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Molare Massen und Molekulargewichte — Wie viel wiegt ein (Makro)Molekul?
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Einleitung

Das Molekulargewicht eines Molekiils ist defi-
niert durch die Summe der Gewichte der ein-
zelnen Atome aus denen das Molekil besteht.
Der Bezugspunkt fiir das Gewicht der einzel-
nen Atome ist das Gewicht des Kohlenstoff-
isotops 12C; eine atomare Masseneinheit ist
als zwdlfter Teil der Masse des Kohlenstoff-
isotops 12C definiert. Definitionsgemal hat der
zwolfte Teil eines Mols des Kohlenstoffisotops
12C eine Masse von 1 g. Damit sind die Zah-
lenwerte der relativen Molekilmasse (dimen-
sionslos), absoluten Molekilmasse (in amu, u
oder Da; die Einheit Da ist benannt nach dem
englischen Naturforscher John Dalton) und
molaren Masse eines Molekiils (in g/mol)
gleich.

Masse der atomaren Masseneinheit u:
1u=1Da=1,660539040 - 102 kg

Die Molekulargewichte von Atomen werden im
Wesentlichen durch die Anzahl der im Atom-
kern vorhandenen Protonen und Neutronen
bestimmt die eine nahezu identische Masse
aufweisen wobei das Proton eine positive
Ladung tragt wahrend das Neutron keine
Ladung tragt.

Masse eines Protons: 1,6727 - 1027 kg

Masse eines Neutrons: 1,6750 - 10-27 kg

Die negativ geladenen Elekironen die um den
Atomkern kreisen tragen nur einen geringen
Beitrag zur gesamten molekularen Masse
eines Atoms bei, da ihre Masse um mehrere
GroRenordnungen Kleiner ist als die Masse
der Kernbauteile des Atoms.

Masse eines Elekirons: 9,109 - 10-%' kg

Molekulargewichte von Molekiilen

Betrachtet man ein einfaches Molekdil wie z. b.
ein Wassermolekl (H20) dann setzt sich das
Molekulargewicht dieses Molekiils aus dem
Gewicht der beiden Wasserstoffatome zusam-
men die jeweils aus einem Proton und einem
Elektron bestehen sowie dem des Sauerstoff-
atoms das aus 8 Protonen und 8 Neutronen

sowie 8 Elektronen besteht. Die Gesamt-
masse eines Wassermolekills betrégt daher
18,015 u.

Da das Molekulargewicht eines Molekils ein
sehr kleiner Wert ist multipliziert man die
Masse eines einzelnen Moleklls mit der
Avogadro-Zahl (6,022 - 1023), d. h. man be-
rechnet das Gewicht von 6,022 - 102 Teil-
chen. Diese Menge wird als Mol bezeichnet.
Die Masse von einem Mol '2C-Atomen im
Grundzustand entspricht exakt 12 g. Die
Molare Masse von Wassermolekilen (H:20)
entspricht 18,015 g/mol.

Als historische Verfahren fir die Bestimmung
der molaren Masse von Atomen und Molek-
len sind das Verfahren nach Bunsen, das Ver-
fahren nach Dumas und Victor Meyer, die
Kryoskopie und Ebullioskopie zu nennen.

Heute wird die Molekiilmasse im Wesent-
lichen (ber die Massenspekirometrie be-
stimmt. Die zu untersuchende Substanz wird
im Massenspektrometer in die Gasphase
Uberfihrt und ionisiert. Die lonen werden
durch ein elektrisches Feld beschleunigt und
dem Analysator zugeflihrt, der sie nach dem
Masse-zu-Ladung-Verhaltnis m/z sortiert.

Molekulargewichte von Makromolekiilen

Mit Hilfe der Massenspektrometrie kann man
die Molekulargewichte von kleinen Moleklen
sehr exakt bestimmen.

Problematisch wird es wenn die Molekile gré-
Rer werden; ab einem gewissen Molekular-
gewicht ist es nicht mehr méglich das Moleku-
largewicht eines kompletten Makromolekiils
mit der Massenspektrometrie zu bestimmen.

