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Wie kann man die Form eines Makromolekiils oder eines Nanopartikels in Losung bestimmen?

Dr. Gerhard Heinzmann, Alina Heinzmann, Sophia Heinzmann

Einleitung

Es gibt viele analytische Methoden, mit
denen sowohl das Molekulargewicht
eines Makromolekiils als auch dessen
GroBe bestimmt werden kdnnen. Am
besten bekannt ist sicherlich die Gelper-
mationschromatographie mit Dreifach-
detektion. Auch die GrélRenbestimmung
von Nanopartikeln ist mit etablierten
Techniken wie der statischen Mehrwin-
kel-Lichtstreuung und der dynamischen
Lichtstreuung problemlos mdéglich; ggf.
kann diesen Lichtstreutechniken zur
Auftrennung der Nanopartikel ein Feld-
Fluss Fraktionierungssystem vorge-
schaltet werden. Das erleichtert die Aus-
wertung der Daten, da monodisperse
Proben mit beiden Lichtstreutechniken
sehr viel einfacher ausgewertet werden
konnen, als dies fir polydisperse Proben
moglich ist.

Fragt man allerdings nach der Form von
Makromolekiilen und Nanopartikeln in
Losung, dann sind die einsetzbaren
Methoden wesentlich begrenzter. Natiir-
lich bieten sich optische Methoden wie
die Licht- und Elektronenmikroskopie
an, dies beschrankt sich aber, vor allem
im Fall der Lichtmikroskopie, auf eher
groBere Nanopartikel; Makromolekiile
sind in der Regel zu klein, um mit diesen
Methoden abgebildet werden zu kénnen.
Auflerdem wird im Fall der Elektronen-
mikroskopie im Vakuum gearbeitet, und
nicht in Losung.

Eine weitere Einschrankung dieser
Methoden ist die Tatsache, dass man da-
mit nur einige wenige Nanopartikel er-
fassen kann, und somit eine Aussage
tiber alle Teilchen oder Molekiile in der
Probe nur begrenzt mdglich ist. Eine in-
teressante Technik zur Bestimmung der
Form eines Makromolekiils oder Nano-
partikels ist die Messung des sogenann-
ten, Shape Factors*, im Deutschen meist
als ,,Formfaktor” bezeichnet.

Dieser Formfaktor resultiert aus dem
Verhdltnis des Hydrodynamischen
Radius eines Makromolekiils oder Nano-

partikels und dessen Tragheitsradius. Er
beschreibt die Form des Makromolekiils
oder Nanopartikels in Lésung.

Tragheitsradius und
Hydrodynamischer Radius
In der Polymerphysik ist der Tragheits-

radius Rq dhnlich definiert wie das Trag-
heitsmoment (Abbildung 1).

Virtueller
Schwerpunkt

Abb. 1:

Schematische Darstellung der
Berechnung des Trdgheitsradius
eines Makromolekiils

Besteht ein Makromolekiil aus N gleich-
artigen Bausteinen mit Ortsvektoren r
dannist der Tragheitsradius definiert als
der mittlere quadratische Abstand der
Bausteine zum Schwerpunkt des Makro-
molekiils:

(1]

Der hydrodynamische Radius R ist der
Radius einer hypothetischen festen
Kugel, die in einem Lésungsmittel die-
selben Diffusionseigenschaften besitzt
wie das durch den hydrodynamischen
Radius beschriebene Makromolekiil; er
wird Uber die Stokes-Einstein-Gleichung
definiert:
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Formen von Makromolekiilen und
Nanopartikeln

Makromolekiile und Nanopartikel kén-
nen sehr unterschiedliche Formen in
Lésung ausbilden. Die bekannteste und
am weitesten verbreitete Form von
Makromolekiilenin Lésung ist das GauB-
sche Knauel, auch als ideales Knauel be-
zeichnet. Dieses Knduel ist vom
Losungsmittel durchspiilt.

