichtevariation erhaltene Dichte die Trockendichte des Polymeren

ohne Losemittelbeitrag ist. Anders verhélt es sich mit dem Durchmesser, der

1 1
dh _ \J 8771,(1 Sa _ \J 87717() Sp (9)

Q9 sed ~ Qla Q9 sed — Q1b

aus dem Ansatz

mit Gl (6) ein Ergebnis fiir d liefert, das von ® bestimmt wird:

18 (M1, Sa — M1 Sb)
d, = : : 10
" $ (1 - q’) : (Ql,a - Q1,b) ( )
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Zum Auflésen der Gleichung ist also eine unabhéngige Information entweder
iiber den Quellungsparameter ® oder iiber den Durchmesser erforderlich. Der
Partikeldurchmesser kann aus einem entweder im gleichen Experiment oder
mittels DLS bestimmten Diffusionskoeffizienten berechnet werden. Man sucht
dann dasjenige ®, das in Gl. (10) den korrekten Durchmesser liefert. Dies
geschieht am einfachsten durch Ermittlung von g, nach der umgestellten

Gl. (1), wobei anstelle von gp nun g, verwendet werden muf:

181 s

Osed — 7"’"91 (11)
und Berechnen von ® nach
q) _ Qged — 002 (12>
01 — Q02

Zusammenfassend 148t sich tiber die Anwendung der Dichtevariation auf ge-

quollene Partikel feststellen:

1. Das Dichtevariationsverfahren liefert ohne weitere Annahmen die Trocken-

dichte des Polymeren.

2. Der Durchmesser des gequollenen Partikels mufl unabhéngig bestimmt
werden, wobei jedoch der Parameter ® erhalten wird, der sich bei kom-
plizierten Systemen als niitzliche Grofle zur Beschreibung der Parti-

kelarchitektur erweist.

Alternativ zum hier verwendeten Quellungsparameter ® kann der zusétzliche
Freiheitsgrad auch iiber die Molmasse M oder das Reibungskoeffizienten-

verhéltnis f/fy beschrieben werden.

Dichtevariation an biologischen Systemen

Héufig sind Biomolekiile hinsichtlich ihrer Molmasse bereits gut charakteri-
siert. Von groflem Interesse und mit Streumethoden schwer zugénglich sind
jedoch Informationen iiber die Dichte und daraus erhéltliche molekulare
Parameter wie beispielsweise den Quellungsgrad. Diese Informationen sind
h&ufig fiir ein Verstédndnis der Funktionsweise solcher Molekiile unentbehr-
lich.



Ein Verfahren zur Bestimmung des Quellungsgrades anhand der Charakte-
risierung in einem schlechten und in einem guten Losemittel ist beschrieben
worden. Dieses Verfahren ist priaparativ aufwendig, da die Molekiile durch
Dialyse vom schlechten in das gute Losemittel {ibertragen werden miissen.
Der Einsatz der Dichtevariation hat demgegeniiber den Vorteil, daf} eine

Stammlésung nur mit deuteriertem Losemittel vermischt werden musf.

Da das Hydratwasser keinen Beitrag zum Auftrieb leistet, erhdlt man bei der
Dichtevariation die Trockendichte des Biomolekiils. Diese ist zwar auch iiber
makroskopische Dichtemessungen zugénglich, doch werden dafiir zu grofie
Substanzmengen benotigt. Aus diesem Grunde sind Inkrementmethoden ent-
wickelt worden, welche die Dichte aus der Aminosduresequenz berechnen.
Dies zeigt eine hinreichende Motivation fiir die Verwendung der Dichtevaria-

tion in der Biochemie.

Uber Skalenbeziehungen sind aus der Dichte, dem Sedimentationskoeffizien-
ten und der Molmasse, also aus Daten, die alle aus dem UZ-Geschwindigkeits-
experiment erhalten werden, weitere Eigenschaften zugénglich, unter ande-
rem auch die Menge an Hydratwasser. Am Beispiel des Apoferritins ist dieses
Verfahren in einer Publikation beschrieben worden, dessen Abstract Sie iiber

die Publikationsseite einsehen konnen.

Dichtevariation an Systemen mit Exzeflgroflen

Viele Systeme weisen Exzefldichten bzw. -volumina auf, welche die Auswer-
tung von Dichtevariationsexperimenten erschweren und zusétzliche experi-
mentelle Randbedingungen erforderlich machen. Am einfachsten zugénglich
ist dazu die Bestimmung des partiellen spezifischen Volumens des Gelosten

anhand der KRATKY-Methode.

