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In der RSntgenkleinwinkelanalyse ist die Bestimmung des 
Verh~ltnisses der gestreuten Energie zu der des Prim&rstrahls 
ein Weg, urn Massenbestimmungen (Molekulargewieht, ~Iasse 
pro L~ngeneinheit bei gestreekten Teilehen, migtleres Schwan- 
kungsquadrat der Elektronendiehte) vorzunehmen. Zur Messung 
des Prim~rstrahls auf dem Wege der Impulsz~.hlung muB dieser 
in definierter Weise um mehrere Gr6Benordnungen gesehw~eht 
werden, was mittels einer meehanischen Vorrieh~ung gesehehen 
kann, die wir als ,,Rotator" bezeichnen. Prinzip, Fehlerquel[en 
und notwendige Korrekturen werden besproehen. Die mit diesem 
Gerfit in unserem Arbeitskreis durehgefiihrten Absolutmessungen 
werden kurz aufgefiihrt. 

Die Absolutmessung der R6ntgenkleinwinkelstreuung, d.h.  die Be- 
stimmung des Verh//ltnisses der Streuintensits zu der Intensit//g des 
Prim//rs~rahls, ist ein Verfahren, um Gewiehtsbes~immm~gen an makro- 
molekularen Stoffen vorzunehmen. In  verdtinnten Syst.emen kann bei 
korpuskularen Partikeln die Gesamtmasse 1, bei sehr tanggesgreek~en 
Teilehen die Masse pro Lgngeneinheit 2, ~ und bei groftfl/~ehigen Teil- 
ehen die Masse pro F1/~eheneinheit ~ gemessen werden. ~rberdies ist die 

O. Kratky, G. Pored und L. Kahovee, Z. Elektroehem. 55, 53 (1951). 
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O. Kratky, Z. Elektroehem. 60, 245 (1956). 

40 .  Kratky, X-l~ay Small Angle Scattering with Substances of Bio- 
logical Interest in Diluted Solutions, in: Progress in Biophysics, Pergamon- 
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im absoluten MaB gegebene Invariante 5, 6 mit dem mittleren Sehwan- 
kungsquadrat der Elektronendiehte verkniipft, das seinerseits eine 
wiehtige GrSBe ffir die Anfkls der Zusammensetzung aus Phasen 
versehiedener Elektronendiehte (etwa Anteile an kristalliner und amor- 
pher Phase) darstellt. 

Wit haben in unserem Arbeitskreis ffir die Absolutmessung in den 
letzten Jahren eine Vorriehtung entwiekelt, die wh' als , ,Rotator" be- 
zeiehnen. Ihre Wirkungsweise ist bisher anls der Mitteilung vort 
MeBergebnissen nur kurz skizziert worden 7. Da sieh die Methode bei 
vielen Pr/~zisiongmessungen dieser Art sehr bew/~hrt hat, seheint es an- 
gebraeht, eine genauere Besehreibung zu geben. 

1. P r i n z i p  des  R o t a t o r v e r f a h r e n s  

Die Sehwierigkeit der Abso]utmessung liegt in der Tatsaehe be- 
ar finder, dab der Primgrstrahl bei mittleren Aufnahmebedingungen 
einen EnergiefluB yon 107 his l0 s Impulsen/see darstellt, wghrend man 
wegen der Totzeit der Mel~anordnung bei den meisten Z/~hleinriehtungen 
h5chstens 103 Impulse/see zghlen kann. Somit ist eine Schws des 
Primgrstrahls um 4 bis 5 GrSI~enordnungen notwendig. Diese Aufgabe 
wir(i - -  ohne Vergnderung der spektralen Znsammel~setzung der Strah- 
lung - -  von einer Vorriehtung erffillt, die als Weiterentwiekluag einer 
Sektorblende angesehen werden karm. Knapp vor dem Z//hlrohr ist eine 
Seheibe angebracht, deren l~'lgehe normal zur Fortpflanzungsriehtung 
des RSrttgenstrahls steht and diesen absehirmt. Die Seheibe besitzt 
eine Anzahl kleiner LSeher - -  bei unseren Messungen waren es vier - - ,  
die sieh bei ihrer Rotat ion quer fiber den bandf6rmigen Quersehnitt 
des Prim/~rstrahls bewegen. Es ist nun notwendig und aueh teehnisch 
durehaus m6glieh, die Dimensionen der Seheibe und der L6eher sowie 
die Tourenzahl so zu w/~hlen, dab nieht bei jedem Vorbeigang eines 
Loehes ein RSntgen-Lichtquant durehtritt ,  also die Zah] der Quanten 
pro Vorbeigang im Durehsehnitt wesentlieh kleiner als 1 ist. (Wiirde 
ngm]ieh bei jedem Vorbeigang mindestens ein Quant durehtreten, so 
ware die Impulsz~hlung gleiehbedeutend mit einer Bestimmung der 
Tourenzahl.) Natiirlieh muB bis zum Vorbeigang des n/iehsten Loehes 
die Anlage bereits wieder z/~hlbereit sein. 