Im Fall des GauBschen Knauels ist der
Tragheitsradius gréRer als der Hydro-
dynamische Radius. Bildlich gesprochen
kann man sagen, dass im Fall des Trag-
heitsradius Rq in etwa die Halfte der
Masse des Makromolekiils auBerhalb
des Rq zu finden ist, wahrend die andere
Halfte der Masse innerhalb des Ry liegt.
Im Fall des Hydrodynamischen Radius Rux
wird hingegen das Molekiil quasi zu einer
festen, undurchspiilten Kugel zusam-
mengedriickt, die dieselben Diffusions-
eigenschaften besitzt, wie das vom Lo-
sungsmittel durchspiilte Makromolekiil.

Makromolekiile konnen aber auch véllig
andere molekulare Formen ausbilden;
so ist z. B. das vom Erbgut her bekannte
DNA-Molekiil ein bekanntes Beispiel fiir
ein stabchenférmiges Molekiil, ebenso
wie die Hyaluronsdure. Auch scheiben-
formige Molekiilformen sind bekannt. In
allen diesen Fallen beschreiben sowohl
der Tragheitsradius wie auch der Hydro-
dynamische Radius weder die Lange die-
ser Molekiile noch deren Dicke, sondern
sie bilden einen Mittelwert zwischen bei-
den, aus physikalisch-mathematischen
Griinden allerdings einen deutlich unter-
schiedlichen Mittelwert.

Es gibt ausfiihrliche Arbeiten, die sich
mathematisch mit der Berechnung der
GroBen von Makromolekiilen befassen

[11.

Im Fall von Nanopartikeln ist die bekann-
teste und einfachste Form die der un-
durchspiilten Kugel, im Englischen als
»Sphere” oder auch ,Hard Sphere* be-
zeichnet. Ein bekanntes Beispiel fiir
kugelférmige Nanopartikel sind in wass-
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riger Losung dispergierte Latexteilchen.
In diesem Fall ist, anders als bei Makro-
molekiilen, der Hydrodynamische
Radius Ru groBer als der Tragheitsradius
Rq. Fiir kugelférmige Nanopartikel gilt
die Beziehung:

3
g xRH = 0,755xRH
(3]

Ein Nanopartikel, das einen Hydrodyna-
mischen Radius von 100 nm aufweist,
besitzt daher einen Tragheitsradius von
77,5 nm. Fiir andere Partikelformen gel-
ten andere Verhaltnisse von Trdgheits-
radius und Hydrodynamischem Radius,
so sind bei einer Hohlkugel, wie z. B.
einem Liposom-Partikel, der Tragheits-
radius und der Hydrodynamische Radius
identisch, da hier alle Massepunkte den-
selben Abstand vom virtuellen Schwer-
punkt des Partikels aufweisen.

Rg =

Der Tragheitsradius kann mit der stati-
schen Mehrwinkel-Lichtstreuung ge-
messen werden; der Hydrodynamische
Radius wird mit der dynamischen Licht-
streuung gemessen.

Statische Mehrwinkel-Lichtstreuung
und Dynamische Lichtstreuung

Im Fall der statischen Mehrwinkel-Licht-
streuung wird das an einer Probe ge-
streute Licht bei mehreren Messwinkeln
gemessen. Sind die Makromolekiile oder
Nanopartikel gréBer als 1/20 der Wel-
lenlange des verwendeten Laserlichtes,
dann streuen sie das Licht verstarkt in
Vorwadrtsrichtung, also in Richtung des
messtechnisch nicht erfassbaren Win-
kels Null Grad (Abbildung 2).

Aus der Anfangssteigung der Winkel-
abhangigkeit des gestreuten Lichtes
beim Winkel Null Grad kann nun der
Tragheitsradius des Makromolekiils
oder des Nanopartikels bestimmt wer-
den (Abbildung 3).

