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Das Brechungsindexinkrement - ein kleiner Wert mit groBer Wirkung im
Bereich der Polymeranalytik

Dr. Gerhard Heinzmann, Alina Heinzmann und Sophia Heinzmann

Einleitung

Das Brechungsindexinkrement ist defi-
niert als die Anderung des Brechungs-
index n mit der Konzentration c (dn/dc).
Es kann je nach gewadhlter Substanz und
Lésungsmittel einen negativen oder ei-
nen positiven Wert annehmen. Als Ein-
heit fiir das Brechungsindexinkrement
wird meist die Angabe [ml/g] verwendet.
Der dn/dc-Wert ist ein wichtiger Parame-
ter im Bereich der Bestimmung von Mo-
lekulargewichten von synthetischen und
biologischen Makromolekiilen mit der
Technik der statischen Lichtstreuung.
Der dn/dc-Wert geht quadratisch in die
Rayleigh-Lichtstreugleichung ein. Kleine
Fehler im dn/dc-Wert kdnnen daher
schnell zu groBen Fehlern im resultie-
renden Molekulargewicht flihren. Es gibt
verschiedene Methoden wie dieser wich-
tige Parameter bestimmt werden kann;
er kann sowohl im Batch-Modus wie
auch mit chromatographischen Techni-
ken bestimmt werden. Im Folgenden soll
die Bedeutung und die Bestimmung des
dn/dc-Wertes naher betrachtet werden.

Bestimmung des dn/dc-Wertes

Eine exakte Bestimmung des dn/dc-
Wertes einer Probe kann je nach Applika-
tion eine einfache oder aber auch sehr
komplexe Aufgabe sein. Sehr einfach ist
die Bestimmung des dn/dc-Wertes,
wenn man mit reinen, pulverférmigen
Polymerproben ohne Verunreinigungen
arbeitet, die sich vollstandig und riick-
standsfrei in einem Lésungsmittel (z. B.
THF) lésen. Man kann von diesen Proben
eine exakte Konzentration in Lésung
herstellen und diese Lésung in einer
Kivette mit einem externen Refrakto-
meter vermessen. Man tragt den gemes-
senen Brechungsindex n iiber der Kon-
zentration c der Probe auf; die Steigung
der Auftragung ist der dn/dc-Wert.

Brechungsindex n

Steigung = dn/dc

Konzentration ¢

v

Abb. 1:

Sehr genau bekannte Werte fiir das Bre-
chungsindexinkrement sind z.B.
0,185 ml/g fiir Polystyrol geldst in THF,
0,147 ml/g fir Polysaccharide wie Pullu-
lan und Dextran in wassrigen Losungs-
mitteln, sowie ebenfalls 0,185 ml/g fiir
das Protein BSA (Bovine Serum Albu-
mine) und auch viele andere Proteine
und Antikérper, ebenfalls in wassrigen
Lésungsmitteln.

Man kann den dn/dc-Wert auch mit ei-
nem Chromatographiesystem und dem
in der GPC/SEC-Analytik meist verwen-
deten, differentiellen  Brechungs-
indexdetektor (RI= Differential Refrac-
tive Index Detector) bestimmen. Ein dif-
ferentieller Brechungsindex misst den
Unterschied zwischen dem Brechungs-
index einer in einem Losungsmittel ge-
losten Probe und dem reinen Losungs-
mittel. Er verfiigt (iber eine in Referenz
und Probe geteilte Zelle, die meist durch
ein diinnes Trennglas getrennt ist. In der

Bestimmung des dn/dc-Wertes mit einem externen Refraktometer

statischen, im Messbetrieb nicht durch-
flossenen, Referenzseite, befindet sich
reines Losungsmittel; die Probe flieBt
durch die Probenseite der Messzelle, wie
in Abbildung 2 dargestellt.

