Theoretischer Teil

Proteinkristalle entstehen aus wirigen Losungen nach Erreichen einer Ubersittigung. Der
Sattigungspunkt hingt von der Proteinkonzentration, der Ionenstéirke, der Temperatur,
dem pH-Wert und der Bindung von Gegenionen oder spezifischen Liganden an das Protein
ab.

Ein Protein kann als grofles, polyvalentes Ion betrachtet werden. In wiiriger Losung
ist jedes Ion mit einer ” Atmosphére” von Gegenionen umgeben. Diese lonenatmosphiire
beeinflufit die Wechselwirkungen des Ions mit Wassermolekiilen auch untereinander und

bestimmt daher dessen Loslichkeit.

Bei niedriger Ionenkonzentration erhoht die Ionenatmosphire die Loslichkeit, da sie die
Moglichkeiten fiir giinstige Wechselwirkungen mit Wassermolekiilen erhoht. Ionen hsherer
Ladung sind in der Regel effektiver fiir Veréinderungen der Loslichkeit. Die meisten Salze
und Proteine sind bei geringer Ionenstérke besser 16slich als in reinem Wasser. Dies wird

auch als ”salting in” bezeichnet.

Bei hoherer Ionenstirke konkurrieren die Tonen um das sie umgebende Wasser. Daher
werden dem gelsten Stoff Wassermolekiile entzogen, und die Loslichkeit sinkt. Der Aus-
salzeffekt ”salting out” wird bei allen wasserloslichen Spezies beobachtet, seien es Tonen,

organische Molekiile, Gase oder Proteine.

Viele Faktoren, die die Loslichkeit eines Proteins bestimmen, sind temperaturabhiingig,
z.B. sinkt die Dielektrizitétskonstante mit steigender Temperatur oder gewinnt der En-
tropieterm in der freien Losungsenthalpie (AG = AH — T'AS) bei steigender Temperatur

an Gewicht.
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Der Temperaturkoeffizient der Loslichkeit hidngt auch von den iibrigen Bedingungen ab,
z.B. der Ionenstirke. Ein Protein ist desto loslicher, je grofler seine Nettoladung ist. Die
geringste Loslichkeit liegt am isoelektrischen Punkt (pl) vor, da die Nettoladung Null ist.
Es sollte bei der Kristallisation eines Proteins im allgemeinen zusétzlich der pH-Wert und

die Gegen-lonen variiert werden, um die optimalen Bedingungen zu finden.

Die zwei hauptsichlichen Schritte bei der Entstehung von Proteinkristallen aus einer Lo-
sung sind Keimbildung (nuclei formation) und Kristallwachstum (crystal growth). Die
Keimbildung erfordert meist eine hohere Ubersiittigung als das Kristallwachstum. Sowohl
Keimbildung als auch Kristallwachstum sind Prozesse, die Stunden bis Monate in Anspruch

nehmen koénnen.

Die Voraussetzung fiir die Kristallbildung ist, daf} es fiir ein gegebenes Kristallisations-
experiment einen metastabilen Ubersittigungsbereich gibt, bei dem Keimbildung erfolgt,
aber sich noch kein amorphes Priizipitat bildet. Je grofier dieser Bereich ist, desto einfacher
168t sich ein Protein kristallisieren. Um die besten Ergebnisse zu erhalten, sollten die
Kristalle bei einer niedrigeren Ubersiittigung geziichtet werden, als fiir die Keimbildung

notig ist.

Die Standardmethoden zur Kristallisation sind so angelegt, dafl die Konzentration an Fil-
lungsmittel, z.B. Salz, Alkohol oder Polyethylenglykol, iiber einen weiten Bereich langsam
erhoht wird. Zum einen wird damit die zur Keimbildung notwendige Ubersiittigung er-
reicht, zum anderen wird bei Kristallwachstum die sinkende Proteinkonzentration durch
eine steigende Fillungsmittelkonzentration ausgeglichen. Damit bleibt die Kristallisation-

slosung langer iiberséttigt, und die gebildeten Kristalle werden grofler.

In den nun folgenden Abschnitten werden die Aggregationsbedingungen sowie die -prozesse
erliutert, die zum Verstéindnis des Phaseniiberganges erster Ordnung beitragen. Des
weiteren wird auf Aggregationskinetiken und auf die Wechselwirkungen von kolloidaler

Groenordnung niher eingegangen.

2.1 Zur Physik der Kristallisation

Die Verfahren der Kristallziichtung werden nach dem Aggregatzustand des Ndhrmediums
unterschieden, aus dem der Kristall wichst. Es gibt die Kristallziichtung aus der Gasphase,

aus der Schmelze, aus Losungen und die Kristallziichtung in der festen Phase. Im weiteren
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wird im wesentlichen auf die Kristallziichtung aus Losungen eingegangen, da nur diese bei

Proteinen angewandt werden kann [28]-[30].

Jede Kristallisation wird durch Kristallisationskeime ausgelost. Keime werden erst ober-
halb einer bestimmten Grofle stabil. In jeder Schmelze oder Losung entstehen und zerfallen
in jedem Augenblick lockere Aggregate von Molekiilen, sog. Embryonen. Die Keimbil-
dung kann homogen oder heterogen sein. Homogene Keime werden aus den Molekiilen
des kristallisierenden Stoffes selbst gebildet. Heterogene Keime werden dagegen durch

fremde Grenzflichen erzeugt.

Aus Griinden der Keimbildungsenergie findet die Kristallisation vorzugsweise durch An-
lagerung an die Oberfléiche fester Partikel statt. Durch Verwendung bereits vorhandener
kleiner Kristallstiicke als Keim kann die Entstehung des Einkristalls gesteuert werden.
Es ist moglich, dal Verunreinigungen in der Losung, z.B. in Form von Staub, ebenfalls
als Keime wirken. Da sich in diesem Fall das Material, d.h. die Proteine, nicht nur am
vorbereiteten Fremdkeim anlagert, sondern auch an den Verunreinigungen kristallisiert, so
daf} die Ziichtungserfolge geschmilert werden, erfordert die Proteinkristallzucht peinlichste

Sauberkeit.

Als Nahrmittel, aus dem der Kristall wachsen soll, dient hier eine Losung. Es wird also eine
Fliissigkeit benttigt, in der das zu kristallisierende Protein loslich ist. Das Grundprinzip
besteht darin, daf} eine gesittigte Losung hergestellt wird, die anschliefend durch Abkiih-
lung oder Verdunstung in den iibersiittigten Zustand iiberfiithrt wird. Wie z.B. bei den
héngenden Tropfen, wo im Reservoir die lonenstéirke doppelt so hoch ist wie im Tropfen,
welcher das zu kristallisierende Protein enthilt. Zusétzlich 148t sich eine iibersittigte

Losung auch direkt durch Zugabe eines Elektrolyten erzielen.

Die Losung ist im iiberséttigten Zustand nicht stabil. Sie strebt danach, in zwei Phasen zu
zerfallen, ndmlich in die geséttigte Losung und in den gelosten Stoff. Im Regelfall geschieht
das in der Weise, dafl die nun iiberzihligen gelésten Proteine in Form eines Niederschlages
ausfallen. Ist die Ubersiittigung noch nicht zu hoch, indem weniger Elektrolyt zur gesiit-
tigten Proteinlosung gegeben wird, oder befindet sich in der Losung bereits ein Kristall,
so tritt der amorphe Niederschlag nicht auf, sondern der Gleichgewichtszustand stellt sich

dadurch ein, dafl der bestehende Kristall kohiirent weiterwichst.
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2.1.1 Thermodynamik der Keimbildung

Zur Beschreibung der Thermodynamik der Keimbildung wird der klassische Phaseniiber-
gang aus der Schmelze betrachtet, der fliissig-fest Ubergang. Hierzu wird die phéinomeno-
logische Betrachtung mit extensiven Grofien verwendet. Die Kristallisation einer Schmelze
beginnt mit der Keimbildung. Im Regelfall entstehen viele Keime. Sie wachsen so lange
weiter, bis sie auf benachbarte Kristalle stoflen. Auf diese Weise kristallisiert das gesamte
Material und es entsteht ein polykristallines Gefiige, wenn die Energiebarriere klein genug

ist.

Gleichgewichtsbedingung

Wir betrachten ein geschlossenes thermodynamisches System, in dem der Druck p und die

Temperatur T homogen sind. Der erste und zweite Hauptsatz der Thermodynamik lauten
fiir diesen Fall .

Qdt = d(f +.pdV, 2.1)

ds > £ Qdt,

wo im zweiten Hauptsatz das Gleichheitszeichen genau dann giiltig ist, wenn Gleichgewicht

vorliegt. Dabei bezeichnet U die innere Energie, V' das Volumen, S die Entropie des

°
Systems und () den Wirmestrom iiber die Systemgrenzen hinaus.

Durch Elimination des Warmestromes @) erhiilt man die Entropieungleichung
TdS > (dU + pdV). (2.2)

Im Gleichgewicht wird daraus die Gibbsche Gleichung. Durch eine Umformung mit der
freien Enthalpie
G=U+pV =TS (2.3)

erhélt man als alternative Formulierung der Entropieungleichung:
dG < Vdp — SdT. (2.4)

Der Vorteil gegeniiber der ersten Formulierung ist, dafl die Differentiale auf der rechten
Seite sich auf die vergleichsweise einfach zu kontrollierenden Gréfien Druck und Temper-

atur beziehen. Fiir den Fall, daff Druck und Temperatur konstant gehalten werden, zieht
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man aus der obigen Gleichung den Schluf}, dafl die freie Enthalpie im Nichtgleichgewicht

nur abnehmen kann. Sie muf} also im Gleichgewicht minimal sein.

Diese Eigenschaft macht die ansonsten eher unanschauliche freie Enthalpie zu einer wichti-
gen Grofle, da sie dariiber entscheidet, welche Modifikation eines Materials energetisch
stabil ist.

Bei der Abkiihlung einer Schmelze beginnt der Erstarrungsvorgang nicht mit dem Er-
reichen des Schmelzpunktes, sondern bei einer deutlich niedrigeren Temperatur. Um dies
zu verstehen, muf} beriicksichtigt werden, dafy das System wihrend des Kristallisationsvor-

ganges in zwei Phasen zerfillt.

Mit dem Unterschreiten der Schmelztemperatur wird die homogene Schmelze zwar insta-
bil, der stabile kristalline Zustand stellt sich aber nicht ein, weil der dazu notwendige
zwischenzeitliche Zerfall in zwei Phasen zunéchst mit einem Anstieg der freien Enthalpie

des Systems verbunden ist.

Die Grenzfliiche zwischen den beiden Phasen liefert nimlich einen positiven Beitrag zur
freien Enthalpie. Ein spontan durch thermodynamische Fluktuation entstehender kristal-
liner Bereich vergeht sofort wieder, weil die Grenzflichenenergie die mit der Kristallisation
verbundene Abnahme an freier Enthalpie iiberkompensiert. Damit der Phaseniibergang
stattfindet, mufl das System einen energetisch ungiinstigeren Zustand passieren. Die dazu
notwendige zwischenzeitliche Energiezunahme heifit Keimbildungsbarriere. Die Keimbil-

dungsbarriere sinkt mit zunehmender Unterkiihlung.

Homogene Keimbildung

Es wird ein Zustand unterhalb der Schmelztemperatur betrachtet. Durch thermodynami-
sche Fluktuationen bilden sich immer wieder kleine, kristalline Bereiche in der Schmelze
aus. Es besteht eine direkte Konkurrenz zwi-schen der Abnahme der freien Enthalpie
durch die Kristallisation (Volumeneffekte) und der Zunahme durch Grenzflichenenergien
zwischen den beiden Phasen (Oberfléicheneffekte).

Um ein qualitatives Bild von den Vorgéingen bei der Keimbildung zu machen, wird angenom-
men, daf} die Oberflicheneffekte einen Beitrag zur freien Enthalpie leisten, der proportional
zur Oberfliche des Kristallisationskeimes ist. Weiterhin soll gelten, dafl der Keim kugelfor-

mig sei mit dem Radius R. Wir kénnen also fiir die Anderung der freien Enthalpie aufgrund
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von Oberflacheneffekten
AGo = +4mo R (2.5)

schreiben, wo o die Oberflichenspannung darstellt.

Unterhalb des Schmelzpunktes hat der Kristall eine geringere freie Enthalpie als eine
Schmelze im gleichen Zustand. Die Bildung eines Keims bedeutet eine Abnahme der

freien Enthalpie des Systems, die proportional zu R? ist:
4 3
AGy = —gﬂ'R pAg. (2.6)

Dabei ist p die Massendichte der Keime und Ag die massenspezifische Enthalpieabnahme

bei der Kristallisation.

AG, = +4 noR?

AG = AG_+AG,

AG

AG, = -4/3 TR’pAg

Abb.2.1: Darstellung der Freien Enthalpie AG, der Keimbildungsbarriere AG* und des

kritischen Keimbildungsradius R*

Die Uberlagerung der eben beschriebenen Oberfliichen- und Volumenkriifte ergibt die
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gesamte Anderung der freien Enthalpie
4
AG = +41oR? — gﬂRspAg. (2.7)

Der qualitative Kurvenverlauf ist in der Abb.(2.1) abgebildet.