Im Fall der Dynamischen Lichtstreuung
erfolgt zunachst die Berechnung einer
Autokorrelationsfunktion aus den in
sehr kurzen Zeitabstanden erfassten
Messdaten des an der Probe gestreuten
Lichtes:

g2(t) = Ae 2t +1
[4]

mit ' = D,q?; Dt = Diffusionskoeffizient
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Abb. 2: Rayleigh-Streulichtverteilung bei kleinen und bei groBen Makromolekiilen und
Nanopartikeln
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Abb. 3: Bestimmung des Tragheitsradius eines Makromolekiils oder Nanopartikels aus der

Anfangssteigung der Winkelabhangigkeit des gestreuten Lichtes beim Winkel Null

Grad

Aus dem Diffusionskoeffizienten Dt kann
nach der Stokes-Einstein-Gleichung der
hydrodynamische Radius Ru einer Probe
berechnet werden:

kT
"~ 6mnRy

Dy

(5]

k = Boltzmann-Konstante

T = Temperatur

n = Viskositat des Losungsmittels
Ru = hydrodynamischer Radius

Der ,,Shape Factor“-Bestimmung und
Interpretation

Man kann nun mit einem Gelpermea-
tionschromatographiesystem und mit
einem Feld-Fluss Fraktionierungssys-
tem zunachst eine makromolekulare
oder nanopartikuldre Probe nach deren
Molekulargewicht und nach deren GréR3e
auftrennen, und dann sowohl den Trag-
heitsradius der Probe mit der statischen
Mehrwinkel-Lichtstreuung wie auch den
Hydrodynamischen Radius mit der Dyna-
mischen Lichtstreuung messen. Werden
beide Methoden online, also im Durch-
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fluss, verwendet, dann kann man die
beiden Radien tiber dem Elutionsvolu-
men der Probe auftragen. Abbildung 4
zeigt das Resultat fiir eine Auftrennung
einer nanopartikularen Probe mit der
Methode der Feld-Fluss Fraktionierung.

Verlaufen die beiden Radien, wie in Ab-
bildung 4 zu sehen ist, in einem konstan-
ten Abstand zueinander, und weist das
Verhaltnis von Ry zu Ry einen Wert von
0,775 auf, dann deutet dies darauf hin,
dass in der Probe, unabhdngig von der
GroBe, durchgehend kugelformige
Nanopartikel in Losung vorhanden sind.
Wenn sich die beiden Radienverlaufe
aber annahern oder gar kreuzen, wie in
Abbildung 5 zu sehen ist, dann bedeutet
dies, dass die Probe strukturell inhomo- Retentionsvolumen [ml]

gen ist, €s b‘efinden ?iCh je nach G':ﬁﬂe Abb.4: Auftragung des Hydrodynamischen Radius (durchgezogene Linie) und des
unterschiedliche Partikelformen darin. Tragheitsradius (gestrichelte Linie) einer nanopartikuldren Probe iiber dem
Fazit Elutionsvolumen; die Probe ist strukturell einheitlich

Detektorsignal [mV]

Log Ry
Log Rg

Neben den Molekulargewichten und Groé-
Ren von Makromolekiilen und Nanopar-
tikeln ist oft auch die Form der Molekiile
und Partikel von Interesse. Allerdings
sagen die Grélen, die mit der statischen
Mehrwinkel-Lichtstreuung und der
Dynamischen Lichtstreuung gemessen
werden kdnnen, zundchst nichts liber die
Form der Molekiile und Partikel aus.
Sowohl der Tragheitsradius, der aus der
statischen  Mehrwinkel-Lichtstreuung
resultiert, wie auch der Hydrodynami-
sche Radius, der aus der Dynamischen
Lichtstreuung resultiert, sind abstra-
hierte Radien, die weder die Ldnge noch
die Breite eines Molekiils oder Partikels
beschreiben, sondern einen Mittelwert
daraus abbilden. Da diese Mittelwerte
aufgrund der unterschiedlichen physika-
lischen Definitionen der beiden Radien Retentionsvolumen [ml]

aber voneinander abweichen, kénnen . . -
aus dem Verhiltnis der beiden Radien Abb. 5: Auftragung des Hydrodynamischen Radius (durchgezogene Linie) und des

Riickschliisse auf die Form der unter- Tragheitsradius (gestrichelte Linie) einer nanopartikularen Probe {iber dem
suchten Molekiile und Nanopartikel ge- Elutionsvolumen; die Probe ist strukturell inhomogen
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zogen werden. Das Verhaltnis der Radien
wird als ,,Shape-Factor” bezeichnet, im
Deutschen verwendet man den Begriff
~Formfaktor“.
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