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1 Optischer Aufbau zur Kleinwinkel-Lichtstreuung
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Absolute Molekulargewfchisbe-
stimmung in der AusschlufBBchro-
matographie

Das Molekulargewicht ist eine
wichtige GréBe in der Chemie.
Neben anderen Bestimmungsme-
thoden lé@Bt sich auch die Aus-
schluBchromatographie hierfir
einsetzen.

m eine Molekulargewichtsvertei-

lung zu erhalten, ist zuerst die Eich-
kurve fiir eine Sdule oder Sdulenkombi-
nation aufzunehmen. Als Resultat erhilt
man eine angenéherte lineare Beziehung
zwischen dem Logarithmus des Moleku-
largewichts und dem Elutionsvolumen.
Dies ist die iibliche Methode. Hier gilt es
aber zu beachten, da3 die Molmassen-
verteilung iiber das Retentionsvolumen
jeweils nur fiir eine Stoffklasse gilt. Zu-
dem erfolgt bei der chromatographischen
Methode die Trennung nach dem hydro-
dynamischen Volumen und nicht nach
dem Molekulargewicht. Bei unbekann-
ten Substanzen kann daher das Moleku-
largewicht nur mit Einschrinkungen be-
stimmt werden. Will man eine exakte
Auswertung seiner Probe, so ist ein De-
tektor zu verwenden, dessen Ausgangssi-
gnal als Funktion der Elutionszeit direkt
proportional dem Molekulargewicht ist.
Im folgenden Artikel wird ein moleku-
largewichts-sensitiver Detektor vorge-
stellt, der nach dem Prinzip der Klein-
winkel-Laser-Lichtstreuung arbeitet.
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Dieser Detektor erlaubt die absolute Be-
stimmung der Molmassenverteilung un-
bekannter Substanzen, ohne vorher eine
Eichung der Sdulen durchzufiihren.

Grundlagen
Da eine ausfiihrliche Theorie des Streu-
prozesses den Rahmen des Artikels
sprengen wiirde, sei auf die einschlidgige
Literatur verwiesen [I, 2]. Im folgenden
wird deshalb nur auf die wesentlichen
GesetzmiBigkeiten eingegangen. Die
Grundeigenschaften der Streuung sind
einfacher Natur. Als einfallende Welle
hat man eine ebene Welle der Form:
E= EU ei®! (1
Streuung hingt davon ab, daB3 in der un-
tersuchten Substanz durch Verschie-
bungspolarisation Dipole induziert wer-
den. Die Dipolachse liegt in Richtung
des elektrischen Feldstirkevektors, und
schwingt mit der gleichen Frequenz wie
die erregende Welle. Das induzierte Di-
polmoment ist von der Grof3e

S =

P.=ak 2)
wobei a die Polarisierbarkeit ist und nur
in Spezialfillen eine skalare GréBe dar-
stellt. Eine typische Streuanordnung fiir
die Kleinwinkei-Lichtstreuung ist in Ab-
bildung 1 zu sehen. Das gestreute Licht
wird unter dem Beobachtungswinkel @
detektiert.

Allgemein 4Bt sich der Streuprozel3
durch

E =(9E ©)
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beschreiben, wobei E‘; und E: die elektri-
schen Feldstirken des Primér- bzw. des
gestreuten Lichtes sind. S ist die ,,Streu-
matrix“ und beriicksichtigt die Wechsel-
wirkungen zwischen der einfallenden
Lichtwelle und dem Teilchen. Zur mathe-
matischen Behandlung des Streuprozes-
ses muBl die Wellengleichung angewen-
det werden, und die Energieabstrahlung
des Dipols kann durch den Poynting-
Vektor berechnet werden und daraus die
Intensitét. Fiir die Streuintensitdt in Ab-
hingigkeit vom Beobachtungswinkel ©
ergibt sich

4.2

16 n°
IL©®) =1

/12 rZ

P(O) “

A ist dabei die Wellenldnge des Primér-
lichtes im Vakuum, r der Abstand zwi-
schen Detektor und Probe, und P (O) ist
der Formfaktor (der Interferenzeffekte
innerhalb der Teilchen beriicksichtigt,
die auftreten, falls die Aggregatdimen-
sionen >A/20 sind).

Gleichung (4) gilt nur fiir ein Teilchen
und ist deshalb mit der Anzahl der Teil-
chen N = N, - p - V/M im Streuvolu-
men Vzu multiplizieren. N, ist die Avo-
gadro-Zahl und p und M sind die Dichte
bzw. die molare Masse der Aggregate. In
einer Fliissigkeit treten innerhalb eines
kleinen Volumenelements infolge der
Temperaturbewegung Dichte- und Kon-
zentrationsschwankungen auf. Tritt nun
Licht durch diese Fliissigkeit, so wird es
durch die lokal verschiedenen Dichten
gestreut. Die Theorie dazu liefert die
Schwankungstheorie von Smoluchowski
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und Einstein, die den Zusammenhang
zwischen der Intensitit des gestreuten
Lichts und dem Molekulargewicht in Ab-
hangigkeit von der Konzentration liefert
[3, 4]. Diese Zusammenhiinge iiberfiihren
Gl. (4) in (5)

4 12 n? (_di

L©O =], e
r? 2% (dy/do

2
)k~T~c

P©)

mit k. Boltzmannkonstante, [,: Primér-
intensitét, y: osmotischer Druck, T ab-
solute Temperatur, n: Brechungsindex
der Losung, dn/dc: separat zu bestim-
mendes Brechungsinkrement.