Die gesamte freie Enthalpie steigt zunéchst fiir kleine Keimradien an, erreicht dann aber ein
Maximum, um anschliefend rasant abzufallen. Der Wert des Maximums dieser Kurve ist

die Keimbildungsbarriere AG*, und der zugehorige Radius R* heifit kritischer Keimradius.

Im Schmelzpunkt ist der kritische Keimbildungsradius unendlich, da die Volumeneffekte
keinen Einflufl ausiiben. Damit sich iiberhaupt wachstumsfihige Keime bilden kénnen,
ist ein gewisses Mafl an Unterkiihlung notwendig. Die Keimbildungsbarriere wird um so

kleiner, je grofler die Unterkiihlung der Schmelze ist.

Bei einer groflien Unterkiihlung reichen deswegen bereits kleinréumige Fluktuationen aus,
damit sich wachstumsfihige Keime bilden. Daher ist es unméglich, eine Schmelze beliebig
stark zu unterkiihlen. Spitestens dann, wenn der kritische Radius in die Gréflenordnung

des Keimdurchmessers kommt, setzt die Kristallisation ein.

Bei den elektrolythaltigen Proteinlosungen wird der Phaseniibergang nicht durch eine
Temperatursenkung, sondern mittels des Verdunstungsverfahrens bzw. durch direkte
Ubersiittigung durch Zugabe eines Fillungsmittels erreicht. In diesen Losungen liegt
keine vollstindige Mischbarkeit vor. Kristalle schwimmen in der Losung aufgrund der

Mischungsliicke des Systems.

Heterogene Keimbildung

Im Gegensatz zur homogenen Keimbildung tritt die heterogene Kristallisation beispiels
-weise in einer Losung auf. Diese bendtigt zusétzliche Kristallisationskeime wie Staub,
Kratzer an Gefafiwidnden oder zusiitzlich hinzugegebene Keime. Die Keimbildungsbarriere
wird dadurch herabgesetzt. Eine heterogene Keimbildung tritt ein, wenn die aufwach-
senden Molekiile die Keimoberfliche besetzen oder sich in Spalten und Lochern der Keime

einlagern kénnen.

Die Fremdkorper konnen die gleiche oder eine andere chemische Zusammensetzung als
die Schmelze bzw. die gelosten Partikel haben. Die Kristallisationsgeschwindigkeit héngt

sowohl von der Keimbildung als auch vom Keimwachstum ab.
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Die phidnomenologische thermodynamische Betrachtungsweise geht nicht auf die Art der
moglichen Keime ein. Es wird lediglich von der allgemeinen Existenz einer Keimbildungs-
barriere gesprochen, die den Phaseniibergang beschreibt. Im folgenden Abschnitt wird
auf mogliche Wachstumskriterien eingegangen, die aufgrund des kinetischen Verhaltens

der Aggregatbildung auf mogliche Keimarten schliefen lassen.

2.1.2 Fraktale Aggregationsprozesse

Die folgende Betrachtung beriicksichtigt direkt die Teilchenreaktionen auf molekularer

Ebene und verwendet dazu einen statistischen Ansatz.

Die Aggregationsphase von Proteinen als erster Schritt zur Bildung von Kristallen ist ein
wichtiger ProzeBl, der den spiteren Kristallisationserfolg und die Giite der daraus entste-
henden Kristalle bestimmt. Dieser Prozef fiihrt zumindest fiir einige Proteine in dieser
Arbeit nicht zu Strukturen, die raumfiillend dicht sind, sondern verlduft unter Bildung von
fraktalen Clustern. Dieses Aggregationsverhalten wurde schon fiir anorganische Kolloide
beschrieben und untersucht [31]-[33].

Fraktale Korper bzw. Cluster sind Strukturen, deren Masse - Radius Verhiltnis nicht
durch eine ganzzahlige Potenz des Radius ausgedriickt werden koénnen. Die fraktale Di-

mension dy ist definiert durch

m(t) R() 4,
— = (—=2)%. 2.8
G (28)
Die Groflen mg und Ry sind die Masse bzw. der Radius des Monomers am Anfang der

Aggregation, m(t) und R(t) die mittlere Masse und der mittlere Radius des Aggregates

zur Zeit t.

Fraktale Korper zeichnen sich durch eine Selbstihnlichkeit aus, d.h. sie sind invariant
gegeniiber Skalenvariationen. Kolloidale Aggregate zeigen diese Selbstdhnlichkeit, so dafl

sie als fraktale Strukturen beschrieben werden konnen.

Wie anorganische Kolloide aggregieren auch Proteine in verschiedenen Regimes, die von
den Umgebungsparametern abhingen. Diese Regimes unterscheiden sich in der Kinetik des
Wachstums der Cluster und bieten die Moglichkeit, Aussagen iiber die Struktur der Cluster
und die weitere Entwicklung in bezug auf den Kristallisationserfolg des Experimentes zu

treffen.
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Die Struktur dieser Aggregate wird durch ihre Wachstumskinetik identifiziert, definiert
nach dem Kernel der Smoluchowski Gleichung. Stark abstoflende Wechselwirkungen re-
duzieren die Reaktionsgeschwindigkeit und fiihren zu mehr kompakteren Strukturen mit
einer grofleren fraktalen Dimension dy verglichen mit Systemen, bei denen nur schwach

abstoBende Wechselwirkungen vorliegen.

Es lassen sich zwei Bereiche unterscheiden: Der langsame kinetische Prozess wird als ”reak-

tionslimitiert”und der schnelle kinetische Prozess als ”diffusionslimitiert” beschrieben.

Die diffusionslimitierte Cluster Aggregation (DLCA) zeichnet sich durch eine Anlagerungs-
rate von nahezu eins aus, d.h. fast jede Kollision zwischen Molekiilen bzw. zwischen
Molekiilen und Clustern fithrt zu einer Anlagerung. In diesem Fall reicht die thermi-
sche Bewegungsenergie der Molekiile aus, um die Energiebarriere zu iiberwinden, d.h es
gilt Ep < kpT. Hierbei stellt EFp die Energiebarriere zwischen zwei Molekiilen, kp die

Boltzmann Konstante und T die absolute Temperatur dar.

Im Regime der reaktionslimitierten Cluster Aggregation (RLCA) wird eine bestimmte
kinetische Energie benotigt, um die mittlere Energiebarriere Ep des Gesamtpotentials
W (r) zu iiberwinden, d.h. hier liegt der Fall Ep > kgT vor.

Im Ubergangsbereich zwischen diesen Gebieten wird vom ” Crossover” (XOVER) - Regime

gesprochen.

Die gekoppelte Differentialgleichung von Smoluchowski [34],[35]

ON(j,t) _

1
ot 2 ; K(k, )Nk, )N (1,1)(0p+1,; — Ok,j — 61,5) (2.9)

beschreibt die Bildung bzw. die Dissoziation eines Clusters aus j Monomeren, wobei
K(k,l) die Geschwindigkeitskonstante der Bildung eines k+1 - mers aus Clustern mit k
und 1 Monomeren und N(j,t) die Zahlkonzentration eines j - mers zur Zeit t ist. Nach
Smoluchowski hat die obige Differentialgleichung unter der Voraussetzung einer von t und

k,] unabhingigen Geschwindigkeitskonstante die explizite Losung
: (cty
N(j,t) = ————. 2.1
(.0 = o (2.10)

Das DLCA-Regime ist dadurch charakterisiert, dafl die mittlere Masse m(t) der Cluster
linear mit der Zeit zunimmt
m(t) = mo(1 + 2¢6t), (2.11)
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wobei ¢ folgendermaflen definiert ist:

¢ = ANok5T (2.12)
31

Hierbei ist Ng die Anzahl der Monomere, kg die Boltzmann Konstante, T' die Temperatur,
n die Viskositét der Losung und 3 die Anlagerungswahrscheinlickeit. Da in diesem Regime
jedes Teilchen assoziiert, ist die Anlagerungswahrscheinlichkeit § gleich Eins. Mit der
mittleren Masse-Radius Relation erhilt man fiir die Wachstumskinetik einen einfachen
Zusammenhang

R(t) = Ro(1 + 2ct)"/%s. (2.13)

Phénomenologisch ausgedriickt bedeutet dies: Je geringer die fraktale Dimension dy,
desto grofler ist der StofSquerschnitt und damit die Stofirate der Cluster, was sich in einer

gesteigerten Aggregation manifestiert.

FEine andere Situation liegt im RLCA - Regime vor: Ein iiberwiegend abstoflendes Poten-
tial verhindert eine Anlagerung bei Teilchen mit nicht ausreichender kinetischer Energie
zur Uberwindung der Energiebarriere Ep. In der Gleichgewichtskonstanten K(k,1) wird
dies beriicksichtigt durch die Anlagerungswahrscheinlichkeit 3 und eine Beschréinkung der

Anlagerungsstellen, die proportional zur Grofle der beteiligten Cluster ist
1
K(k,1) = 5(14: +1)5. (2.14)

Die mittlere Masse wiichst exponentiell mit der Zeit

m(t) = moexp(2¢ - t) (2.15)

und fiir das mittlere Groflenwachstum ergibt sich folgende Relation:

R(t) = Roexp(2cf - t). (2.16)

Schliefllich kann Clusteraggregation auch in einem Regime ablaufen, welches Eigenschaften
von beiden DLCA- und RLCA- Regimes besitzt. Dieser Ubergang ist das sogenannte
XOVER - Regime und kann als eine Verringerung der Ionenatmosphére betrachtet werden,
d.h. der Grad der Abschirmung der Teilchen untereinander wird veréndert [36],[37].

Typischerweise zeigt die Aggregation anfangs RLCA - Verhalten, beim Erreichen einer
kritischen Grofle iiberwiegt dann der DLCA - Anteil. Und genau hier liegt der Bereich,

wo sich wenige grofiere Kristalle bilden.
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In der folgenden Abb.(2.2) sind die Aggregationskinetiken aller drei Regimes qualitativ

wiedergegeben.

ROR |

DLCA e

- e
— e

Abb.2.2: Qualitative Verldufe der Bereiche der verschiedenen Aggregationskinetiken

In dem nun folgenden Abschnitt wird die Proteinlosung mit Hilfe eines kolloidalen Sys-

tems beschrieben, um einen Einblick in die physikalisch-chemischen Wechselwirkungen

von nm-groflen Teilchen in Losung zu bekommen. Dazu wird die Doppelschichttheorie

und das daraus resultierende Gesamtwechselwirkungspotential der gelosten Teilchen er-

ldutert. Das Verstédndnis dient dazu, die erwihnten Aggregationsbarrieren zwischen den

wechselwirkenden Proteinen hinsichtlich ihres Aggregationsverhaltens in Zusammenhang

zu bringen.
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2.2 Grundlagen aus der Kolloidchemie

Die kolloiden Systeme stellen mikroskopisch ein Zweiphasensystem dar, wobei das Lo-
sungsmittel als Kontinuum betrachtet werden kann, das durch seine makroskopischen
Groflen charakterisiert ist. Die Wechselwirkung der Partikel mit dem Losungsmittel zeigt
sich in der Brown’schen Molekularbewegung, die durch zuféllige Stofe der Losungsmittel-

molekiile mit dem Kolloidpartikel hervorgerufen wird.

Die Eigenschaften der Suspension werden durch die Wechselwirkung der Partikel be-
stimmt. Sie beruht u.a. auf der elektrostatischen Abstofung der Partikel. Abhingig
von deren Stéirke entspricht das Verhalten der Partikel dem eines Gas- oder Fliissigkeits-
teilchens. Bei sehr starker Wechselwirkung treten dann kristalline oder amorphe Festkor-

perstrukturen auf.

Dispersionen bezeichnet man als physikalisch stabil, wenn sich ihre Partikelgrofienverteilung
im Laufe der Zeit nicht oder nur geringfiigig #ndert. Bei physikalisch instabilen Disper-

sionen tritt wihrend der Beobachtungszeit Teilchengroflenwachstum auf.

Zum Versténdnis der Struktur und der Dynamik ist es wichtig, die Form des Wechsel-
wirkungspotentials der Kolloidteilchen zu kennen. Mit Hilfe des experimentellen Struk-
turfaktors, z.B. in Abhéngigkeit von der Temperatur, der Ionenstérke und der Konzentra-
tion der Kolloidteilchen, sollte das gesuchte Wechselwirkungspotential richtig vorhergesagt

werden konnen [38].

2.2.1 Aufbau der elektrischen Doppelschicht

Als ein System werden in elektrolythaltigem Wasser dispergierte Teilchen betrachtet, die
an der Oberfiche dissoziierbare Gruppen besitzen. In Abhingigkeit von der Art der dis-
soziierbaren Gruppen ist die Oberfliche negativ oder positiv geladen. Bei der Anwe-
senheit unterschiedlicher funktioneller Gruppen erhilt das Teilchen je nach pH-Wert des
Dispersionsmediums und daraus resultierender Dissoziation eine pH-abhéingig wechselnde

Gesamtladung.

Bei protonenabgebenden Gruppen wie Carboxyl- oder Sulfatgruppen erhalten die Partikel
eine negative Oberflichenladung. Werden umgekehrt von der Teilchenoberfliche negative

Tonen abgegeben, so erhilt das Teilchen eine positive Oberflichenladung.
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Die im folgenden beschriebene Modellvorstellung von Partikeln in Elektrolytlosungen be-
schreibt den Aufbau der das Teilchen umgebenden Ionenatmosphiire als Kombination einer
fixen mit einer diffusen Schicht, der sogenannten elektrischen Doppelschicht [39]-[41]. Auf-
grund der Komplexitéit kann es auch zur Auflagerung von mehreren Schichten kommen
[42].