Zun/ichst sei dureh eine Absehgtzung gezeigt, dab sieh die genannten 
Bedingungen tatsgchlich erffi]len lassen. 

Der Querschnitt des Prims in der gegistrierebene liegt bei 
mittleren Anfnahmebedingungen in der Gr6Benordnung yon 20 m m •  
• 0,4= ram, betrs also 8 mine; dureh diesen mSgen 3- 107 Quanten/sec 

s p .  Debye und A.  M .  Bueche, g. appl. Physics 20, 518 (1949). 
6 G. Porod,  Kolloid-Z. 1:]4, 83 (1951); 125, 5t (1951). 
v O. Kra t ky ,  Makromo]. Chem. 35 A, 12 (1960); Kolloid-Z. 182, 7 (1962). 
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greten, eine Zahl, die etwa eiilen Mittelwer~ bei Verwendung k'auflicher 
RSntgenanlagen darstellt. 

Ein Loch des Rotators hag eine Flgche yon etwa 10 - a m m  2, ist also 
8.10atom kleiner Ms der Primgrs~rahlquersehnit.t. Wiirde das Loeh 
im Prim'grstrahl verweilen, so wiirde es pro Sekunde yon 3 �9 t07/8 - I0 a ~-0 

0,4.104 Quanten durehsetzt. 
Nun laufen aber die LSoher des Rotators auf einem Umfar~g volt 

etwa 200 mm mit etwa 50 Touren/see. Der Vorbeilauf eines Loehes 

dauert daher I 0,4 _ 4 . 1 0  -5 see. In dieser Zeit werden unter den 
50 200 

gegebenen Bedingungen nur 0,6.104 • 6 . 1 0  -5 ~ 1/6 Quanten dureh 
das Loeh ~reten. Die Bedingung, dab die Quanten einzeln gefangen 
werden, ist also err/lilt. Da eitl Umlanf t/50 Sekunde dauer~ und am 
t~otator vier LSeher angebraeht sind, vergeht zwisehen zwei Vorbei- 
ggngen 1/200 Sekunde. Diese Zei~ ist lgnger Ms die Totzeit, die An- 
ordrmng ist also beim ngehsten Loeh wieder zghlbereig. 

Eine eirffaehe ~berlegung zeigt nun, dab die Energie P0 Wo Lgngell- 
einheit des striehf6rmige~ Primgrsgrahls gegeben ist dutch 

U 
S>o = i4- ( t )  

wo p die gemessene Zahl der Impulse/see, /4 die Snmme de," Flgchen 
Mler 4: LSoher und U den Umfang bedeutet, auf welehem sieh die LSeher 
bewegen. 

2. K o r r e k t u r e n  u n d  F e h l e r q u e l l e n  

Bei sehr genauen Nessnngen sind versehiedene Korrektnren dureh- 
zuftihren und einige Fehlerquellen sorgfgltig zu beaehten: 

a) Loohgri~/3e 
Die LScher sind durch je zwei Schneidenpaare aus Platin-Iridium be- 

grenzt. Wegen ihrer Kleinheit. (Kantenl//nge etwa 0,03 ram) ist eine 
Vermessung unter dem Mikroskop nieht geniigend genau. Es ha~ sich 
daher Ms no~wendig erwiesen, einen zweiten Rotator  mit eLnem wesent- 
lich gr613eren Loeh, ngmlich etwa 0,012 mm 2, herznstellen, das sieh hin- 
reichend genau messen 1//13t, und nun durch vergleichende Messung 
mit einem beliebigen Primgrstraht das lVlgehenverhgltnis festzustellen. 

Bei dem ftir zahlreiche Messungen verwendeten l~otator war i4 = 
= 0,00276 mm 2. 

b) Koinzidenzen 
Sehr wichgig ist die Beachtung des Umstandes, dal~ t, rotz der Selten- 

heir eines Quantendurohtri~tes doeh gelegentlich Koinzidenzell auf- 
~reten, d. h. zwei oder mehr Quanten bei ein und demselben Vorbeigang 
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ein Loeh durehsetzen. Sie werden nut als ein Quint  gez~hlt, well, wie 
oben erw~hnt, ein Loeh nur wenige 10 -5 see vor dem Prim~rstrahl 
bleibt. 