Der osmotische Druck y ist als Potenz-
reihe der Massenkonzentration darstell-
bar. Es gilt:

c
=RT(—+BCZ+CC3...) 6
v = (6)

wobei R die Gaskonstante, B und C der
zweite bzw. dritte Virialkoeffizient, und
M das mittlere Molekulargewicht ist. Die
Reihenentwicklung 148t sich meistens
nach dem zweiten Glied abbrechen und
ergibt eingesetzt in (5) mit

.
k= R/N, 9

2
4 72 2(2) . e
L©) = I, — dc
Ny, r?A%(1/M + 2 Bo

In der Literatur wird bei Streuexperi-
menten oft der Rayleigh-Faktor

L&) r
RO = ———
Lv
V: Streuvolumen (8)

benutzt. Setzt man dies in GI. (7) ein, so
folgt allgemein
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P(®)

Ko 1
=(——+2Bc) 9
R (O) M

K ist dabei eine Konstante, die abhidngig
vom Polarisationszustand des Primir-
lichtes ist.

Fiir den Strukturfaktor P (@) gilt:

1

P(O) =

P(0)

B
+ ( TR )Rg sin” (©/2)

mit R, : Tragheitsradius, und fiir sehr kleine
Streuwinkel (@ < 6°) ist P (@) ~ 1.

Das Brechungsinkrement dn/dc in der
Konstanten K und der zweite Virialkoef-
fizient B sind durch eine statische Licht-
streumessung zugénglich.

Aus Gl. (9) folgt, daB durch Messen der
Streulichtintensitit (bei kleinen Streu-
winkeln ®@) und der Konzentration das
Molekulargewicht berechnet werden
kann.

4 Chromatographiestation VLS10

Einsatz des Streulichtdetektors in
der AusschluBchromatographie

Bei der chromatographischen Trennung

stchen einem Molekiil nur begrenzt
»Hohlrdume* zur Verfiigung, in die es
hineindiffundieren kann. Je groBer so ein
Molekiil ist, in desto weniger ,,Rdume*
kann es eindririgen, wihrend fiir ein klei-
nes Molekiil alle Tiiren offen stehen.
Deshalb werden zuerst die groBen Mole-
kiile ausgeschlossen, und die kleinen
werden zuletzt eluiert. Mit der Elution
des Losungsmittels ist die chromatogra-
phische Trennung beendet. Dies bedeu-
tet, dal3 innerhalb eines bestimmten Elu-
tionsvolumens lokal eine monodisperse
Fraktion der Probe betrachtet wird.

Ein experimenteller Aufbau wie in Ab-
bildung 2 dargestellt, fithrt zu den in Ab-
bildung 3 gezeigten MeBwerten. Inner-
halb eines bestimmten Elutionsvolumens
v, wird das zugehdrige Lichtstreusignal
R (O);und das Konzentrationssignal ¢
detektiert.

Das in diesem Elutionsvolumen vorlie-
gende Molekulargewicht M; erhilt man,
indem GIl. (9) nach dem Molekularge-
wicht umgestellt wird.

Kcl -1
T
R(O);

Das Zahlenmittel M,, das Gewichtsmit-
tel M, und das z-Mittel M, werden an-
schlieBend aus den berechneten M;-Wer-
ten gebildet.

Zu beriicksichtigen ist, daB die durch die
Séule erreichte Trennung nicht durch ein
groBes Probenvolumen im Detektor ver-
schlechtert wird. Das Probenvolumen
sollte in der GréBenordnung von 10 pl
sein, damit die Molekiile durch Diffu-

(10)
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sion nicht wieder vermischt werden.

Optischer Aufbau des Lichtstreu-
detektors

Im VLS10 (Abbildung 1, Abbildung 4)
sind alle genannten Forderungen reali-
siert worden. Das VLS10 ermdglicht die
kontinuierliche Streuwinkeleinstellung
im Winkelbereich von 2° —6°. Eine auf-
wendige Optik realisiert die prizise
Streuwinkelselektion. Als Lichtquelle
dient ein He-Ne-Laser, und ein Sekun-
direlektronenvervielfacher (SEV) detek-
tiert das Streulicht. Die Streuwinkelse-
lektion wird durch eine patentierte Optik
erreicht, indem zwei Blenden entlang der
optischen Achse verfahren werden (s.
Abbildung 1). Zu einem bestimmten
Streuwinkel gehdren ganz definierte
Blendenpositionen, die eine Funktion
des Brechungsindex der Probe sind. Die
Blendenpositionen werden durch ein
Computerprogramm-berechnet und an-
schlieBend durch Schrittmotoren positio-
niert. :
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3 Ausgangssignal des Lichtstreu- und Kon-
zentrationsdetektors

Fazit

Die wesentlichen Vorteile des VLSI0
sind: Die absolute Molmassendetektion
ab 103 g/mol, der kleine Streuwinkel @
< 6° dadurch keine Verfilschung des
MeBsignals durch den Strukturfaktor P
(©), keine Eichung mit Standards not-
wendig, geringes Probenvolumen von 9
ul und Ausgangssignal direkt proportio-
nal dem Molekulargewicht. Damit steht
ein Detektor zur Verfiigung, der die Be-
stimmung des absoluten Molekularge-
wichts mit der AusschluBchromatogra-
phie ermoglicht.
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