Das Ansprechverhalten des Brechungs-
indexdetektors kann vereinfacht mit fol-
gender Gleichung (1) dargestellt wer-
den:

Kalibriert man den RI-Detektor mit ei-
nem Standard mit bekanntem dn/dc-
Wert und bekannter Konzentration,
dann kann der dn/dc-Wert einer unbe-
kannten Probe bestimmt werden, wenn
deren Konzentration bekannt ist. Vor-
aussetzung ist allerdings, dass die Wie-
derfindung in der GPC/SEC-Messung
100% betragt (also kein Verlust der
Probe auf den Trennsdulen entsteht).
Umgekehrt kann aus dem Signal des RI-
Detektors aber auch die Konzentration
einer Probe bestimmt werden, wenn de-
ren dn/dc-Wert bekannt ist.

dn

Flacheg,_signar = Kalibrierungskonstante (RI) X Konzentration X —

dc
(1)
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Man wird in diesem Fall mit beiden Ver-
fahren (Externes Refraktometer und
Chromatographie-System mit RI-Detek-
tor) ein im Rahmen der Messgenauigkeit
tibereinstimmendes, korrektes Resultat
fur die Konzentration oder den dn/dc-
Wert einer Probe erzielen.

Schwieriger wird die Bestimmung des
dn/dc-Wertes, wenn man mit Proben ar-
beitet, die Verunreinigungen oder Addi-
tive enthalten. Misst man bei diesen Pro-
ben den dn/dc-Wert in einer Kiivette mit
einem externen Differential-Refrakto-
meter, dann kdnnen die nicht abge-
trennten Verunreinigungen oder Addi-
tive das Resultat verfalschen. Hier ist si-
cherlich eine Messung mit dem GPC/SEC-
Brechungsindexdetektor nach der Tren-
nung der Probe iiber der GPC/SEC-
Trennsdule besser, da in diesem Fall die
storenden Verunreinigungen oder Addi-
tive von der zu messenden Probe ge-
trennt werden. Es muss aber die exakte
Konzentration der Probe nach Abtren-
nung der storenden Anteile bekannt
sein.

Der schwierigste Fall liegt sicherlich
dann vor, wenn mit salzhaltigen Losun-
gen gearbeitet wird, z. B. bei der wassri-
gen GPC/SEC, und wenn ggf. Polyelekt-
rolyte oder Proteine untersucht werden.
Zwar kann man in diesem Fall die Probe
mit demselben Salzgehalt, wie im Lauf-
mittel der GPC/SEC-Anlage verwendet,
in einem externen Differential-Refrakto-
meter messen, allerdings bewirkt der
Durchgang der Probe durch die GPC/SEC-
Trennsdule einen gewissen Dialyse-
effekt, so dass die Mikroumgebung der
Probe nach der Trennsdule eine andere
sein kann, als dies im urspriinglichen
Laufmittel der Fall war. Dies kann Ein-
fliisse z.B. auf den Dissoziationsgrad ei-
ner Probe, und somit auch auf deren
dn/dc-Wert haben. Daher ist hier eindeu-
tig die Bestimmung des dn/dc-Wertes
mit dem GPC/SEC-Brechungsindex-
detektor am Ort der Detektion zu bevor-
zugen. Ein groBes Problem ist aber die
Kenntnis der genauen Bedingungen am
Ort der Detektion und der exakten Kon-
zentration.
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Abb. 2: Schematischer Aufbau eines Brechungsindexdetektors
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Abb.3:  Streulichtverteilung im MALLS Detektor fiir Proben mit einem Durchmesser von mehr

als 1/20 der verwendeten Laserwellenlange

Bedeutung des dn/dc-Wertes in der
statischen Lichtstreuung
Der dn/dc-Wert geht quadratisch in die
Rayleigh-Lichtstreugleichung ein); er ist
ein Teil des als ,,0Optische Konstante“ be-
zeichneten Faktors K:
KC 1
I + 24,C
(2)
Ro = Rayleigh-Verhaltnis beim Streu-
winkel Null Grad
M., = nach dem Gewicht gemitteltes
mittleres Molekulargewicht
C = Konzentration
K = optische Konstante
= (2m2no?)/(NaAo?) x (dn/dc)?
A; = zweiter Virialkoeffizient

Oft wird im Bereich der Polymeranalytik
mit einem Mehrwinkel-Lichtstreudetek-
tor (MALLS = Multi-Angle Static Laser
Light Scattering Detector) in Kombina-
tion mit einem Brechungsindexdetektor
gearbeitet. Der MALLS-Detektor misst
das von einer gelésten Probe gestreute
Licht bei moglichst vielen Messwinkeln
(Abbildung 3).

Einfach ausgedriickt sieht das Ansprech-
verhalten des Mehrwinkel-Lichtstreu-
detektors folgendermallen aus, wie in
Gleichung (3) dargestellt:

Mw ist dabei das nach dem Gewicht ge-
mittelte Molekulargewicht der Probe.