Fiir den Fall von Mizellen amphiphiler Blockcopolymere ist in meiner Pro-
motion ein Verfahren beschrieben, nach dem aus der AUZ-Dichtevariation
in Verbindung mit der dynamischen Lichtstreuung und der makroskopischen
Dichtemessung wichtige Mizelldimensionen zugéanglich werden. Tabelle 1 zeigt

die erforderlichen Daten und die zugénglichen Gréfen.

Besonders niitzlich ist dabei die Bestimmung des Mizellkerndurchmessers R..,
der experimentell sonst nur durch die aufwandige und teure Neutronenstreu-

ung zuginglich ist. Aus der erweiterten Dichtevariationsmethode wird die



Eingabe

Wissl Massenbruch des 16slichen Blocks Synthesedaten

Ry hydrodynamischer Radius DLS

Odv mittlere Polymer-Trockendichte! UZ-DV

02; Vs partielle spezifische Dichte? Dichteschwinger
01; ™ Dichte und Viskositat des Losemittels Literatur /Messung
002,165 Trockendichte des 16sl. Polymerblocks? Literatur/Messung
002,uni Trockendichte des unlosl. Polymerblocks* | Literatur /Messung
Ausgabe

R, Kerndurchmesser

M, Molmasse (nur Polymer)

MLy Masse anhaftendes Losemittel pro Mizelle

P Gewichtungsparameter fiir mittransportiertes Losemittel

b, Polymeranteil des Kerns

®rarcor | Losemittelanteil der Korona

OCor mittlere Dichte der Korona (Polymer und Lésemittel)

0 mittlere Dichte des Kerns

Kontrolle/Vergleich

M, Mizellen-Molmasse (nur Polymer) SLS

M, Mizellen-Molmasse (mit LM-Beitrag) UZ-GG

09; Vs partielle spezifische Dichte UZ-Dichtegradient

Tabelle 1: Aus UZ-Messungen in Verbindung mit anderen Metho-
den zugingliche Mizellparameter. FuBnoten: (1) mittlere Dichte = nach
Blocklangen gewichtet; o4, = 002 bei Systemen ohne Exzefivolumen; (2) er-
forderlich bei Systemen mit Exzeivolumen; (3) zur Berechnung von R.; (4)

zur Berechnung von &..



Trockendichte und die Masse des Polymeranteils der Mizelle erhalten. Daraus
148t sich bei Kenntnis des Blocklangenverhéltnisses und der Trockendichte

des loslichen Blocks der Kerndurchmesser berechnen.

Fiir haarige Latices kann auf diese Weise der ,nackte* Durchmesser be-
rechnet werden. Als ,,Haare“ werden die sterischen Stabilisatoren angesehen,
als ,Kern“ der Latex selbst. Der Massenanteil an Stabilisator mufl aus der

Préaparation bekannt sein.

Tabelle 2 zeigt wesentliche Zusatzinformationen, die bei zunehmender Kom-
plexitét des sedimentierenden Partikels unter Hinzunahme weiterer Metho-

den aus der Ultrazentrifugation gewonnen werden konnen. Die gute Ergén-

Partikel Methode Information
kompakte Kugel | AUZ-DV Dichte, Masse, Grofie
+ DLS + @, Dicke der LM-Schale
Knéuel dito ®, Masse, Dichte
haariger Latex + Wissl + R.
Mizelle + Vi-Bestimmung | + LM-Beitrag

Tabelle 2: Erforderliche Methoden bei zunehmender Komplexitét des kolloi-
dalen Partikels

zung der Methoden untereinander beruht auf der Tatsache, daf§ der normale
Sedimentationslauf, die Dichtevariations-Auswertung und die makroskopi-

sche Dichtebestimmung jeweils andere Dichtebilanzen aufstellen:

In der makroskopischen Messung geht die Masse, in der Sedimenta-
tion die effektive Masse aus dem Exzeflbeitrag in die Dichtebilanz ein. Im
AUZ-DV-Experiment wird nur der effektive Anteil der Differenz zwischen
leichtem und schwerem Ldsemittel beriicksichtigt, der andere Anteil wird eli-

miniert.