Die Oberflichenladung eines Molekiils mit einem Oberflichenpotential ¥g, dem soge-
nannten Nernstpotential, verursacht eine Anreicherung von Gegenionen an der Grenz-
fliche und der nahen Umgebung. Die Konzentration der Gegenionen kann um mehrere
Groflenordnungen iiber der in der Losung existierenden liegen. Die Konzentration dieser
Gegenionen wird allerdings durch deren Eigenvolumen und ihre repulsiven Wechselwirkun-

gen begrenzt.

Es bildet sich eine elektrische Doppelschicht aus, die man im allgemeinen in zwei Bereiche
unterteilen kann. Das Gebiet, in dem es zu einer Sittigung von Gegenionen kommt,
heilt Stern-Schicht, und der Bereich, in dem die Verteilung der Ionen, d.h. Gegen- und
Co-Ionen der Boltzmann-Statistik gehorcht, wird Gouy-Chapman Schicht, auch diffuse
Schicht, genannt. Die Ausdehnung der diffusen Schicht ist gleich dem reziproken Wert des
Debye-Hiickel Parameters x, d.h. 1/ [43].

Ein positiv geladenes Partikel mit dessen Doppelschicht ist in Abb.(2.3) veranschaulicht.
Zur einfachen Verdeutlichung des Sachverhaltes wird der Aufbau dieser Schichten an-
hand eines dispergierten Partikels mit einer positiven Oberflichenladung beschrieben. Zur
besseren Ubersichtlichkeit wird ein Dispersionsmedium mit einem 1 : 1- Elektrolyten be-
trachtet, z.B. NaCl.

Nach Dispergierung der Partikel kommt es zur Adsorption einer Schicht aus negativ gelade-
nen Ionen (Cl~, Anionen). Diese Adsorptionsschicht wird als Stern-Schicht bezeichnet.
Wihrend des Adsorptionsvorganges werden sie fest an die Teilchenoberfliiche gebunden.

Somit besteht diese Schicht aus fixierten negativen Ionen.

Aufgrund der Hydrathiille und der Grofle der Ionen kann nur eine bestimmte Anzahl
den unmittelbaren Raum an der Teilchenoberfliche ausfiillen. Daher wird die Netto-
ladung des Kolloidpartikels nicht vollstdndig durch Adsorption von negativen Ionen auf
der Oberfliche kompensiert. Die restlichen zur Kompensation der positiven Ladungen auf
der Teilchenoberfliiche erforderlichen Gegen-lIonen (counterions) umgeben das Teilchen als

eine diffuse ” Wolke”.
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Abb.2.3: Positv geladenes Kolloidion mit umgebender elektrischer Doppelschicht

In der diffusen Schicht sind die Gegen-lonen nicht fixiert, sondern frei beweglich und
unterliegen der Diffusion. Die Konzentration an negativen Gegen-Ionen ist in geringen
Absténden zur Teilchenoberfliche noch hoch. Sie nimmt mit zunehmendem Abstand
von der Teilchenoberfliche ab, wihrend gleichzeitig vermehrt positive Ionen auftreten
(Na™, Kationen). Die Konzentration der positiven Ionen nimmt weiter zu, bis schliefilich
die Konzentration an positiven und negativen Ionen gleich ist. Der Ladungsausgleich
gegeniiber der Teilchenoberfliche ist abgeschlossen, die diffuse Schicht endet hier, das

Potential ist auf null abgefallen.

Zusammenfassend ist festzustellen, daf die diffuse Schicht aus nicht fixierten , hydratisier-
ten und negativen Gegen-Ionen und positiven Ionen (Co-Ionen) besteht, wobei die Konzen-

tration an Gegen-lonen mit zunehmendem Abstand von der Teilchenoberfliche abnimmt.
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Im Gleichgewichtszustand wird die lonenverteilung durch den Boltzmann-Faktor bestimmt,
der das Verhéltnis zwischen elektrostatischer Energie Z,e¥ und thermischer Energie kgT'
eines lons beschreibt. Somit berechnet sich die Wahrscheinlichkeit des Vorhandenseins
eines negativen Gegenions n~ /Ny in einem bestimmten Abstand z zu einer positiven
Teilchenoberfliche (positives ¥g) nach folgender Gleichung:

n_(z)

= exp(—2ZpeV(x)/kpT) (2.17)

Moo

mit n~ (z) Konzentration an Gegen-Ionen im Abstand x von der Teilchenoberfléiche, n
Konzentration der Gegen-Ionen in unendlicher Entfernung von der Oberfliche, Z,eW¥(x)
elektrostatische Energie eines Ions im Abstand = von der Teilchenoberfléiche, 7, Wertigkeit
des Kolloidions, e Elementarladung, W(x) Potential im Abstand = von der Oberfliche

(mV) und kp Boltzmann-Konstante.

Fiir die Co-Ionen, d.h. Tonen mit gleicher Ladung wie die Oberfléiche der Kolloidteilchen,
erhilt der Exponent in obiger Gleichung ein positives Vorzeichen, d.h. ihre Konzentra-
tion nimmt mit zunehmender Anniherung an die gleichsinnig geladene Oberflidche ab.
Oder umgekehrt: Je weiter man sich von der Oberfléiche entfernt, desto mehr nimmt die
Konzentration an Co-Ionen zu, bis sie am Ende der diffusen Schicht die Konzentration der

Gegen-Ionen erreicht (n™ =n~ = ny).

Potentialverlauf im Schichtenmodell

Im vorgenannten Beispiel besitzt das Teilchen eine positive Oberflichenladung. Das posi-
tive Potential wird durch die Adsorption von negativen Ionen in der Stern-Schicht gesenkt.
Dieses Potential wird als das Sternpotential Wy bezeichnet. Der Potentialabfall ist be-
grenzt, da die negativen Ionen einen bestimmten Platzbedarf haben. Es gibt eine maxi-

male Besetzung der Schicht.

Der Potentialverlauf in der Stern-Schicht ist linear, da die Ionen hier regelméflig ange-
ordnet sind. Der weitere Potentialabfall gegen Null erfolgt nun in der diffusen Schicht.
Der Potentialabfall in der diffusen Schicht ist im Gegensatz dazu exponentiell, da eine

unregelmiifige Verteilung der negativen Gegen-Ionen vorliegt.

Die Konzentration der negativen Gegen-lonen nimmt mit zunehmendem Abstand von
der Teilchenoberfliche in der diffusen Schicht ab, bis schliefflich am Ende der diffusen
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Schicht die Anzahl der negativen Ionen gleich der Anzahl der positiven ist, d.h. n= = n™.
Der Abfall auf Null findet strenggenommen nicht statt, da sich das Potential bei einem
exponentiellen Verlauf Null nur asymptotisch annéhert. In Abb.(2.4) ist der beschriebene

Potentialverlauf graphisch dargestellt.

Zetapotential ¢ und Schichtdicke x~*

Die diffuse Schicht besteht aus nicht fixierten, beweglichen Ionen und ist somit kein festes,
starres Gebilde. Bei der Diffusionsbewegung eines Teilchens kommt es deshalb aufgrund
von Reibungskriften zu einem teilweisen Abstreifen der diffusen Schicht. Durch den Ver-
lust eines duBeren Teils der diffusen Schicht fehlen dem Teilchen Gegen-lIonen zur Kom-

pensation der positiven Nettoladung von der Teilchenoberfliche.

Potential
Stern Potential
b g
A Yy
Nernst
Potential
¥y

Zeta

/ Potential

-1
K

Abb.2.4: Potentialverlauf im Schichtenmodell mit der Definition der Debye-Hiickel-Linge
1/k
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Aufgrund des an der Scherebene abgestreiften dufleren Teils der diffusen Schicht ist das
Teilchen nach auflen hin nicht weiter neutral. Da die fiir den Potentialabfall zwischen
der Scherebene und dem Ende der diffusen Schicht verantwortlichen Gegen-Ionen entfernt
wurden, entsteht nun eine wirksame Potentialdifferenz, die nicht mehr ausgeglichen wird.
Da im unendlichen das Null-Potential vorliegt, ist das Potential an der Scherebene der

diffusen Schicht gleich der Potentialdifferenz und wird als Zetapotential ¢ bezeichnet.

Im eigentlichen Sinn ist das Zetapotential als das unter Einwirken eines elektrischen Feldes

an der Scherebene mefibare Potential definiert und in der Abb.(2.4) hervorgehoben.

Bei der Diffusionsbewegung abgestreifte Teile der diffusen Schicht bauen sich wieder auf,
werden danach jedoch erneut wieder abgestreift. Die dufleren Teile der diffusen Schicht
unterliegen somit einem permanenten Ab- und Aufbau, als Relaxationseffekt bezeichnet.
Das Abstreifen eines geringen #ufleren Teils der diffusen Schicht erklirt auch, warum
Partikel, die aufgrund der diffusen Schicht keine Nettoladung tragen, anfangen, in einem

elektrischen Feld zu wandern.

Legt man an eine Dispersion mit diffundierenden Teilchen ein elektrisches Feld an, so er-
fahren die Teilchen eine Beschleunigung auf die entgegengesetzt geladene Elektrode (An-
ode +, Kathode -). Die Beschleunigung der Teilchen im elektrischen Feld fiihrt zu einer
Erhshung der Teilchengeschwindigkeit. Nach dem Stokes’schen Gesetz ist die auftretende
Reibungskraft proportional zur Geschwindigkeit:

Fr =6rRnv (2.18)

mit der Reibungskraft F g, dem Teilchenradius R, der Viskositét 1 und der Teilchengeschwin-
digkeit v, die der Bewegung des Teilchens entgegengerichtet ist.

Bei ausreichend hoher Teilchengeschwindigkeit v in einem ausreichend starken elektrischen
Feld E wird schliellich nahezu die gesamte diffuse Schicht gestreift. Ein Abstreifen der
Stern-Schicht ist nicht moglich, da die Ionen in der Stern-Schicht im Gegensatz zur diffusen
Schicht fest fixiert (adsorbiert) sind. Von der diffusen Schicht bleibt ebenfalls noch ein
sehr diinner restlicher Film erhalten, da die Hydrathiille der Sternschicht diesen Teil vor

dem Abstreifen schiitzt.

Erreicht aufgrund der steigenden Teilchengeschwindigkeit die Reibungskraft die Grofle der
beschleunigenden Kraft
Frp=QE = Z,E (2.19)
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des elektrischen Feldes, d.h. Fr = Fg, so geht die beschleunigte Bewegung des Teilchens in
eine konstante Teilchengeschwindigkeit iiber. Hierbei bezeichnet @ die Oberfliichenladung

und Z, die Ladungszahl, d.h. die Anzahl der Elementarladungen e, des gelosten Partikels.

Das Potential an der Scherebene nach Abstreifen der diffusen Schicht ist das in der elek-
trophoretischen Messung bestimmte Zetapotential (. Aufgrund der Teilchengeschwindigkeit

v im elektrischen Feld E kann das an der Scherebene wirksame Potential berechnet werden.

Aus rdumlichen Griinden gibt es eine Begrenzung in der Anzahl der Ladungen, die pro
Oberflicheneinheit auf einem Teilchen vorhanden sein kénnen. Demzufolge gibt es je nach
Platzbedarf der vorhandenen dissoziierten Oberflichengruppen einen Maximalwert fiir das
Nernst-Potential ¥y. Da die Anzahl der zu adsorbierenden Ionen in der Stern-Schicht aus
rdumlichen Griinden ebenfalls begrenzt ist, ergibt sich fiir das Sternpotential Wy bzw.

Zetapotential ¢ ebenfalls ein maximal moglicher Wert.

In Abhéngigkeit vom chemischen Charakter der geladenen Gruppen an der Oberfléche
sowie der adsorbierten Ionen in der Stern-Schicht werden maximale Zetapotentiale im

Bereich von ca. +100mV oder —100mV gemessen.

Die Dicke der diffusen Schicht ist gleich dem reziproken Wert des Debye-Hiickel-Parameters
K:

262 1/2

Hierbei ist I die Ionenstirke mit I = %ZZ ani, wobei Z; die Wertigkeit und n; die
Anzahldichte von Gegen-Ionen in Losung ist, e die Elementarladung, e die Dielektrizitéits-

konstante, T' die absolute Temperatur und kg die Boltzmann Konstante.

Die Debye-Hiickel-Linge x~! wird aus der linearisierten Poisson-Boltzmann Differenzial-
gleichung
ViU = 520 (2.21)

fiir ¥y << kpT'/e abgeleitet. Hierbei ist V der Nabla Operator [44].

Der Debye-Hiickel Parameter ist abhingig von der Konzentration der im Dispersions-
medium vorhandenen Ionen, der Ladungszahl dieser Ionen (Wertigkeit) sowie der Dielek-
trizitdtskonstanten ¢ des Dispersionsmediums. D.h. mit zunehmender Konzentration
eines Elektrolyten oder bei gleicher Elektrolytkonzentration mit steigender Wertigkeit der

Gegen-lonen nimmt die Dicke der diffusen Schicht ab.
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Fiir ein Teilchen z.B. mit einer positiven Nettoladung bzw. einem positiven Oberflichenpo-
tential verringert sich die Dicke der diffusen Schicht vom 1:1 zum 1:2 und 1:3 Elektrolyten,

also mit steigender Wertigkeit der Anionen.