Als Beispiel fir ein Makromolekiil kann ein
Polystyrolmolekil betrachtet werden. Die
Monomereinheit des Polystyrolmolekiils ist
das Styrol (Abbildung 1):

Die Molare Masse des Styrols berechnet sich
aus seiner chemischen Summenformel CgHs;
sie betragt 104,15 g/mol.
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Abb. 1: Styrol
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Abb. 2:

Strukturformel von Polystyrol

Nimmt man ein Polystyrolmolekil (Abbil-
dung 2) das aus 1000 Monomereinheiten be-
steht dann betrégt die Molare Masse dieses
Molekiils exakt 104150 g/mol.

Die Massenspektrometrie kann ein solches
Molekl nicht mehr als Gesamtmolekil in die
Gasphase uberflihren; es kommt unweigerlich
zur Fragmentierung des Makromolekiils. Das
Molekulargewicht des urspringlichen Makro-
moleklls kann daher nicht direkt bestimmt
werden; es muss aus den Fragmenten be-
rechnet werden.

Zwar wurden im Laufe der Zeit sehr scho-
nende massenspektrometrische Verfahren
wie z. B. MALDI-TOF (Matrix—Assistierte
Laser-Desorption-lonisierung - Flugzeit-
analyse (Time of Flight)) Massenspektrometer
entwickelt, aber selbst mit diesen Systemen
kénnen nur relativ kleine Makromolekiile bis
zu einem Molekulargewicht von einigen tau-
send g/mol komplett in die Gasphase Uber-
fiihrt werden. Ab einer gewissen GroRe zerfal-
len die Molekiile in Bruchstiicke was die Ana-
lyse des urspriinglichen Molekiils sehr
erschwert.
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Hinzu kommt die Tatsache, dass es sich bei
makromolekularen Proben die ja bekanntlich
aus einer groReren Anzahl einer sich wieder-
holenden Monomereinheit bestehen, in aller
Regel nicht um Proben handelt, bei denen alle
in der Probe vorhandenen Molekille dasselbe
Molekulargewicht aufweisen. Meist enthalt die
Probe Molekile mit unterschiedlichen Ketten-
langen bzw. einer unterschiedlichen Anzahl
an Monomereinheiten. Man spricht in diesem
Fall von einer Verteilungsbreite des Moleku-
largewichtes oder auch von der so genannten
Polydispersitat der Probe. Definiert wird der
Polydispersitatsfaktor (PD) einer makromole-
kularen Probe durch den Quotienten aus dem
nach dem Gewicht gemittelten Mittleren Mole-
kulargewicht der Probe Mw (Weight Average
Molecular Weight) und dem nach der Anzahl
gemittelten Mittleren Molekulargewicht der
Probe Mn (Number Average Molecular
Weight):

PD = Mw/Mn

Es wére daher wenig sinnvoll, die exakte
Masse von jedem einzelnen Makromolekiil
das in einer makromolekularen Probe vorhan-
den ist anzugeben; dies wirde eine Unmenge
an Daten verursachen. Vielmehr summiert
man die Molekulargewichte aller in der Probe
vorliegenden Makromolekiile auf und bildet
dann verschiedene Mittelwerte die das mitt-
lere Molekulargewicht der gesamten makro-
molekularen Probe beschreiben.

Die mittleren Molekulargewichte einer makro-
molekularen Probe berechnen sich wie folgt
(Mi ist das Molekulargewicht eines einzelnen
Molekiils und ni die Anzahl der Molekile mit
diesem Molekulargewicht):
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Abb. 3: Kalibrierung eines GPC/SEC-Systems mit eng verteilten Polymerstandards

Der Mz-Wert ist der so genannte Zentrifugen-
Mittelwert, der aus Bestimmungen des Mole-
kulargewichtes mittels einer Ultrazentrifuge
erhalten wird.

Der Mn-Wert wird stark von den niedermole-
kularen Anteilen einer makromolekularen
Probe beeinflusst, wohingegen der Mz-Wert
von den hochmolekularen Anteilen abhéngt.