EinfluB3 von Konzentration und Diffusion

Eine gute Qualitiat des Datenmaterials ist fiir die Anwendung der Dichtevariations-
Auswertung unerldfllich. Es gibt jedoch zwei Effekte, die auch die Auswertung

qualitativ guter Verteilungen erheblich verfialschen kénnen:
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e Die Konzentrationsabhéngigkeit der s-Verteilung
e Die Diffusionsverbreiterung

Messungen an Latices und anderen harten Kugeln verursachen in der Regel
keinerlei Probleme, so dafl in der bisherigen Literatur keine entsprechenden

Korrekturen vorgenommen wurden. Dies liegt daran, dafl
e k' fiir harte Kugeln sehr klein ist und

e die Diffusionsverbreiterung durch hohe Drehzahlen klein gehalten wer-
den kann, da die meisten derartigen Partikel mit der Interferenzoptik,

also in kleinen Scanintervallen, detektiert werden kénnen.

Bei anderen Systemen kann der

i Konzentrations- und Diffusionsein-
= flul erheblich sein. Es ist grund-
bk sétzlich sinnvoll, die Messungen in
O den beiden Loésemitteln unter glei-

: chen Konzentrations- und Diffu-
- sionsbedingungen durchzufiihren.
~ Der Fehler geht so in beide s-Ver-
o teilungen gleich ein, wodurch der

T— Fehler im Ergebnis zwar nicht eli-
,..: miniert, aber doch klein gehalten
Z wird. Bei groflen k; und bei star-
o ker Diffusionsverbreiterung kénnen

] die Fehler jedoch auch bei glei-

0 100 200 300 400 500

chen Bedingungen fiir beide Mes-
s [S]

sungen erheblich sein.

Die Verfilsch der Ergebni
Abbildung 2: Auswirkungen der Kor- 10 VOTaisCcitig et BIBEhIISSe

durch die Konzentrationsabhangig-
rekturen auf s-Verteilungen. Rohda- 518
keit des Sedimentationskoeffizien-

ten (oben), Konzentrationskorrektur
ten ist der deutlich starkere Ef-

(Mitte), dazu Diffusionskorrektur (un-

fekt. kg sollte also bekannt sein,
ten).

was die Messung einer Konzentra-
tionsreihe voraussetzt. Die Diffusionskorrektur, soweit erforderlich, wird an-

hand eines unabhéngig bestimmten Teilchendurchmessers vorgenommen. Die

'k, gibt den Einflul der Konzentration auf die Sedimentationsgeschwindigkeit an.
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s-Verteilung wird dabei nach der VAN-HOLDE/WEISCHET-Methode korri-
giert. Diese Methode wird im Abschnitt iiber Diffusion beschrieben.

Bei bestimmten Systemen kénnen die Korrekturen erhebliche Auswirkungen
haben. In Abb. 2 sind die Auswirkungen der Korrektur fiir ein mizellares
System in fiinf verschiedenen Mischungen von protoniertem und deuteriertem
Losemittel dargestellt. Die Konzentrationskorrektur verschiebt die s-Vertei-
lungen zu hoéheren s und weitet sie auf. Die Diffusionskorrektur verengt die

Verteilung.
Abb. 3 zeigt im linken Bild die Auswertung ohne Korrektur. Die Dichte wird

viel zu hoch und dispers, der Durchmesser entsprechend zu klein gefunden.
Im rechten Bild ist eine nahezu konstante Dichteverteilung und eine enge
Teilchengroflenverteilung zu erkennen. In diese Auswertung wurde noch keine

Diffusionskorrektur einbezogen!

Rechnerisch 148t sich zeigen, dal die Konzentrationskorrektur zu gleichen
Dichten fithrt, wenn die Konzentration beider Losungen gleich ist. Zwar ver-
schiebt sie die s-Verteilungen, der Korrekturterm 148t sich jedoch aus der
Gleichung fiir die Dichte eliminieren. Der Durchmesser wird in jedem Fall

von der Korrektur beeinflufit.

i 5 9 N
3 E 51 .
= s 3 g
T — T =
@ o]

> £ 2 =
(o) o @ =
& T 9 =
@ c a =
E o e ©
£ 5 c =
© = QO =
3 . . - . 0.0 |E - r : T T 0,0 IEJ
O 10 20 30 40 50 60 ] 40 60 80 100

Durchmesser [nm] Durchmesser [nm]

Abbildung 3: Auswirkungen der Konzentrationskorrektur auf die
Dichtevariations-Auswertung. Links: ohne, rechts: mit Korrektur auf

die Konzentrationsabhéngigkeit von s.