Mit steigender Elektrolytkonzentration oder steigender Wertigkeit der Gegen-Ionen wird
der Potentialabfall in der diffusen Schicht immer steiler. Das gemessene Zetapotential
nimmt ab, die Differenz zwischen Zetapotential und Sternpotential nimmt dementsprechend

zu.

Nach der beschriebenen Doppelschicht eines gelosten Teilchens, wird auf die davon ab-

hingige Wechselwirkung zwischen den Partikeln eingegangen [45]-[48].

2.2.2 Teilchenwechselwirkungen in Lésung

Unabhiingig vom Vorzeichen bewirkt eine hohere gleichsinnige Ladung eine hohere Ab-
stoffung und damit Stabilitit von Dispersionen, d.h. um den Proteinen ein Kristallwach-
stum zu ermoglichen, mufl diese Abstoflung soweit verringert werden, dafl die Potential-
barriere iiberwunden werden kann. Auf Molekiile und Cluster in Losung wirken unter-
schiedliche Krifte ein. Stofle mit Losungsmittelmolekiilen, die thermische Bewegungs-
energie aufweisen, sowie elektrostatische und hydrodynamische Wechselwirkungen der

gelosten Stoffe untereinander und mit dem Losungsmittel spielen eine Rolle.

Als Brown’sche Bewegung bezeichnet man Bewegungen von Makromolekiilen oder Clus-
tern in Losung, die durch Stofle der grofien Teilchen mit den kleinen Losungsmittel-
molekiilen hervorgerufen werden. Hierbei kommt es zu gréfleren Raumverschiebungen,
je geringer die Masse bzw. der Radius der Makromolekiile ist, da die iibertragene kine-
tische Energie konstant bleibt. Der Vorgang des Ortswechsels von Teilchen wird Diffusion
genannt. Die Bewegung eines Partikels in einer Umgebung von gleichartigen Partikeln
wird als Selbst- oder Eigendiffusion und die Bewegung in einem andersartigen Stoff, wie

das Protein in wiifiriger Losung, als Fremddiffusion bezeichnet.

Die Theorie der Brown’schen Bewegung liefert fiir das mittlere Verschiebungsquadrat
< (r(r) = r(0))? >= 6Dr, (2.22)

wobei D der translatorische Diffusionskoeffizient und 7 die betrachtete Verschiebungszeit

ist.
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Der Diffusionskoeffizient D einer verdiinnten monodispersen Losung mit der Teilchen-
zahlkonzentration n und der Volumenfraktion ® kann mit der allgemeinen Stokes-Einstein

Relation [49] (5TL/3m)
n)pr

f(n)

beschrieben werden. Hierbei ist IT der Osmotische Druck und f(n) der Reibungskoeffizient

D= (1—®) (2.23)

der Teilchen. Die weitere Betrachtung bezieht sich auf kugelformige Partikel mit dem
Radius R, da es bisher noch keine Theorie gibt, die von der Kugelform abweicht, weder
fiir kugelfésrmige Korper mit verschiedenen Radien (polydisperses System) darstellt, noch
fiir verschiedene Partikelformen. Somit ergibt sich folgende Beziehung zwischen ® und n

4
P = §7TR3TZ. (2.24)

Der Faktor (0II/0n)pr wird als thermodynamischer Term bezeichnet, da der osmotische
Druck II aus dem chemischen Potential abgeleitet werden kann. In einer verdiinnten

Losung 148t sich II beziiglich der Zahlkonzentration n zu
Il = kpT(n + Ben® + O(n?)) (2.25)

mit der Boltzmann Konstanten kp, der absoluten Temperatur T und dem zweiten Viri-

alkoeffizienten Bj entwickeln. O(n3) beschreibt die Ordnung der Entwicklung.

Der Einflul des Losungsmittlels auf den Diffusionskoeffizienten spiegelt sich in der Teilchen-
beweglichkeit p wider, was dem Ausdruck (1 — ®)/f(n) entspricht. Dieser Parameter 148t
sich ebenfalls in eine Reihe beziiglich des Volumenanteils entwickeln

1-o) 1
f(n) — 6mR

(1+ Kp® + O(9?)), (2.26)

wobei 1 die Scherviskositédt und Kj die hydrodynamische Korrektur 1.0rdnung mit der
Ordnung O(®?) beschreibt.

Mit beiden Nédherungen wird nun fiir den Diffusionskoeffizienten die lineare Form zu
D = Do[1 + (K¢ + Kp)®] (2.27)

berechenbar.

Hier ist die thermodynamische Korrektur 1.0rdnung mit

K, = 2B, /(§WR3) (2.28)
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bereits enthalten. Dg ist der Diffusionskoeffizient fiir unendliche Verdiinnung, was einem
wechselwirkungsfreien System entspricht. Fiir Dy ist folgender Zusammenhang aus der
Stokes-Einstein-Gleichung [50] mit

_ kgT
- 6mR

0 (2.29)

bekannt. Solange die Wechselwirkungen vernachléssigt werden konnen, 18t sich der hy-
drodynamische Radius der Teilchen aus dem gemessenen Diffusionskoeffizienten mit der
Boltzmann Konstanten kp, der absoluten Temperatur 7', der Viskositit der Losung 1 und

dem hydrodynamischen Radius R der diffundierenden Teilchen berechnen.

Bei diesem Diffusionskoeffizienten handelt es sich um einen extrapolierten Wert fiir un-
endliche Verdiinnung. Die Konzentrationsabhingigkeit des Diffusionskoeffizienten resul-

tiert aus den Wechselwirkungen der gelosten Teilchen untereinander.

Unter elektrostatischen Wechselwirkungen versteht man Coulomb’sche Kriifte mit langer
Reichweite, die aus Nettoladungen der Molekiile resultieren, wie auch Wasserstoffbriicken-
bindungen und van der Waals Kriifte, die eine kurze Reichweite haben. Fiir die Aggrega-
tion von Proteinen sind weiterhin hydrophobe Wechselwirkungen von Bedeutung, die auf
der Abstoflung von Wassermolekiilen von der Oberfléiche beruhen und entropischer Art

sind.

Sie beeinflussen die Brown’sche Bewegung der Teilchen in der Weise, daf§ abgesehen von
StoBen der Teilchen mit Losungsmittelmolekiilen Kriifte auf die Molekiile wirken, die durch

ihre Ladungen und durch die umgebenden Ionen bestimmt werden.

Zunichst wird mit Hilfe thermodynamischer Betrachtungen der Koeffizient K; mit dem
Wechselwirkungspotential W (r) in Zusammenhang gebracht. Das Potential W (r) beschreibt
die Wechselwirkung zweier geloster Teilchen in Losung, die sich in einem Abstand r (jeweils

vom Massenmittelpunkt gemessen) voneinander befinden:

3

Ki= 2

/ P2{1 — exp|—W () [k T] Y- (2.30)
0
Das Wechselwirkungspotential W (r) besteht im Allgemeinen aus drei Anteilen:

(i) einer Harte-Kugel Abstoflung Wxx mit

Whk(r) =0 fir r > 2R

, (2.31)
Whk(r) =oc firr <2R
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(ii) einer elektrostatischen Abstoung W4 p zwischen gleichsinnig geladenen Makromolekii-
len und der van der Waals Anziehung W4y . Zusitzliche elektrostatische Krifte zwischen

gelosten Teilchen und Losungsmittelmolekiilen sind implizit in W p enthalten.

Zur Vereinfachung wird das Harte-Kugel Potential von dem gesamten Wechselwirkungspo-
tential separiert und als
W(r) =Wap(r) + Wan(r) (2.32)

definiert. Weiterhin 1483t sich mit
x=(r—2R)/2R (2.33)
eine dimensionslose Form fiir den Korrekturkoeffizienten K; angeben:
K, =8+24 /000(1 + 2)2{1 — exp[-W (x)/kpT)]}dz. (2.34)

Der konstante Term (+8) resultiert aus der Harte-Kugel Abstoung, der in der linearisierten
Diffusionsgleichung zu einer Erhoung des Diffusionskoeffizienten beziiglich der Teilchenkon-

zentration fiihrt.

Mit Hilfe von komplizierten hydrodynamischen Theorien (Smoluchowski-Gleichung) 148t
sich unter Beriicksichtigung von Riickstromungseffekten in der Losung fiir den hydrody-

namischen Korrekturkoeffizienten K} ebenfalls eine dimensionslose Form angeben:

Ky = —HK — /0 " F@){1 — exp[-W(2)/ksT]}de. (2.35)

Hierbei hat Felderhof die folgenden Beziehungen ermittelt [51],[52]:

HK = 6,44 und (2.36)
1 2
Fz) =121+ x) - §5(1 +3) %+ 6—1(1 +a)t + %(1 +1)7°. (2.37)
Eine weitere Losung wurde von Batchelor gefunden [53],[54]:
HEK = 6,55 und (2.38)
F(x) =11.89(1 + z) +0.706 — 1.69(1 + ). (2.39)

Unter Beriicksichtigung beider Ergebnisse lift sich ein mittlerer Wert fiir den Einflufl
des Harte-Kugel Potentials in der Diffusionsgleichung zu 1,505 berechnen. Dieser Wert
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verdeutlicht den relativ kleinen Effekt der Undurchdringbarkeit (excluded volume) der
Teilchen:
D = Dy(1+1.505- ®). (2.40)

Im folgenden wird der Wechselwirkungsparameter A mit dem Wechselwirkungspotential
W (x) in Beziehung gebracht. Die Gesamterscheinung der thermodynamischen und hy-
drodynamischen Wechelwirkungen der Partikel untereinander und mit den Losungsmittel-

molekiilen werden als erste Niherung in dem Wechselwirkungsparameter \ erfafit:
A= K + Kp,. (2.41)
Dies fiihrt zu folgendem Ausdruck fiir den Wechselwirkungsparameter A:
A=(8—-HK)+ /000[24(1 +2)% — F(2)]{1 — exp[-W (z)/kpT]}dz, (2.42)

mit den entsprechenden Berechnungen fiir H K sowie F'(x). Dieser gesamte Ausdruck wird
zur Anpassung des Gesamtpotentials an die Mewerte fiir den Wechselwirkungsparameter
A verwendet [55].

Die Anwendung der obigen linearisierten Diffusionsgleichung auf eine Suspension erfordert
die Bestimmung des Wechselwirkungspotentials W (z). Das System wird zur Vereinfachung
aus gleichartigen, harten und kugelférmigen Teilchen mit einem Radius R und mit einer
Nettoladung

Q = Zpe = 0 - A7 R? (2.43)

beschrieben, wobei eine konstante Ladungsdichte o vorausgesetzt wird. Dieses Modell
basiert auf der Theorie von Derjaguin, Landau, Verwey und Overbeek (DLVO), um die
Stabilitéit von kolloidalen Systemen beschreiben zu kénnen [56],[57].

Diese sogenannte DLVO-Theorie basiert auf dem Wechselspiel von anziehenden und ab-
stoflenden Kriften. Das Gesamtpotential besteht aus dem elektrostatischen AbstofSungspo-
tential W4p, welches von langer Reichweite ist, und aus dem Anziehungs- oder auch van

der Waals-Potential W4y, welches kurzreichweitig ist [58].

Der genaue funktionale Zusammenhang fiir die Abstoungsenergie W4p(x) héngt ab von
der Grofle der Teilchen R und dem Grad der Abschirmung jedes Teilchens, der durch die
Tonenstérke des Losungsmittels beeinflufit wird. Die Abschirmung wird durch die Debye-

Hiickel-Linge x~! beschrieben.
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In der DLVO-Theorie lassen sich zwei Grenzfille fiir Wap(z) in Abhéngigkeit von der
Relation kR in analytischer Form angeben [59],[60]:

(i) Fir kR << 1:

o exp(—2kRx)

mit dem Debye-Hiickel-Potential ¥ py des geladenen Teilchens, was in erster Niherung

(2.44)

dem Oberflichenpotential Wy entspricht. Die zugehorige Gleichung lautet
Zpe

4rRe(1+ kR)’

wobei Z,, die Zahl der Nettoladungen auf der Oberfliche des Teilchens und R der Teichen-

radius ist.

Upy =y = (2.45)

(ii) Fir kR >>1:
V24
Wap(z) = %ER In[1 + exp(—2kRx)] (2.46)

mit dem Oberflichenpotential des geladenen Teilchens

7 2
ZkBT) sinh™!( p¢

Uy = .
0= e 8T R2kekpT

). (2.47)

(sinh ™! ist die Umkehrfunktion vom sinh).
Fiir die Lysozym-Messungen ist der Bereich 2 < kR < 10 mit R ~ 2nm relevant.

Fine weitere Gleichung, die die elektrostatische Wechselwirkungsenergie zwischen zwei
gleichsinnig geladenen Teilchen mit dem Radius R beschreibt, jedoch allgemeingiiltiger

ist, lautet nach Lagaly [61]

R 4re 16(kpT)?