Die Molekulargewichtsmittelwerte einer Probe
kénnen sich je nach Verteilungsbreite der
Probe stark unterscheiden. Im Fall von syn-
thetischen Polymeren wie z. B. Polystyrol und
Polyethylen, die Uber exakt kontrollierbare
chemische Reaktionen gezielt hergestellt wer-
den, kdnnen Verteilungsbreiten bzw. Polydis-
persitatsfaktoren von weniger als 1,1 erreicht
werden. Natirliche Makromolekille wie z. B.
Polysaccharide (Dextrane, Alginate, Hya-
luronsdure, 0.3.) weisen oft Polydispersitats-
faktoren von zwei und mehr auf. Lediglich bio-
logische Makromolekiile wie z. B. Proteine
und Antikérper weisen einen Polydispersitats-
faktor von 1,0 auf; man spricht hier von mono-
dispersen oder uniformen Molekulargewichts-
verteilungen. Grund hierfir ist die Tatsache,
dass jedes Proteinmolekiil einer bestimmten
Spezies aus einer genau definierten Abfolge
an Aminoséuren besteht. Dadurch ist sein
Molekulargewicht exakt festgelegt.

Fur die Bestimmung der Molaren Masse von
Makromolekdilen wird neben der Massenspek-
trometrie oft die Gelpermeationschromatogra-
phie / GréRenausschlusschromatographie
(GPC/SEC) sowie die Feld-Fluss-Fraktionie-
rung (FFF) verwendet. Im Fall der GPC/SEC
wird die Probe in einem geeigneten Ldsungs-
mittel geldst und (iber eine stationdre Phase
nach ihrer GroRe aufgetrennt. Im Fall der FFF
erfolgt die Trennung in einem Trennkanal; als
Trennfeld wird z.B. ein Querfluss verwendet
der in 90°- Richtung zum Elutionsfluss ange-
legt wird. Als Beispiel ware die Auftrennung

von Polystyrolmolekiilen zu nennen, die in
Tetrahydrofuran geldst werden. Die Polysty-
rolmolekiile werden im Fall der GPC/SEC
Uber eine stationdre Phase, bestehend aus
stark quervernetztem Styrol- Divinylbenzol
(SDV), oder, im Fall der FFF, (iber einen ana-
Iytischen FFF-Trennkanal mit einer Membran
aus regenerierter Cellulose aufgetrennt.

Im einfachsten Fall wird bei der Gelpermea-
tionschromatographie und der Feld-Fluss-
Fraktionierung nur ein Konzentrationsdetektor
verwendet. Um das Signal des Konzentra-
tionsdetektors in eine Masseninformation um-
rechnen zu konnen muss eine Kalibrierung
des GPC/SEC- bzw. FFF-Systems mit eng
verteilten Polymerstandards mit bekanntem
Molekulargewicht durchgefiihrt werden (Abbil-
dung 3).

Nun kann fiir die Probe an jedem Punkt des
Elutionsvolumens ein entsprechendes Mole-
kulargewicht ermittelt werden. Ein prazises Er-
gebnis wirde nun das Molekulargewicht an je-
dem Punkt des Elutionsvolumens in tabella-
rischer Form wiedergeben, dies waren aber zu
viele Daten, daher werden die Molekular-
gewichte zu den bereits beschriebenen Mittel-
werten Mn, Mw und Mz zusammengefasst
bzw. es wird im einfachsten Fall nur der Wert
des Molekulargewichts am Peak Maximum
angegeben (Mp).

Abbildung 4 zeigt grafisch die Molekular-
gewichtsmittelwerte; je stérker das Molekular-
gewicht in den Mittelwertsberechnungen be-
riicksichtigt wird, umso mehr verschiebt sich
der Mittelwert hin zu hoheren Molekular-
gewichtswerten. Der Wert fir das Peak-Mole-
kulargwicht Mp beschreibt nur das an der
Peakspitze vorliegende Molekulargewicht.

