Einfiihrung in die Analytische Ultrazentrifugation

Einfiihrung in die Analytische Ultrazentrifugation

Die Analytische Ultrazentrifugation wurde in den zwanziger Jahren des 20.
Jahrhunderts entwickelt. Urspriinglich wurden mit ihrer Hilfe Teilchengréfien-
verteilungen von Goldsolen bestimmt. In der Folge wurde sie vor allem in der
Biochemie zur Bestimmung von Molmassen und Sedimentationskoeffizienten
eingesetzt. Nachdem sie in den siebziger Jahren durch andere, modernere Me-
thoden (Lichtstreuung, Gelpermeationschromatographie, Gelelektrophorese)
verdrangt wurde, hat in den vergangenen Jahren die Kolloidforschung und
die Erforschung komplizierter, wechselwirkender Systeme in der Biochemie
das Interesse an dieser Methode wieder geweckt, so dass sich neben den tra-
ditionellen Anwendungsgebieten neue Einsatzmoglichkeiten eréffnet haben.
Vor allem folgende Eigenschaften machen die AUZ fiir die Kolloidforschung

wertvoll:

1. Die AUZ ist eine Absolutmethode.

2. Mit der AUZ konnen Gemische untersucht werden; sie arbeitet disper-

Siv.

3. Die AUZ macht geometrische (Groe, Form, Struktur) und thermody-

namische Parameter (Gleichgewichtskonstanten G, H, S) zugénglich.

4. Die maximale Drehzahl betrdgt derzeit 60000 U/min, entsprechend
dem 250000fachen der Erdbeschleunigung. Damit ist die AUZ {iber
einen weiten Bereich von Teilchengrofen (1 bis iitber 1000 nm) und

-dichten einsetzbar. Es kénnen beliebige Losemittel verwendet werden.

5. Die Detektion ist aufgrund verschiedener, i. a. synchron zu betreibender

optischer Systeme variabel.

6. Sie trennt komplexe Gemische mit hoher statistischer Sicherheit, da
alle sedimentierenden Teilchen registriert werden, so dass Auflésungen

im Angstrom-Bereich maglich sind.

In der Industrie werden bereits weitgehend automatisierte Maschinen zur
Produktkontrolle (z. B. bei Pigmenten und Latices) eingesetzt. In der Grund-

lagenforschung liegt der Einsatzschwerpunkt weiterhin in der Biochemie.
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Krifte in der Sedimentationszelle

Ein Teilchen im Sedimentations-
feld ist im wesentlichen drei Kraf-
ten ausgesetzt: der Zentrifugalkraft () s>
F, wirken die Auftriebskraft Fj
und die Reibungskraft F; entge-

gen. Zusatzlich unterliegt das Teil-

chen der Diffusion, die an anderer

Stelle diskutiert wird. r= O

Da die Krifte nur entlang einer
Abbildung 1: Kréfte in der Zentrifu-

genmefizelle

Raumachse wirken, miissen sie nicht

als Vektoren beschrieben werden.

Die Zentrifugalkraft F, ist dem Schwerefeld proportional:
F,=w’r-m, (1)

dabei ist m die Masse des Partikels, w die Winkelgeschwindigkeit des Rotors
und r der radiale Abstand des Partikels von der Rotationsachse. Die Zentri-
fugalkraft nimmt also im Verlaufe der Sedimentation zu. Ihr entgegen wirkt

die Auftriebskraft Fj nach ARCHIMEDES:
Fy = —w?r - mg, (2)

darin ist mg; die Masse des vom Partikel verdrangten Losemittels. Weiter-
hin ist auch die Reibungskraft F, die der Geschwindigkeit u des Teilchens
proportional ist, der Zentrifugalkraft entgegengerichtet:

Darin ist f der Reibungskoeffizient. Das Gleichgewicht der drei Kréfte stellt

sich sehr schnell (< 1 ms) ein, so dass ein stationdrer Zustand erreicht wird:
F,+F+F =0 (4)

Die Masse des verdringten Losemittels ergibt sich als Produkt der Lose-
mitteldichte p und des Teilchenvolumens Vp. Letzteres kann auch iiber seine

Masse m und sein partielles spezifisches Volumen o ! ausgedriickt werden:

mor = Vp-01=mvo (5)

IFiir das partielle spezifische Volumen hat sich in der UZ-Literatur die Bezeichnung @

durchgesetzt - thermodynamisch korrekt wiire die Bezeichnung V.
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Aus den Gln. (1) bis (4) erhélt man damit folgenden Ausdruck:

m(1—17p) u

f CowWlr

5 (6)

Das Verhiltnis der Sedimentationsgeschwindigkeit zur radialen Beschleuni-
gung ist also konstant und wird als Sedimentationskoeffizient s bezeichnet.
Er hat die Dimension einer Zeit; als Einheit ist das Svedberg [S] gebréuchlich:
10078 s=1 8.

Der Reibungskoeffizient f 148t sich nach EINSTEIN durch den Diffusionsko-

effizienten D ausdriicken:

kT

wodurch (6) tibergeht in die SVEDBERG-Gleichung

sRT

M=Dbi-70 ° ®

welche eine Berechnung der Molmasse aus den beiden enthaltenen Transport-
grofen s und D erlaubt. Verwendet man fiir f den Reibungskoeffizienten einer

Kugel gleicher Masse fp und setzt nach STOKES

f0:67T77Rh s (9)

so erhdlt man mit R;, den Radius der reibungséquivalenten Kugel. Darin ist
n die Viskositidt des Losemittels. Damit geht Gl. (7) iiber in die STOKES-
EINSTEIN-Bezichung

kT
= 10
671N Ry (10)
und man erhélt aus Gl. (6)
m (1 —vo)
_ 11
S enn R (11)

woraus sich fiir hohe Verdiinnungen der Radius der reibungsdquivalenten
Kugel berechnen 148t. Handelt es sich bei dem sedimentierenden Partikel um
eine kompakte Kugel, so setzt man fiir seine Dichte gpp = 1/0 und ersetzt
die Masse m durch das Produkt von gp und dem Volumen (3 7 R}). Damit

erhélt man fiir den Durchmesser d der Kugel:

18
P =10 (12)
op — @
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Dabei ist ¢ die Dichte und 7 die Viskositéit des Losemittels, op die Partikel-

dichte und s der Sedimentationskoeffizient.

Fiir komplexere Systeme ist die SVEDBERG-Gleichung (8) ebenfalls giiltig,
nicht jedoch die darauf folgenden Gleichungen. So miissen z.B. fiir nicht
sphérische oder gequollene Partikel andere Ausdriicke gefunden werden. Es
ist gebréduchlich, die von der kompakten Kugel abweichenden Reibungsei-
geneschaften nicht absolut zu beschreiben, sondern anhand des Reibungs-
koeffizientenverhéltnisses f/ fo, welches angibt, um wieviel langsamer als die

kompakte Kugel gleicher Dichte und Masse das fragliche Objekt sedimentiert.

Die Definition der Reibungskoeffizientenverhéltnisses lautet

fO_NA-67r173 3v M

Bei modernen Auswertungsverfahren wird er als anpafbarer Parameter ver-
wendet. Globale Anpassungen der Gesamtheit der Me3daten an Néherungs-
l6sungen der LAMMschen Differentialgleichung, welche alle Sedimentations-
und Diffusionsprozesse beschreibt, liefern dann nicht nur eine Sedimentati-
onskoeffizientenverteilung, sondern auch ein Ergebnis fiir f/f, und damit

eine Molmassen- bzw. Durchmesserverteilung.
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