Wap(z) = 7 A exp(—2kRz), (2.48)

wobei diese Nidherung nur fiir symmetrische Elektrolyte gilt. Es bedeutet Z die Wertigkeit
der Ionen, ¢ die Dielektrizitéitskonstante (¢ = ege,), kpT die thermische Teilchenenergie,

e die Elementarladung und « der Debye-Hiickel-Parameter. Insbesondere gilt

7= (G2 = 1) / (explE2) + 1) (2.49)

mit dem Oberflichenpotential ¥g. ZeWq beschreibt die elektrostatische Energie eines Tons
auf der Teilchenoberfléiche (elektrische Arbeit).

Bei all den obigen Gleichungen fiir die Abstoflungspotentiale ist eigentlich mit ¥y das

Sternpotential ¥4 und nicht das wirkliche Oberfléichenpotential gemeint. Die Herleitungen
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beruhen auf dem Gay-Chapman Modell und beriicksichtigen nicht die Stern-Schicht, da
sich die Debye-Hiickel-Lénge £~! nur auf die Dicke der diffusen Schicht bezieht.

Somit wird bei Zetapotential-Messungen annihernd dieses gemeinte Oberflichenpotential
U, in den Gleichungen gemessen und kann durch das Zetapotential ( ersetzt werden.
Nur bei geniigend niedrigkonzentrierten Elektrolytlosungen (< 1076 M) wird dadurch das
Nernstpotential Wy erfait. Daher kann auch nur bei geringen Elektrolytkonzentrationen
das gemessene Zetapotential zur Berechnung der Oberfléichenladung korrekt herangezogen

werden.

Letztlich wird fiir den anziehenden Anteil im Wechselwirkungspotential der London-van
der Waals [62] Ausdruck verwendet, welcher von Hamaker [63] zu

2 4 2z

A
2 (x+ 1)2)]

Wan(z) = == [(2® +22) " + (2 + 1) 72 4 21In(

5 (2.50)

abgeleitet wurde. Dabei wird die Stéirke der Anziehung durch die Hamaker Konstante
Apg bestimmt, welche von der Art und dem umgebenden Medium abhingt. Der Bereich
der Hamaker Konstanten liegt bei Raumtemperatur zwischen 1072 und 10~19.J. In erster
Niherung ist Ax vom Elektrolytgehalt der Dispersion und dem Abstand der Teilchen
unabhéngig.

In der folgenden Abb.(2.5) sind die einzelnen Anteile sowie der Gesamtpotentialverlauf in

Abhingigkeit von kR mit der sich #ndernden Potentialbarriere qualitativ wiedergegeben.

Bei einer niedrigen lonenstérke der Losung, d.h. kR << 1, beherrschen die abstoflenden
Coulomb Krifte langer Reichweite die Wechselwirkungen, die anziehenden van der Waals
Krifte werden vollstéindig abgeschirmt. Unter diesen Verhiltnissen wird es zu keiner Ag-
gregation kommen, da die Teilchen eine zu grofle Potentialbarriere Ep bei der Annidherung

iiberwinden miissen.

Bei hoher Ionenstérke der Losung, also kR >> 1, wird die das Teilchen umgebende Ionen-
schicht verdichtet und die anziehenden Kréfte kurzer Reichweite bestimmen die Wechsel-
wirkung. Diese Bedingungen konnen ein Potential bewirken, bei dem in einem bestimmten
Molekiilabstand anziehende Krifte iiberwiegen. Wenn die Potentialbarriere Ep iiberwun-

den ist, kann es zu einer Anlagerung kommen.

Nachdem das Grundgeriist fiir das theoretische Verstéindnis der moglichen Proteinaggrega-

tionsprozesse in erster Naherung gelegt ist, wird auf die theoretische Mewerterfassung zur
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Untersuchung der obigen Proplemstellung eingegangen. Das Fundament liefert die Laser-
spektroskopie und im speziellen die Lichtstreuung, die den optischen Wellenléingenbereich
mit abdeckt [64].

20
10 F
|_
m
£ of
=
10 L i
W, (x) ( KR>>1)
-20 . I . I . I . I . I . I .
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Normierter Abstand x

Abb.2.5: Qualitativer Verlauf des berechneten DLVO-Potentials als erste Naherung zur

Beschreibung der Teilchenwechselwirkungen

2.3 Zur Theorie der Lichtstreuung

Streuung beruht auf der Wechselwirkung von elektromagnetischer Strahlung mit Materie.
Trifft eine elektromagnetische Welle auf ein Atom oder Molekiil, so kommt es je nach
Grofle und anderen Eigenschaften des Teilchens und der Wellenléinge des eingestrahlten
Lichtes zu unterschiedlichen Wechselwirkungen. Liegt die Anregungsfrequenz iiber oder
unter der Resonanzfrequenz des Streuers, wird in den Teilchen ein schwingender Dipol mit

der Frequenz des eingestrahlten Lichtes induziert.
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Es kann sich dabei um feste Teilchen oder um eine fliissig disperse Phase im gasformigen
Medium (Aerosol), feste Teilchen in Fliissigkeiten (Suspensionen), um nicht in beliebi-
gen Verhiltnissen mischbare Fliissigkeiten (Emulsionen) oder um transparente amorphe
Festkorper wie z.B. Glas handeln [65].

Das bekannteste Beispiel ist sicherlich der Tyndall-Effekt (1869), der an kolloidal verteilten
Partikeln auftritt: Fillt ein weiler Lichtstrahl auf eine Kiivette mit klarem Wasser, das
z.B. mit einem Tropfen Milch versetzt ist, so leuchtet dieses senkrecht zum Lichtstrahl

blaulich auf und in Durchsicht erscheint das Licht rotlich.

Der Begriff Streuung ist eigentlich ein Sammelbegriff fiir verschiedene physikalische Phéno-
mene wie Brechung, Beugung, Reflexion, die einen Lichtstrahl von seinem geometrisch
vorgeschriebenen Weg ablenken und moglicherweise auch seine Wellenléinge verdndern.
Im letzteren Fall sprechen wir von inelastischer Streuung. Tritt jedoch keine Wellenlin-

genénderung auf, spricht man von elastischer Streuung.

Da im wesentlichen der sichtbare Wellenldngenbereich beschrieben wird, wird allgemein

von Lichtstreuung gesprochen [66], [67].

Bei der Raman-Streuung als ein inelastischer StreuprozeB werden aufgrund von Wech-
selwirkungen mit Schwingungsquanten eines streuenden Molekiils typische Frequenzver-
schiebungen von 10! bis 10'3 Hz (sichtbares Licht ca. 10'* Hz) beobachtet.

Auch Schallwellen kénnen zu Streueffekten fiihren, diese Streuung wird nach dem franzo-
sischen Physiker Brillouin-Streuung genannt. Diese werden durch normale thermische
Molekiilschwingungen angeregt; sind damit hochfrequent und liegen im Bereich von 10%
bis 10'° Hz.

Aufgrund von Dopplerverschiebungen beobachtet man noch geringere Frequenzverschiebun-
gen bei der Wechselwirkung von Licht mit Translations- oder gar Rotationsbewegungen
von Molekiilen und Partikeln: 10 bis 10 Hz. Man spricht dabei von quasielastischer
Lichtstreuung. Wihrend man bei der elastischen Streuung den zeitlichen Mittelwert der
Streuintensitidt mifit, daher statische Lichtstreuung, interessieren bei der quasielastischen
Streuung die zeitlichen Intensitétsvariationen, weshalb man hierbei auch von dynamischer

Lichtstreuung spricht.

Die Lichtstreuung héngt primér vom Verhéltnis der Lichtwellenldinge A zur Partikelgrofie
mit dem Radius R ab, aber erst sekundér ist sie von Art und Form der streuenden Partikel

abhéngig.
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Durch die Brown’sche Bewegung der Molekiile erfihrt das Streulicht eine geringe Doppler-
Verbreiterung. Diese Verbreiterung ist im Vergleich zur eingestrahlten Frequenz durch die

geringe Geschwindigkeit der Teilchen sehr klein.

Weiterhin wird vereinfachend davon ausgegangen, dafl die Konzentration der Probe so
gering ist, dafl es im Mittel nur zu einem einzigen Streuvorgang kommt. Die mittlere
Streuléinge, welche der mittlere Abstand zwischen zwei Steuprozessen ist, sei also deutlich

grofler als die durchstrahlte Probendicke. Es wird also Vielfachstreuung ausgeschlossen.

Statische Laser Lichtstreuung (SLS)

Entsprechend der Teilchengrofie R unterscheidet man in Relation zur Lichtwellenldnge A

verschiedene Streubereiche:

(i) Die Rayleigh-Streuung zwischen R = 0,5nm bis A/20. Hier ist das gestreute Licht
unabhiingig von der Struktur des Streuzentrums, und die Phase der Welle éndert sich
iiber die Dimension des Streuzentrums nur geringfiigig. Das Streuzentrum wird durch die
elektromagnetische Welle polarisiert und die lokal beschleunigten Ladungen strahlen ein
Streufeld mit Dipolstrahlungscharakteristik ab (Rayleigh 1871,1881[68]).

(ii) Die Rayleigh-Gans-Debye-Streuung zwischen A/20 bis A/6. Hier wird nicht eine
einheitliche Polarisierung iiber das Streuvolumen angenommen, sondern es werden in-
finitisimale Volumenelemente mit unterschiedlichen Dipolmomenten beriicksichtigt. Das
Gesamtstreufeld wird als Superposition der Einzelbetriige berechnet. (Debey 1915, Gans
1925).

(iii) Die Mie-Streuung zwischen A/6 bis 4\. Diese liefert eine Theorie zur Streuung,
die eine exakte Losung des Randwertproblems fiir kugelformige Teilchen mit komplexem
Brechungsindex auf der Grundlage der Maxwellschen Feldgleichungen darstellt. Streu-
ung an Teilchen, deren Brechungsindex nicht konstant tiber das Volumen ist, kann damit

nidherungsweise behandelt werden (Mie 1908).
(iv) Schlielich die Fraunhofer-Streuung von 4\ bis hinauf in den mm-Bereich.

Durch Messung der Winkelabhéingigkeit des Streulichts lassen sich die folgenden sta-
tischen Eigenschaften des Makromolekiils bestimmen: Molekulargewicht, Gyrationsradius,

Molekiilform (Formfaktor) und der zweite Virialkoeffizient, der in erster Niherung ein Maf}
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fiir die Stirke der Wechselwirkung der Molekiile ist, und vom Gesamtsystem die Struktur,

d.h. der statische Strukturfaktor.

Dynamische Laser Lichtstreuung (DLS)

Die Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS), auch als dynamische bzw. quasielastische
Lichtstreuung (DLS, QELS) bezeichnet, ist eine Lichtstreumethode, die zwischen der sta-
tischen und der inelastischen Lichtstreuung einzuordnen ist. Bei der DLS findet kein
Energieiibertrag zwischen einfallender Lichtwelle und Streuzentrum statt, sodafl es nicht

zu intrinsischen Anregungen oder Relaxationen im Streuzentrum kommt.

Allerdings erfihrt monochromatisch eingestrahltes Laserlicht eine Dopplerverbreiterung,
die zuriickzufiihren ist auf die Brownsche-Bewegung der Teilchen in Losung. Im Vergleich
zur Frequenz des verwendeten Lasers (6 - 1014Hz) liegt die resultierende Linien-breite
im kH z-Bereich und kann deshalb nicht durch Filter- oder Interferometrie-Methoden
aufgelost werden [69].

Durch zeitliche Auflosung der Streulichtfluktuationen lassen sich die folgenden dynami
-schen Eigenschaften bestimmen: Translationsdiffusionskoeffizient, sowie interne (intra-

molekulare) Bewegungen des Makromolekiils.

Elektrophoretische Laser Lichtstreuung (ELS)

Die Laser-Doppler-Elektrophorese (LDE) ist ein Sonderfall der Laser-Doppler-Anemome-
trie (LDA). Dieses laseroptische Mefiverfahren dient der beriihrungslosen Messung von
Stromungsgeschwindigkeiten, die auch als Laser-Doppler-Velocimetry (LDV) bekannt ist.
In diesem Fall, d.h. es findet eine erzwungene Teilchenbewegung aufgrund eines dufleren
elektrischen Feldes statt, wird von elektrophoretischer Lichtstreuung gesprochen. Sie

gehort in den Bereich der quasielastischen Lichtstreuung [70].

Bei der dynamischen Lichtstreuung wird der Gleichgewichtszustand der zu untersuchen-
den Systeme nicht veréindert, d.h. die Messungen sind nicht-invasiv, wogegen in der elek-
trophoretischen Lichtstreuung eine kontrollierte Stérung vorliegt. Dadurch ist die elek-

trophoretische Beweglichkeit von geladenen Teilchen mef3bar.
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2.3.1 Elastische Lichtstreuung

Das Streulicht, welches durch Einfall eines Lichtstrahles in einem Streumedium entsteht,
ist ein elektromagnetisches Feld. Das Verhalten dieses elektromagnetischen Feldes wird
durch die Maxwellgleichungen, die das Fundament der klassischen Elektrodynamik bilden,

bestimmt [44].

Ein elektromagnetisches Feld kann mathematisch dargestellt werden in der Form
E(r,t) = Eg exp(i(kor — wot)), (2.51)

wobei E(r, t) die elektrische Feldstidrke am Ort r zur Zeit ¢, Eg die komplexe Amplitude
des elektrischen Feldes, kg der Wellenzahlvektor und wqg die Kreisfrequenz ist. Fillt diese
Strahlung in ein Medium ein und regt in diesem einen elektrischen Dipol zum Schwingen

an, so spricht man von Streuung.