Die mit dieser Methode ermittelten Molekular-
gewichte sind allerdings nur dann korrekt bzw.
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absolut, wenn die gemessene Probe che-
misch und in lhrer Struktur identisch mit den
linearen Polymerstandards ist, die fir die Er-
stellung der Kalibrierkurve verwendet wurden
(z. B. lineare Polystyrolstandards fiir die Ka-
librierung und lineare Polystyrolprobe). Sobald
Probe und Standards chemisch nicht identisch
sind oder die Probe Verzweigungen enthalt,
erhalt man nur relative Ergebnisse fir das
Molekulargewicht der Probe.

Absolute Molekulargewichte erhalt man, wenn
das GPC/SEC- bzw.FFF-System zusatzlich
zum Konzentrationsdetektor mit einem sta-
tischen Mehrwinkel-Lichtstreudetektor
(MALS) ausgestattet ist.

Bestimmung von absoluten Molekular-
gewichte mit der Statischen Mehrwinkel-
Lichtstreuung (MALS)

Verwendet man bei der Gelpermeations-
chromatographie und der Feld-Fluss-Fraktio-
nierung zusatzlich zu einem Konzentrations-
detektor auch noch einen Statischen Mehrwin-
kel-Lichtstreudetektor (MALS = Static Multi
Angle Laser Light Scattering), dann kann un-
abhéngig von der chemischen Zusammen-
setzung der Probe das absolute Molekular-
gewicht der Probe bestimmt werden.

Das Signal eines MALS-Detektors ist direkt
proportional zum dem nach dem Gewicht ge-
mittelten Molekulargewicht Mw einer makro-
molekularen Probe (Gleichung 1):

(1]
Fl&che des Lichtstreusignals =
Geratekonstante - Konzentration - (dn/dc)? - Mw

Sind die Konzentration und das Brechungs-
indexinkrement dn/dc einer Probe bekannt,
dann kann man mit einem MALS-Detektor das
absolute, also wirklich vorhandene, Molekular-
gewicht bestimmen. Den dn/dc-Wert einer
Probe erhélt man, indem der Brechungsindex
einer Probe Uber deren Konzentration aufge-
tragen wird. Eine der beiden GréfRen — Kon-
zentration oder dn/dc — kann aus dem gleich-
zeitig verwendeten Brechungsindexdetektor
bestimmt werden.
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Abb. 4:

Fazit

Das Molekulargewicht von kleinen Molekiilen
kann sehr exakt mit der Massenspektrometrie
bestimmt werden. Ab einem gewissen Mole-
kulargewicht versagt diese Methode aller-
dings, da grofie Molekiile nicht mehr als Gan-
zes in die Gasphase Uberflhrt werden kén-
nen, ohne in Fragmente zu zerbrechen. Nun
mUssen andere Methoden verwendet werden,
die die Makromolekille in Ldsung charakteri-
sieren konnen. Hier haben sich die Gelper-
meationschromatographie und die Feld-Fluss-
Fraktionierung etabliert. Mit dieser Methode
konnen Molekulargewichte von makromole-
kularen Proben schnell und reproduzierbar er-
mittelt werden.

Molekulargewichtsmittelwerte einer breit verteilten makromolekularen Probe

Da eine makromolekulare Probe in der Regel
aus einer Vielzahl an Einzelmolekiilen mit un-
terschiedlichen Kettenlangen bzw. einer un-
terschiedlichen Anzahl von Monomereinheiten
besteht, werden bei dieser Art von Proben
keine diskreten Molekulargewichte angege-
ben, sondern es wird das Molekulargewicht
aller in der Probe vorliegenden Einzel-
molekiile aufsummiert und mit Hilfe von statis-
tischen Mittelwerten beschrieben.

Wird bei der GPC/SEC und der FFF neben ei-
nem Konzentrationsdetektor auch ein sta-
tischer Mehrwinkel-Lichtstreudetektor (MALS)
verwendet, dann kdnnen nicht nur relative
Molekulargewichte sondern tatsachlich vor-
handene, absolute Molekulargewichte er-
mittelt werden.




