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Dynamische Lichtstreuung als GPC-Detektionstechnologie

Dr. Gerhard Heinzmann

Grundlagen der dynamischen
Lichtstreuung (DLS)

Bei der dynamischen Lichtstreuung wird die
Probe in einem geeigneten Ldsungsmittel
geldst bzw. suspendiert. Es wird dann eben-
falls das Streulicht der makromolekularen
Probe z. B. bei einem Winkel von 90° ge-
messen Allerdings werden sehr viel mehr
Datenpunkte aufgenommen als dies bei der
statischen Lichtstreuung der Fall ist, d. h. das
von der Probe gestreute Licht wird in sehr
viel kirzeren Zeitabstdnden gemessen. Die
Messdaten werden auch nicht direkt aus-
gewertet sondern sie werden an einen Kor-
relator Ubermittelt, der zunachst eine Auto-
korrelationsfunktion fiir die Daten errechnet.
Aus der Autokorrelationsfunktion wird dann
Uber einen mathematischen Algorithmus, der
als Regularisierung bezeichnet wird, der
Diffusionskoeffizient der Probe ermittelt. Aus
dem Diffusionskoeffizienten D wird schlieB-
lich Uber die Stokes-Einstein-Beziehung der
hydrodynamische Radius Rh der Probe bzw.
die Verteilung der hydrodynamischen Radien
berechnet:
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Ein groRer Vorteil der dynamischen

Lichtstreuung ist darin zu sehen dass man
das Geréat nicht kalibrieren muss und man
weiterhin keinerlei Informationen Uber die
Probe bendtigt um ein Ergebnis zu erhalten.
Lediglich die Viskositat des verwendeten
Lésungsmittels und dessen Brechungsindex
mussen bekannt sein. Die Konzentration der
Probe muss nur groB genug sein, dass ein
Messsignal erhalten wird. Sie wird nicht zur
Berechnung der hydrodynamischen Radien
der Probe benétigt. Auch der bei der stati-
schen Lichtstreuung so wichtige dn/dc-Wert
der Probe spielt bei der dynamischen Licht-
streuung keine Rolle.

Festzuhalten ist die Tatsache, dass man mit
der Methode der dynamischen Lichtstreuung
nur die hydrodynamischen Radien einer
makromolekularen Probe bestimmen kann.
Méchte man das Molekulargewicht einer
Proteinprobe bestimmen, dann muss man
entweder das Gerat im statischen Modus
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Abb. 1: Messung einer BSA -Probe mit der Methode der dynamischen Lichtstreuung

betreiben (wobei dann wieder eine Gerate-
kalibrierung notwendig wird und die Konzen-
tration der Probe und der dn/dc-Wert bekannt
sein miissen) oder man berechnet das Mole-
kulargewicht (iber eine Modellbeziehung
zwischen hydrodynamischen Radien und
Molekulargewichten von globuldren Prote-
inen. In diesem Fall ist das Ergebnis aber nur
eine Abschatzung und nicht etwa ein gemes-
sener Wert.

Abbildung 1 zeigt das Resultat der Messung
einer Rinderserumalbumin-Probe (BSA =
Bovine Serum Albumine) mit der Methode
der dynamischen Lichtstreuung. Die Probe ist
identisch mit der in Abbildung 2 gemessenen
BSA-Probe, man sieht hier aber keine sepa-
raten Peaks fir die Dimere und Trimere des
BSA. Es ist lediglich ein etwas verbreiterter
Peak zu erkennen. Die dynamische Licht-
streuung kann verschiedene Spezies erst
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Abb. 2:
Aggregationen

Chromatogramm einer Rinderserumalbumin-Probe (BSA = Bovine Serum Albumine) mit
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dann in separate Peaks auftrennen, wenn sie
einen GrofRenunterschied von mindestens
einem Faktor 2 aufweisen. Dies ist aber noch
nicht einmal beim Trimer des BSA der Fall
verglichen mit dem Monomer.

Bei der DLS wird neben den hydro-
dynamischen Radien auch noch ein Wert fir
die Polydispersitat der Probe angegeben.
Dieser Wert ist aber nur die relative
Standardabweichung des Ergebnisses und
ist nicht zu vergleichen mit der
Polydispersitat, die in der GPC/SEC an-
gegeben wird und dort als Quotient aus dem
nach dem Gewicht gemittelten Molekular-
gewicht der Probe und dem Zahlenmittel des
Molekulargewichtes (Mw/Mn) berechnet wird.

Hat eine Probe bei einer Messung mit der
dynamischen Lichtstreuung eine Polydisper-
sitat von weniger als 20%, dann wird sie in
der Regel als monodispers angesehen. Ist
der Polydispersitatsindex hoher, dann sind
Aggregationen vorhanden.

Verwendung der dynamischen
Lichtstreuuung als GPC/SEC-
Detektionsmethode

Aufgrund der Tatsache, dass man fiir die
Berechnung einer Autokorrelationsfunktion
eine Zeit von mindestens ca. 1-3 Sekunden
benétigt, ist die zeitliche Auflésung dieser
Technik sehr gering (obwohl die primare
Datenaufnahme sehr schnell verlauft). Dieser
Umstand beschrénkt auch lhren Einsatz als
Detektor in der Gelpermeationschromato-
graphie, da hier die Probe mit einer bestimm-
ten Geschwindigkeit durch eine Messzelle mit
einem sehr geringen Volumen fliet und die
Verweildauer in der Messzelle meist nicht
ausreicht um mehrere Autokorrelationsfunk-
tionen aufnehmen zu kdnnen. Diese wéren
aber notwendig, um z. B. die Verteilungs-
breite einer Probe ermitteln zu kénnen. Daher
misst man oft nur eine Autokorrelations-
funktion Uber die gesamte Probe und erhalt
somit nur einen mittleren hydrodynamischen
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Radius fiir die Probe (was bei einer mono-
dispersen Proteinprobe auch vollkommen
ausreichend ist) oder man arbeitet mit so
genannten stopped-flow-Methoden, bei de-
nen man den GPC/SEC-Fluss kurzzeitig
anhalt, um gentigend Zeit fir die Aufnahme
einer Autokorrelationsfunktion zu haben. Eine
weitere Mdglichkeit ist es, von vorneherein
mit einem geringen GPC/SEC-Fluss von z. B.
0,5 ml/min zu arbeiten, was dann aber die
GPC/SEC-Trennung recht langwierig macht.

Abbildung 3 zeigt die Messung einer breit
verteilten, hochmolekularen Polymerprobe
mit der Methode der dynamischen Licht-
streuung im Flussmodus. Hierbei wird als
Messzelle im DLS-Gerat eine Durchflusszelle
verwendet und es wird mit einem chromato-
graphischen Fluss von 0,3 bis 0,5 ml/min
gearbeitet. Die durchgezogene Linie ist das
Signal des DLS-Gerates angegeben in
kcounts pro Sekunde und die Punkte sind die
gemessenen hydrodynamischen Radien in
Nanometern. Die fir die Aufnahme eines
Datenpunktes bendtigte Messzeit betragt

3 Sekunden.
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Abb. 3: Chromatogramm einer DLS-Messung im Flow Mode (breit verteilte Polymerprobe)