Wellenzahlvektor K

Einfallendes Feld E
Streuwinkel

Laser A >

Wellenzahlvektor K, Streumedium

Abb.2.6: Schematische Darstellung der Streugeometrie.

Die Polarisation eines Mediums ist gegeben durch
P(r,t) = a(r,t) - E(r,t) (2.52)

mit dem Polarisierbarkeitstensor a(r,t), der die Eigenschaften der streuenden Molekiile
beschreibt. Bei den Messungen ist das elektrische Feld E(r, t) stets vertikal zur Streuebene

polarisiert.
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Das gestreute elektrische Feld Eg(R,¢) im Aufpunkt R zur Zeit ¢ in der Richtung von kg
ergibt sich aus Berechnungen mit Hilfe der Maxwell’schen Gleichungen, der Hertz’schen

Dipoltheorie und der Fernfeldnéherung zu [71]

k% 0?P(r,t)

Eg(R, 1) = ngg/ o ar (2.53)

mit der Dielektrizitéitskonstanten €, wobei der Zusammenhang zum Brechungsindex n

gleich n = /e ist. In Abb.(2.6) ist die Streugeometrie schematisch dargestellt.

Unter der Annahme, dafl a(r,t) im Vergleich zur Einstrahlfrequenz wy eine langsam verén-

derliche Funktion ist, also in Relation als quasistatisch behandelt werden kann, erhélt man
kS

——= [ a(r,t) - E(r,t) dr. (2.54)

Re -
1%

Es(R,t) =

Fiir den Polarisierbarkeitstensor werden folgende Vereinfachungen vorgenommen:

(i) Isotropie der Polarisierbarkeit der Molekiile, was eine Richtungsunabhiingigkeit der

Ladungsverschiebungen innerhalb des Molekiils bedeutet

a(r,t) =a L. (2.55)
mit dem Einheitstensor I.

(ii) Weiterhin wird die skalare Polarisierbarkeit o in einen konstanten Mittelwert ap und

einen fluktuierenden Anteil da(r,t) unterteilt:

a(r,t) = ag L+ doa(r,t). (2.56)

Letztere stellt die lokalen Inhomogenitéiten dar, aufgrund dessen Streuung auch neben der

Vorwirtsstreuung auftritt.

Wegen der Isotropie ist auch die Polarisation des gestreuten elektrischen Feldes parallel
zur Schwingungsrichtung des eingestrahlten Feldes. Daher wird hier auch von polarisierter

Lichtstreuung, im Gegensatz zu de- und unpolarisierter Lichtstreuung, gesprochen.

Der homogene Anteil ag liefert nur Streuung in Vorwirtsrichtung, andere Streuanteile
werden nur durch die Inhomogenititen dc(r,t) hervorgerufen. Diese Voraussetzungen

ergeben letzlich ein gestreutes elektrisches Feld der Form:

2
Es(R,t) = —% exp(i(ks - R—wp t) / da(r,t) - exp(iq-r) dr. (2.57)
v
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Das Volumenintegral stellt die rdumliche Fouriertransformierte der Polarisationsschwankun-

gen da(r,t) dar und wird folgendermaflen abgekiirzt:

da(q,t) :/ da(r,t) - exp(iq - r) dr. (2.58)
v

Bragg-Gleichung

Die Information, die aus einem Streuexperiment gewonnen werden kann, hingt unmittel-
bar von der relativen Orientierung von Streuquelle und Detektor ab. Der Streuvektor g
oder Wellenzahlvektor ergibt sich als Differenzvektor aus den Wellenvektoren von einge-
strahltem und gestreutem Licht

q = kg — kg. (2.59)

Der Betrag des Wellenzahlvektors q ist durch die Bragg - Beziehung gegeben, worin der

elastische Streuprozess mit |ko| = |kg| enthalten ist,

=2 i (2) = A (9
g=|ql=2 o sm<2>— " sm<2) (2.60)

mit Ag als der Wellenléinge des einfallenden Lichtes, c¢g der Vakuumlichtgeschwindigkeit und
n als dem Brechungsindex. Die Abb.(2.7) veranschaulicht den obigen Zusammenhang fiir
den Wellenzahlvektor ¢ in cm™!, in der die Energie- und die Impulserhaltung gleichzeitig
erfafit sind.

Kk,

Abb.2.7: Geometrische Darstellung der Bragg-Gleichung fiir den Streuvektor q



2. THEORETISCHER TEIL 39

Der Streuvektor ist ein Maf} fiir die erreichbare strukturelle Auflossung. Der reziproke
Streuvektor 1/¢ gibt eine Langenskala vor, auf der die beobachteten Phinomene ablaufen.
Der maximale Betrag von ¢ ergibt sich bei § = 180° (Riickreflexion) zu g¢max = 4;—:. Der

Wertebereich von ¢ ist damit beschrinkt auf
4
0<g< -2, (2.61)
Ao

Durch den Zusammenhang ¢ = 27“ ist der Betrag des Wellenzahlvektors ein Maf fiir die

Ausdehnung einer Schwankung mit der Wellenléinge A in dem Medium.

So erhélt man die Kurzform fiir das gestreute elektrische Feld am Aufpunkt R, wo der

Detektor sitzt: )

k2 E
Es(R,t) = — SR : O exp(i(ks - R—wp t) sav(q, t). (2.62)

Hieran ist zu erkennen, daf} dies eine Welle mit der Eingangsfrequenz wy ist, die Richtung

ks hat und mit den Eigenschaften der Molekiile (q, t) moduliert ist.

Der Detektor am Ort R mifit nicht das Feld Eg direkt, sondern die Intensitit I dieses
Feldes. Zur Bestimmung der Intensitit I wird die Autokorrelationsfunktion des elek-

trischen Feldes benotigt.

Diese ist wie folgt definiert:

T—o0

T
(Es(R, 0)Es(R, 7)) = lim % / Es(R, )Es(R, t + 7) dt. (2.63)
0

Die Autokorrelationsfunktion von Eg(R,t) sagt aus, inwieweit das elektrische Feld als
Schwankungsgrofie zur Zeit ¢t 4+ 7 von ihrem Wert zur Zeit ¢ abhéingt. Sie hat die Eigen-

schaft, eine gerade Funktion zu sein.

Desweiteren wird die Spektraldichte I(q,w) als die zeitliche Fouriertransformierte der Au-
tokorrelationsfunktion des Streufeldes eingefiihrt:

H(qw) = — / (Es (R, 0) Es (R, t)) exp(—iwt) dt . (2.64)

™
—00

Die Gesamtintensitét ergibt sich aus der Integration der Intensitéitsdichte iiber alle Fre-

quenzen w :

I(q) = / " layw) do. (2.65)

—00
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Dies ist gleich der Mittelung des quadrierten elektrischen Feldes, d.h. die Autokorrelation

des elektrischen Feldes zum Zeitpunkt 7 =0 :

T
x 1
I(a) = Iat = 0) = (B5(R,0)Es(R.0)) = ([Bs(R.0)) lim 7 [ [Bs(R 0 dt.

0

(2.66)

wobei sich wiederum durch Fouriertransformation folgender Zusammenhang ergibt:
+o0o
Iat) = (B5(ROEs(R,0) = [ Iaw)explist) do. (2.67)

Durch Einsetzen des berechneten elektrischen Feldes wird der Zusammenhang der gemesse-
nen Groflen mit den Systemgrofien, hier mit den Eigenschaften der Molekiile durch ihre
Polarisierbarkeit, die letztendlich aufgrund von Translations- und Rotationsbewegungen

der Teilchen fluktuiert, geschaffen.

Fiir die Gesamtintensitét 1(q) folgt daraus

kL E2 . kL E2
I(q) - ]§2€20 <6a (Q7 0)6Q(Q7 0)> - EQEQO <\604(q, O>|2> (268>
bzw. fiir die spektrale Intensitéitsdichte
ki E?
I(a,w) = 255 Ta(qw) (2.69)
mit a(q,w) gegeben durch
1 gy .
Ia(q,w) = o / ITa(q,t) exp(—iwt) dt (2.70)
T
und dessen zeitliche Riick-Fouriertransformation
Ia(q,t) = (6a*(q,0)éa(q,t)) :/ Ia(q,w)exp(iwt) dw . (2.71)

Strukturfaktoren sind mit der Dichte, d.h Verteilung, d.h. Bewegung und Form der
Teilchen verkniipft. Durch die Ladungsverteilung der Teilchen, die sich in ihrer Polari-
sationsfihigkeit ausdriickt, werden die Strukturfaktoren erst mefibar. Daher werden nun

die statischen wie dynamischen Strukturfaktoren bestimmt.
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Struktur- und Formfaktor

Es wird der allgemeine Fall betrachtet, in dem eine Suspension von Makromolekiilen vor-
liegt, bei der inter- sowie intramolekulare Wechselwirkungen auftreten. Die Lichtstreuung
der Losungsmittelmolekiile (hier Wasserteilchen) kann gegeniiber den Makroteilchen ver-
nachlissigt werden. Jedes Molekiil besteht aus [-Segmenten und das relevante Streuvolu-
men enthiilt N-Molekiile. Die Polarisationsschwankung éa(r,t) ist dann gegeben durch

N 1

da(r,t) = > aigexpliq- rig(t)), (2.72)

i=1 =1
wobei r;g(t) die Position des Streuzentrums § im i-ten Molekiil zur Zeit ¢ festlegt. Dieser
Ausdruck 148t sich noch zerlegen in den Schwerpunkt r;(¢) des Teilchens und in die relative

Position b;g(t) des S-ten Segmentes des i-ten Molekiils
I'iﬁ(t) =r;(t) + biﬁ(t). (2.73)

Nun wird zur weiteren Vereinfachung angenommen, dafl alle Teilchen gleich sind. Somit

erhélt man mit ;g = « fiir die mittlere Intensitéit aus Gleichung (2.68)

4 o
I(q) = kégio o’ < > expliq- (r; — 1)) expliq - (big — bm))> : (2.74)

1,3,

Des weiteren werden folgende Definitionen mit der Annahme eingefiihrt, dafl die inter-
und intramolekularen Mittelungen getrennt durchgefiihrt werden koénnen, d.h. dafl diese

beiden Wechselwirkungen unabhingig voneinander sind:

(i) Der intermolekulare Strukturfaktor, womit auch der statische Strukturfaktor gemeint
ist

Sta) = (Y esplia- (r: — 1) ) (2.75)

welcher in integraler Form auch proportional zur rdumlichen Fouriertransformierten der

Paarverteilungsfunktion ist

S(a) ~ / o(r) exp(i(q - r)dr. (2.76)

Die Paarverteilungfunktion gibt an, mit welcher Wahrscheinlichkeit sich ein Teilchen am
Ort 7 befindet, wenn am Ort » = 0 ebenfalls ein Teilchen existiert. Aus der winkelab-
héngigen Streulichtintensitéit wird durch Fouriertransformation die Paarverteilungsfunk-
tion gewonnen, die Auskunft iiber die rdumliche Anordnung der Streuzentren gibt, analog

den Verfahren der Neutronen- und Rontgenstreuung an atomaren Systemen.
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(ii) Der intramolekulare Strukturfaktor, welcher als molekularer oder statischer Formfaktor

bezeichnet wird
1 .
— (3" expliq - (byg — b)) ). (2.77)

Der molekulare Formfaktor P(q) ergibt sich somit, indem die Phasenunterschiede sémtlicher
Paare von Streuzentren des i-ten Makromolekiils aufsummiert und anschlieend eine Mit-

telung iiber die rdumliche Orientierung durchgefiihrt wird.

Eine hilfreiche Grofle zur Beschreibung des statischen Formfaktors ist der Gyrationsradius
Rg, welcher iiber die Massenverteilung, d.h. iiber das Trigheitsmoment des gesamten

streuenden Teilchens definiert ist,

r)r? dr
gy = Pl s
fv
mit der Massendichte p(r). Zum Beispiel gilt fiir ein kugelférmiges Teilchen Rg = 1/3/5R
mit dem Radius R.

(2.78)

Wird die obige Doppelsumme (2.77) auf die Streugeometrie bezogen, ergibt sich ein Aus-
druck beziiglich des Streuvektors q der folgenden Form:

-5 Zzsm a-bg) : (2.79)

mrpwrii b,

wobei bg, den vektoriellen Abstand zwischen den beiden Streuzentren § und v eines
Molekiils bezeichnet
bs, = b3 — br. (2.80)

Die Gleichung (2.79) entspricht der Rayleigh-Gans-Debye Néherung, wenn eine Linearisier-
ung der Sinus-Funktion beziiglich des Gyrationsradius Rg durchgefiithrt wird. Diese
Niherung gilt nur fiir kleine Streuwinkel ¢ und wird auch in der Neutronen- und Ront-

genstreuung (-beugung) verwendet.