2

dn
Flacheyais—-signa = Kalibrierkonstante (MALLS) X Konzentration X <E) X Mw

(3)
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Zu beachten ist auch, dass es fiir jeden
einzelnen Winkel im MALLS-Detektor
eine eigene Kalibrierkonstante ermittelt
werden muss. Dies wird Ublicherweise
durch einen Kalibrierschritt durch-
gefiihrt, der Normalisierung genannt
wird; zunachst wird nur ein Winkel des
MALLS-Detektors kalibriert (in der Regel
der 90°-Winkel), alle anderen Winkel
werden dann auf diesen Winkel normali-
siert, d.h. die Ansprechfaktoren werden
fiir einen isotrop streuenden Polymer-
standard auf denselben Wert festgelegt.

Da der dn/dc-Wert quadratisch in die
Lichtstreugleichung eingeht, wird deut-
lich, dass bereits kleine Fehler im dn/dc-
Wert schnell zu groBen Fehlern im resul-
tierenden Molekulargewicht fiihren kén-
nen. Es ist daher von groBer Bedeutung,
dass dieser wichtige Parameter fiir jede
Probe mdglichst exakt bestimmt wird.

Hier kommt dem RI-Detektor eine be-
sondere Bedeutung zu. Aus dem Signal
des RI-Detektors kann, wie schon be-
schrieben, entweder der dn/dc-Wert ei-
ner Probe oder deren Konzentration be-
stimmt werden. Der genaueste Weg in
der GPC/SEC zur Bestimmung eines
moglichst exakten Molekulargewichtes
einer Probe ist es daher, wenn man zu-
nachst mit dem RI-Detektor z. B. {iber
Mehrfachmessungen madglichst exakt
den dn/dc-Wert der Probe bestimmt,
und diesen dann nutzt um Uber das Sig-
nal des RI-Detektors eine mdglichst ge-
naue Probenkonzentration zu ermitteln.
Diese genaue Konzentration flie3t dann
in die Lichtstreugleichung ein und fiihrt
mit dem ebenfalls exakten dn/dc-Wert
zu einem korrekten Molekulargewicht.

Zu beachten ist auch, dass die Wellen-
lange der Lichtquelle im differentiellen
Brechungsindexdetektor mit der Wellen-
lange des spater verwendeten Mehrwin-
kel-Lichtstreudetektors (ibereinstimmt,
damit ein korrektes Molekulargewicht
einer Probe bestimmt werden kann. Der
dn/dc-Wert hangt nicht nur vom verwen-
deten Losungsmittel und der Tempera-
tur, sondern auch von der Wellenlange
der Lichtquelle ab.

Fazit

Das Brechungsindexinkrement einer
Probe ist ein wichtiger Parameter, wenn
es um die Bestimmung von Molekular-
gewichten mit der Methode der stati-
schen Mehrwinkel-Lichtstreuung geht.
Fiir eine Vielzahlvon Polymeren und Bio-
polymeren finden sich zuverldssige
Daten in der Literatur [1]. Kennt man
allerdings den dn/dc-Wert einer Probe
nicht, dann muss man sich gut iiber-
legen, wie man diesen Wert mdglichst
exakt bestimmen kann. Eventuell ist die
Bestimmung mit einem externen
Refraktometer mdglich, dies gilt aber
nur flir sehr reine Proben, die sich gut
losen. Sobald Verunreinigungen oder
Additive in der Probe enthalten sind, ist
die Bestimmung des dn/dc-Wertes mit
einem GPC/SEC-Brechungsindexdetek-
tor, nach der Trennung der Probe Uber
einer GPC/SEC-Trennsdule, die bessere
Methode. Besonders komplex und an-
spruchsvoll wird die Bestimmung des
dn/dc-Wertes einer Probe, wenn mit
salzhaltigen Laufmitteln und Polyelek-
trolyten und Proteinen gearbeitet wird,
da der dn/dc-Wert hier stark von der
Mikroumgebung der Probe am Ort der
Detektion abhangt. Da die GPC/SEC-
Séaule einen Dialyseeffekt aufweist, kon-
nen aber am Ort der Detektion véllig an-
dere Bedingungen vorherrschen, als
wenn die Probe im normalen Laufmittel
gelost ware.
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