Der molekulare Formfaktor ist fiir eine Reihe von Molekiilgeometrien berechnet worden,

wobei hier die fiir eine Kugel mit dem Kugelradius R angegeben wird

3 .
P(qR) = ( ok ( sin(¢R) — qRcos(qR) ) )% (2.81)
Fiir fraktale Strukturen wird eine Formulierung von Fisher und Burford [72] héufig ver-
wandt )
2(qR d
Plq) = (1 + 24fie)y -5 (2.82)

3d;
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Als Ergebnis ergibt sich mit den obigen Definitionen fiir die mittlere Intensitét folgender
Zusammenhang;:
ks Ej

Mit Hilfe der Clausius-Mosotti Gleichung in der Form

o®N 125(q)P(q). (2.83)

€—¢eo= 47r%loz (2.84)

mit der Teilchenzahldichte N/V, der Dielektrizitdtskonstanten e der Teilchen gegeniiber
€o und mit der Polarisierbarkeit « in Einheiten von Volumen pro Teilchen und Segment,
erhalten wir in erster Niéherung (hinreichende Verdiinnung) fiir o mit der Massenkonzen-

tration c des gelosten Stoffes und mit & = n? :

1 O ng ,0n

v (B o= OOy 2.85
“ 471'%l(86)T’u ¢ ZW%Z((?C)T’“ ¢ ( )

Dies ergibt fiir die mittlere Intensitéit pro Volumen V mit kg = 27n/)\g folgende Gleichung,

womit sich weiter die bekannte Rayleigh-Gleichung ableiten liefle

42 Ign3 On o N [ M 2
I = — ) = | — P(q). 2.
@ = St G () Stwpta) (2.56)
Mit der Beziehung
4
M = Namp = NapVr = Nap(37R?), (2.87)

3
wobei R der Kugelradius, p die Massendichte eines Teilchens und N4 die Avogrado-

Konstante ist, ergibt sich folgende Proportionalitit kugelfsrmiger globulérer Teilchen:
I(q) ~ N R°S(q)P(a), (2.88)

d.h. die gemessene Intensitét iiber eine Zeitdauer T' gemittelt ist proportional zur Anzahl

und zur 6. Potenz des Radius der Teilchen in der Suspension.
Fiir fraktale Strukturen muf} dieser Zusammenhang folgendermaflen modifiziert werden
[73],[74]:

I(q) ~ N R*75(q)P(q), (2.89)

mit der fraktalen Dimension d i

Aufgrund der Messung der Intensitédt und der Potenz-Proportionalitit von Intensitéit zu
Radius wird mit der Photonenkorrelationsspektroskopie eine intensititsgewichtete Grofien-

mittelung der Teilchen durchgefiihrt. Dies erzeugt auch die Schwierigkeiten bei einigen
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nm-Teilchen Messungen bei Vorhandensein von Aggregaten in der Losung. Zur Umrech-

nung in Teilchenzahlgewichtung sind die Gleichungen (2.88, 2.89) zu verwenden.
Es folgen zwei Spezialfiille, die auch bei der Datenauswertung benutzt werden:

(i) Liegt eine Suspension bei so geringer Konzentration vor, sodafl intermolekulare Wech-
selwirkungen vernachlissigt werden koénnen, bzw. werden nur kleine Schwankungen bei
Riickwiirtsstreuung beobachtet, so 148t sich S(q) = 1 setzen. Dieser Zusammenhang gilt

auch fiir den Fall ¢Rg >> 1.

(ii) Sind dagegen die Teilchen in Relation zur Eingangswellenléinge \g als klein anzusehen,
sodaf} intramolekulare Effekte keine Rolle spielen, so ist P(q) = 1. Dieser Sachverhalt ist
mit der Gleichung (2.79) durch den Grenziibergang sinz/x — 1 fiir x << 1 zu sehen.

Abschlieflend 1é8t sich die Verbindung von der gemessenen winkelabhéingigen Gesamtin-
tensitét I(q) tiber den statischen Strukturfaktor S(q) zum gesuchten Wechselwirkungspo-
tential W (r) schliefen.

Zur Veranschaulichung dient ein weiterer Spezialfall aus Gleichung (2.76), der sich bei
wechselwirkenden sphérischen (kugelfsrmigen) Molekiilen ergibt. Hier 148t sich der sta-

tische Strukturfaktor in erster Néherung mittels des 2.Virial Koeffizienten By zu

S(q)=1- 2%32 (2.90)

angeben. Mit Gleichungen (2.28, 2.30) folgt die Abh'angigkeit des statischen Strukturfak-

tors S(q) von der Paarverteilungsfunktion g(r
S(q)=1 +47r—/ r2dr. (2.91)

Die Paarverteilungsfunktion ist direkt proportional zum mittleren Wechselwirkungspoten-
tial des Systems

g(r) ~ exp(=W (r)/kT), (2.92)
was schon im vorherigen Kapitel zur Berechnung des Wechselwirkungsparameters A Ver-

wendung fand.

Fiir ein System von identischen harten kugelfsrmigen Teilchen gilt folgender Zusammen-
hang

0 fiir W(r) = oo (r < 2R)
1 fir W(r) =0 (r > 2R)

somit ist die Definition vom statischen Strukturfaktor auf ein wechselwirkungs-freies Sys-

g(r) = (2.93)

tem mit S(q) = 1 gegeben.
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2.3.2 Photonenkorrelationsspektroskopie

Nun folgen zwei Definitionen:

(i) Die heterodyne Mefimethode wird durch die Autokorrelationsfunktion 1.Ordnung
Gi(aqt) = I(q;t) = (E5(R,0)Es(R, 1)) und (2.94)
(ii) die homodyne Methode mittels der Autokorrelationsfunktion 2.Ordnung
Ga(at) = ([Bs(R.0) [Bs(R,0)*) = (I(R,0)I(R.1)) (2.95)

beschrieben. Die Bezeichnung ”heterodyne” riihrt daher, da in diesem Detektionsverfahren
das Streulicht mit dem Erregerlicht iiberlagert wird. Dagegen beschreibt ”homodyne” den

Zustand, dafl das gemessene Streulicht mit sich selbst addiert wird.

Diese beiden Korrelationsfunktionen werden im Falle von normalverteilten, d.h Gauf-

verteilten Signalen durch die Siegert-Beziehung miteinander verkniipft [75]:
Ga(a,t) = |G1(a,0)]* + |G (at) . (2.96)

Besteht das Streuvolumen aus diffundierenden Makromolekiilen, so macht diese Gleichung
nur Sinn, wenn die Anzahl der in ihm enthaltenen Teilchen grofi genug ist. Die normierten

Korrelationsfunktionen
gV (at) = Gi(a,t)/G1(q,0) (2.97)
und

9P (at) = Ga(a,t)/Ga(q,0) (2.98)

hingen mit Ga(q,0) = |G1(q,0)|* durch folgende Beziehung zusammen:
2
9P () =1+ g (q,t)‘ : (2.99)
Aus der mathematischen Beschreibung geht daher auch hervor, daf g (q,t) nur durch
Werte zwischen 0 und 1, g(2) (q,t) zwischen 1 und 2 definiert ist. Die normierte Autokor-
relationsfunktion ¢(®)(q,t) wird bei einem realen System noch erweitert zu
‘2

9P (at) =U+K- (g(” (at)| (2.100)

wobei U einen konstanten Hintergrund darstellt und K einen Kohérenzfaktor, der aus der

apparativen Geometrie stammt.
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Zur Vereinfachung wird ein System von hinreichend kleinen Teilchen beschrieben, d.h.

P(q) = 1, womit fiir die fluktuierenden Polarisationen geschrieben werden kann:

N
Safr,t) = oy exp(iq- ri(t)). (2.101)
i=1
Dies ergibt mit Gleichung (2.75) den dynamischen Strukturfaktor zu

Stat) = (3 esplia - (ri(t) ~1;0))) ), (2102)

wobei der statische Strukturfaktor mit dem dynamischen folgendermafen zusammenhiingt
S(q) = 5(q,0). (2.103)

Daraus ergibt sich mit der Gleichung I a(q, t) = (6a*(q,0)dc(q, t)) die Beziehung zwischen

der Autokorrelationsfunktion 1.0rdnung und den Strukturfaktoren:

g(l) (q,t) _ Ia(qa t) _ <60é*(q, 0)60[((31, t)> _ S(qat) (2104>

1a@0)  (jsa(q,0)P) Sla)

hierfiir existiert aufler fiir vereinfachte Modellsysteme keine analytische Form.

Um nun eine Vorstellung vom zeitlichen Verhalten von g™)(q,t) zu bekommen, wird
weiterhin eine Suspension von unabhiingigen Molekiilen betrachtet. In diesem Fall ist
S(q,t) ~ Fs(q,t) mit

Fg(a,t) = (exp(iq - (ri(t) — ri(0))) ), (2.105)
da zu allen Zeiten die Position des :—ten Teilchens unkorreliert mit der Position des j—ten

Teilchens ist. Damit liefern nur die Terme mit ¢ = j einen Beitrag zu der Summation in
S(ait).

Die Grofle Fs(q,t) wird als intermediéire Streufunktion bezeichnet, wobei der Index S nur

Selbstdiffusion anzeigt. Sie ist mit der van-Hove-Raum-Zeitfunktion
Gs(R,t) = (6(R—(ri(t) — ri(0))) (2.106)
iiber eine rdumliche Fouriertransformation verkniipft
Fy(apt) = / Gs(R.¢) expliq - R)dR. (2.107)

Diese Funktion beschreibt die Selbstdiffusion eines Teilchens und kann als die Wahrschein-

lichkeitsverteilung fiir die Ortsverschiebung des Teilchens ¢ in der Zeit ¢t angesehen werden.
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Unter der Annahme der Brown’schen Bewegung des Teilchens kann die Funktion Gs(R,t)
durch die Diffusionsgleichung
0Gs(R,t)
ot

beschrieben werden, wobei V der Nabla-Operator ist, der rdumliche Gradient.

= D V?Gs(Rt), (2.108)

Die Losung dieser linearen partiellen Differentialgleichung erfolgt durch Fouriertransfor-

mation beziiglich R
dFg(q.t)

- —Dg’Fs(q,t) (2.109)
und zeitliche Integration in der Zeitvariablen ¢ zu
FS (qvt) 2
— = =exp(—q¢°Dt 2.110
mit der Relaxationszeit 7, des Teilchens
1 1
1,0
1/e bei T
S5 | e [ .
(=p
E" / log t[s]
()]
0,0

T t[s]

Abb.2.8: Exponentieller Abfall der Autokorrelationsfunktion 1.Ordnung g(l)(q, t) mit

einer zusétzlichen logarithmischen Darstellung iiber der Zeitkoordinate
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Die Integrationskonstante ist willkiirlich auf 1 gesetzt.

Mit diesem Ergebnis liit sich das zeitliche Verhalten der Autokorrelationsfunktion g (q,t)
fiir eine monodisperse und wechselwirkungsfreie Suspension durch eine abfallende Expo-

nentialfunktion mit der Relaxationszeit 7, in guter Ndherung zu

gV (at) = exp(—t/7y) (2.112)

beschreiben. Diese Funktion ist in Abb.(2.8) dargestellt, wobei die logarithmische Darstel-

lung verkleinert wurde.

Ausgehend von der Siegert-Beziehung sieht die Autokorrelationsfunktion 2.0Ordnung ¢(? (q,t)
folgendermaflen aus:
9@ (aq,t) = 1+ exp(—2¢°Dt), (2.113)

wobei nun der Faktor 2 in der Relaxationszeit auftaucht. Damit ist man in der Lage, den

Selbstdiffusionskoeffizienten aus den Zeitkorrelationsfunktionen zu bestimmen.

Wihrend bei ungeordneten, geniigend verdiinnten Suspensionen die Zeitkorrelationsfunk-
tionen bei verschiedenen Streuvektoren einheitlich skaliert werden kénnen und sich ein
vom Streuvektor unabhéngiger Diffusionskoeffizient ergibt, ist dieses Verhalten in wech-

selwirkenden Systemen nicht mehr zu beobachten.

Da reale Losungen von Interesse sind, bei denen Wechselwirkungen zwischen den Teilchen
das Diffusionsverhalten beeinflussen, miissen einige Modifikationen erlédutert werden. Hier
168t sich neben einer starken Abhéngigkeit der Zeitkorrelationsfunktionen vom Streuvektor
auch ein starkes Abweichen der einzelnen Kurven vom einfach experimentellen Verlauf
erkennen [76],[77].

Polymodalitat

Ist die zu betrachtende Losung nicht monomodal, sondern setzt sich aus zwei oder mehreren
Komponenten zusammen, so besteht die Korrelationsfunktion aus einer Summe von Expo-
nentialfunktionen. Der allgemeinste Fall, d.h. insbesondere bei wechselwirkenden Syste-
men, ist die Korrelationsfunktion mit einer Laplace-Transformation iiber alle Frequenzen

' = ¢?>D mit der Frequenzverteilung S(T') auf

g (q,t) = / h S(I) exp(—Tt) dT (2.114)
0

zZu erweitern.
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Polydispersitit

Sind die Teilchen nicht monodispers, sondern liegt jeweils eine Radiusverteilung vor, so
besteht die Korrelationsfunktion 1.Ordnung aus einem Integral iiber alle Autokorrelations-
funktionen der einzelnen Komponenten, gewichtet mit der relativen Anzahl der Teilchen

N vom Radius R (Berne und Pecora)

60 (a) = JoZ N(R)M?I(q, R) exp(-T'(R)t) dR
I JoZ N(R)M?I(q, R) dR '

(2.115)

Hierbei ist I(q, R) die an einem Teilchen mit dem Radius R gestreute Intensitéit und M
das Molekulargewicht, was im Falle von kugelfsrmigen globuléren Teilchen, wie in (2.88),
durch

M~ R3 (2.116)

und entsprechend fiir fraktale Strukturen (2.89) mit der fraktalen Dimension dy durch
M ~ R (2.117)

zu modifizieren ist [73],[74].

Rotatorische Abkopplung des Diffusionskoeffizienten

Bei jedem anisotropen Teilchen, wie bei den Fraktalen, besteht der Diffusionskoeffizient
aus einem translatorischen und einem rotatorischen Anteil. Zur Bestimmung des hydro-
dynamischen Radius iiber die Stokes-Finstein-Gleichung geht aber nur der translatorische
Diffusionskoeffizient ein. Der rotatorische Anteil triagt aber auch zur Korrelationsfunktion
bei

S N(M)M2exp(—2Dr ) S Si(q, Re) exp(~1(l + 1)Dg t)

gV (qt) = SV R)ZJ\:;Q e o (2.118)
M

mit dem statischen Strukturfaktor

[e o]

S(a,Re) =) _ Si(a, Ra), (2.119)
=0

welcher als Formfaktor die Struktur der Fraktale beschreibt.
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Die zweite Summe beschreibt den rotatorischen Anteil, wobei 1 die Terme der Multipol-
entwicklung des Strukturfaktors angibt. Es ist zu erkennen, dafl der Anteil von Dp bei
zunehmendem Streuwinkel mit ¢ abnimmt, wogegen Dg winkelunabhiingig ist. Das be-
deutet, dafl zu groBeren Streuwinkeln hin der rotatorische Anteil an der Gesamtintensitit

zunimmt. Dpg ist durch
kgT

- 8mnR3

gegeben. Unter Verwendung eines effektiven Diffusionskoeffizienten D,y kann folgende

R (2.120)

Gleichung notiert werden:

> N(M)M? exp(~¢*Dr 1) li Si(a, Re) exp(—1(I + 1)Dg t)
> N(R))?S(q, Fo) |

g (qt) = (2.121)
wobei eine Funktion f(q, Rg) den Effekt der rotatorischen Diffusion mit D.yrr(q, Rg) =
Dr(Rg) - f(q, Rg) berticksichtigt

330 1(1+1)Si(a, Ro)
Degs(@ Be) _ 150 , (2.122)

Dr(Rg) 4 (BqRq) S(q, Ra)
Dabei entspricht 3 dem Vehiltnis zwischen dem hydrodynamischen Radius und dem Gy-
rationsradius Rg (2.78) und betriigt fiir DLCA-Fractale 0.93 und fiir RLCA-Fractale 1.

f(a,Rg) =

Im Grenzfall sehr grofler Zeiten sollte sich fiir kleine Streuvektoren aus den Zeitkorrela-
tionsfunktionen ein kollektiver Langzeitdiffusionskoeffizient bestimmen lassen. Dagegen
wird bei groflen Streuvektoren der Abfall der Zeitkorrelationsfunktionen hauptsichlich
durch die Einzelteilchendynamik bestimmt. Das heift, mit der dynamischen Lichtstreu-
ung kann je nach Wahl des Streuvektors kollektive oder Selbstdiffusion untersucht werden,

abhéngig vom Verhéltnis der Grofle der Teilchen zur Wellenlénge.

2.3.3 Laser-Doppler-Anemometrie

Es gibt verschiedene Meflanordnungen zur Durchfiihrung der Laser-Doppler-Anemometrie;
prinzipiell unterscheiden sie sich in der Anzahl der verwendeten Laserstrahlen, Detektions-

winkeln in Abhéngigkeit der Strahlfiihrung, z. B. "homodyne - oder heterodyne mode”.

Der wesentliche Nachteil der heterodynen Methode besteht in der Abhéingigkeit des Mef3-

ergebnisses vom Richtungswinkel ©/2 des Referenzstrahles. Bei der homodynen Messung
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dagegen ist die Frequenz des empfangenen Signals unabhéingig von der Stellung des De-
tektors.

Bei der elektrophoretischen Lichtstreuung wird die Zeitkorrelationsfunktion nicht nur
durch die Diffusionsbewegung der Teilchen, sondern zusétzlich durch elektrokinetische Ef-
fekte beeinflufit. Wird an eine Suspension mit elektrisch geladenen Teilchen ein elektrisches
Feld angelegt, so findet eine gerichtete Bewegung der Partikel statt. Dieses Phéinomen der

gerichteten Bewegung ist auch unter dem Begriff Konvektion bekannt.

In diesem Fall wird die allgemeine Diffusionsgleichung von (2.108) erhalten

dGs(R.t)
ot

wobei v - VGg(R,t) den Konvektionsterm angibt. Hierin gibt v den mittleren Geschwindig-

+v-VGs(R,t) = D V2Gs(R,t), (2.123)

keitsvektor der Teilchen an. Fouriertransformation dieser linearen partiellen Differential-

gleichung ergibt eine Differentialgleichung fiir die intermediéire Streufunktion Fs(q,t) zu

0Fs(q,t) .
% +iq - vFs(q,t) = —¢>D Fs(q,t). (2.124)
Eine entsprechende Losung fiir Fs(q,t) und damit g(Y(q,t)
Fs(q,t) ‘
(1) _1's q, _ o _ 2
q.t) = =exp(—iq-v t)exp(—q“Dt 2.125
9" (ast) Fo(a,0) ( ) exp( ) (2.125)

zeigt deutlich die Uberlagerung einer konvektiven harmonischen Schwingung mit dem ur-
spriinglichen diffusiven Verhalten der Teilchen, das im Gegensatz zur gleichgerichteten
Bewegung als Démpfung zu sehen ist. In Abb.(2.9) ist der Gesamtverlauf der Korrela-

tionsfunktion linear und verkleinert logarithmisch iiber der Zeit t dargestellt.

Erfahren die geladenen Molekiile keine duflere Kraft hervorgerufen durch das angelegte

elektrische Feld, so liegt wieder nur ein exponentieller Abfall vor.

Mit Hilfe der zeitlichen Fouriertransformation, Gleichung (2.64), l&8t sich die Autokor-
relationsfunktion g(l) (q,t), welche den dynamischen Strukturfaktor beschreibt, auch als

Spektraldichte im Frequenzraum darstellen:

S(a.) = S(a)- 3= [ g(at)expl—ivt) di (2:126)
™ —0o0
Mit dem normierten dynamischen Strukturfaktor S, (q,w) = S(q,w)/S(q), d.h.
Sn(q,w) = Zi/ exp(—iq - v t) exp(—q¢%D t) exp(—iwt) dt, (2.127)
™ —o0
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und der Berechnung fiir ¢ > 0, ergibt sich folgende Lorentzfunktion mit der Linienbreite
I'(q) = ¢*D zu

™ (w—q-v)2+(q2D)2)‘ (2.128)

1,0

log t[s]

0,0

{[s]

Abb.2.9: Superposition von Dampfung und harmonischer Schwinung als Verdeutlichung
der Diffusion und der Konvektion in g()(g,t). Verkleinert ist die logarithmische
Darstellung.

Aufgrund periodischer Fluktuationen, hervorgerufen durch die elektrophoretischen Bewe-
gungen der Partikel, kommt es zu einer Dopplerverschiebung der Spektrallinie, Abb.(2.10).
Diese periodischen Fluktuationen werden von statistischen Fluktuationen verursacht durch

die Brown’sche Diffusionsbewegung der Partikel iiberlagert, was sich im elastischen Peak
manifestiert.

Hieran ist zu erkennen, dafl die mittlere Driftgeschwindigkeit der Teilchen aus der Ver-
schiebung des Lorentzpeaks zu w = 0 mit

w(q) =q- v =2kv Cosqbsing (2.129)
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mefibar ist. Diese Verschiebung wird auch Doppler-Shift genannt. kg ist der Wellen-
zahlvektor in Ausbreitungsrichtung des einfallenden Lichtes, ¢ der Winkel zwischen q und
v und O der Detektionswinkel. Nur wenn q parallel zur Driftrichtung v der Teilchen liegt,

fithrt dies zu einer maximalen Dopplerverschiebung.

Aufgrund des dufleren elektrischen Feldes E erfahren die geladenen Teilchen mit der Net-

toladung @ = Z,e eine Beschleunigung durch die Kraft
F = QE. (2.130)

Das Gleichgewicht von elektrischer und viskoser Kraft erreichen die Molekiile im ps Bereich
und haben dabei die konstante Driftgeschwindigkeit v, welche mit der elektrophoretischen
Beweglichkeit pe; durch

v =l E (2.131)

gegeben ist.

T T T T T
| Elastischer Peak .
Dopplersignal mit w(q)
— / —
El
S,
3
=
=5 L _
£
<
1 1 1
f[HZ]

Abb.2.10: Spektrale Darstellung des normierten dynamischen Strukturfaktors S, (g, w)

mit zwei Lorentzpeaks.



2. THEORETISCHER TEIL o4

Die elektrophoretische Mobilitét ist die Teilchengeschwindigkeit gemessen in pum/s bezogen

auf eine Feldstéirke von einem V/cm:

Ll = % (2.132)

Damit ist die elektrophoretische Beweglichkeit aus dem gemessenen Spektrum anhand der

Dopplerverschiebung mefbar. Dies ergibt fiir die Dispersionsrelation
©
w(q)=2ko e E cos ¢ sin 2 (2.133)

dafl die Doppler-Verschiebung mit groflerem elektrischen Feld E und grofierem Detektions-
winkel zunimmt. Das Verhéltniss von Verschiebung zu Linienbreite beschreibt das Aufl-
sungsvermogen. Mit ¢ = 0°

w(q) _ paF cos(©)2)
I'(q) 2Dk sin(©/2)

) (2.134)

ist zu erkennen, dafl das grofite Auflosungsvermogen dagegen bei kleineren Winkeln ©

vorliegt:
w (q) _ Hel E

I'(q) Dky©’
Um nun Aussagen iiber das Zetapotential { zu machen, sind in Abhhéingigkeit von der

(2.135)

Elektrolytkonzentration im Dispersionsmedium, der Art der vorhandenen Elektrolyte (z.B.
1:1 oder 1:2 Elektrolyt etc.) und der Teilchengrifie, représentiert durch die Grofie kR,
unterschiedliche Berechnungsformeln einzusetzen. Dazu wird die folgende Beziehung ver-
wendet:
2e
Hel = 3—nCH(/<;R). (2.136)

Hierbei ist H(kR) eine von Henry entwickelte Funktion, die in komplexer Weise von xR ab-
hangt, € = €,¢, die Dielektrizitdtskonstante und 7 die Viskositéit des Dispersionsmediums.
Der obige Zusammenhang beriicksichtigt nur den Retardationseffekt und ist aufgrund der
Nichtbeachtung des Relaxationseffektes nur giiltig fiir kleine Zetapotentiale { < 25mV.
Unter der Retardation wird die Verringerung der Wanderungsgeschwindigkeit der Partikel
durch die in die Gegenrichtung wandernden Gegen-lonen verstanden, die durch die in die

gleiche Richtung wandernden Co-Ionen nicht kompensiert wird.
Es werden die beiden Grenzwerte notiert:

(i) Fiir kR << 1 geht die allgemeine Form mit H(kR) = 1 in die Debey-Hiickel-Gleichung

2e

ol = — 2.137
Hel 3774 ( )
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iiber, die fiir kleine Partikel mit einer groflien Doppelschicht gilt.

(ii) Dagegen gilt die Helmholtz-Smoluchowski-Gleichung mit xR >> 1 fiir grofle Partikel
mit einer kleinen Doppelschicht, die mit H(xkR) = 1,5 die Gleichung

€
fet = = (2.138)
n
ergibt.

Im mittleren Bereich, d.h. kR < 25, 1483t sich ein komplizierterer Ausdruck angeben:

B (kR)?  5(kR)® (kR)* (kR)®
HR) =1+ 6=~ =8~ "9 " 9

(2.139)

_ [('9_1;)4 _ %} exp(kR) /:R) eTtdt.

Ist nun das Zetapotential aus den gemessenen Werten von e berechenbar, so ist es
moglich, mit Hilfe der Doppelschichttheorie einen Zusammenhang mit der Oberfléichen-
ladung o (Nettoladung @ ) des Teilchens zu bekommen. Wird in erster Ndherung das
Oberflichenpotential ¥y durch das Zetapotential ¢ ersetzt, bekommt man folgenden allg.
Zusammenhang laut Henry [78]:

_ Q@ H(kR)
- 6mR(1+kR)

el (2.140)
Hiermit sind die Grundlagen der meftechnischen Erfassung von Diffusionkoeffizient D
sowie von elektrophoretischer Beweglichkeit p.; vorgestellt, die iber Theorien die notwendi-
gen Parameter Ay und Wg liefern. Dadurch wird ein Einblick in den Phaseniibergang
erster Ordnung aufgrund der Eigenschaften der Protein-Elektrolyt-Losungen durch Be-

stimmung des Gesamtwechselwirkungspotentials W (r) der gelosten Proteine méglich.

Auf den folgenden Seiten der Arbeit wird der experimentelle Teil eingeleitet, der die

Mefimethoden, die Datenerfassung, die Materialien und die apparativen Aufbauten vorstellt.