Zun~ehst erhalten wit ~us der Z~hl p der Impulse/see die Zahl n pro 
Vorbeig~ng, indem wit - -  bei l~otatoren mit 4 L6chern - -  p dureh die 
vierfache Umlaufsz~hl 4 u dividieren 

n = p/4 u (2 a) 

Nach bekannten Prinzipien der Statistik (Poissonsche Formet). ergibt 
sich dann die Zahl der tats~chlich pro Vorbeigang aufgetretenen Impulse 
nkorr gemgl~ 

~2 %3 
n k o r r - - n + ~ - - ]  3 -- ] n ( 1 - - n )  (3) 

Es ist klar, dab man aus •korr zuns 

Pkorr : nkorr" 4• (2 b) 

bestimmt und schlieBlieh dutch Einsetzen in (1) die Primiirenergie erh~lt. 

c) Umtau]zahl 

Zur genaueax Bestimmuag der Umlaufz~hl u, die wit in (2 a) gebrau- 
chen, verwenden wit eine einfache lichtelektrische Einrichtung. Auf der 
einen Seite der Seheibe ist ein kleines Glfihl~mpchen angebracht. Durch 
eiu grSi~eres, in der Scheibe vorhandenes Loch gelangt bei jeder Um- 
drehung ein kurzer Lichtblitz in eine auf der gegenfiberliegenden Seite 
montierte Photozelle und erzeugt einen elektrischen Impuls, Dieser 
wird nach entsprechender Formung und Versts einem Zs 
zugefiihrt. 

d) Besonderheiten bei der Messung mit Z~hlrohren verschiedener Art 

Die Beziehungen (1) bis (3) fiihren bei jeder Zs unmittel- 
bar zur gesuchten Prim~reuergie, wenn streng monochrom~tische Strah- 
lung beniitzt wh'd. Wendet man zur Monoehromatisierung das Filter- 
differenzverfahren an and miBt die Streuung mit dem Geiger-Mi~ller- 
Z/ihlrohr, so sind die mit dam Ni- und Co-Filter bei Gebraueh des Ro- 
tators gemessenen Impulse getrennt naeh (3) zu korrigieren und die 
erhaltenen Werte voneinander zu subtrahieren. Auf diese Weise erhi~lt 
man den monochrom~tisehen Anteil der 1)rim~renergie. 

Etwas komplizierter ist die Messung und Auswertung, wenn die 
Streuung mittels des Proporgonalzghlrohrs in Verbindung mit einem 
auf einen engen Kanal eingestellten Impulsh6hendiskriminator gemessen 
wird. Irt diesem Fall kommt es bei der Koinzidenz zweier Ka-Impulse 
oder eines Ka-Impulses mit einem Bremsstrahlimpuls zu einer Addition 
beider Impulse, der Gesamtimpuls fgllt aus dem Kanal  heraus, wird 
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somit unterdrtiekt, und man hat den monochromatisehen bzw. die beiden 
koinzidierenden monoehromatischen Impulse verloren. Diese Fehler- 
quelle wird auf folgende Weise vermieden. Man entfernt zun/iehst die 
obere Kanalgrenze und macht zwei l~{essungen unter Bentitzung des 
Filterdifferenzverfahrens. Die Absorptionskanten befinden sieh dann 
knapp rechts nnd links yon der monoehromatisehe~ Linie, nnd die Dif- 
ferenz der beiden Messungen entsprieht dem monochromatisehen An- 
teil allein. Bei jeder der beiden Messungen treten Koinzidenzen auf, 
die dutch Summierung der beiden Impulse zu einem gr6Beren Impuls 
fiihren. Da man aber jetzt von einer langwelligen Grenze an alle Impulse 
rail?t, sind bei den Einzelmessungen aueh diese Doppelimpulse erfagt, 
u n d e s  gen/igt, jede einzelne Messung im Sinne yon Beziehung (3) zu 
korrigieren. Die Differenz mug notwendig auf den monoehromatisehen 
Anteil i'fihren, wie er bei jeder FiIgerdifferenzmessung erhMten wh'd. 

Um eine quantitative Beziehung zur Diskriminaformessung herzu- 
stellen, nimmt man die Streukurve zu Hflfe. Man stellt bei Verwendung 
eines beliebigen Prgparates ~uf einen passenden Streuwinkel ein und 
maeht eine Vergleiehsmessung, indem man die gestreute Intensit/it ein- 
real wie bei der Rotatormessung mit dem Filterdifferenzverfahren und 
entfernter oberer Kanalgrenze mil3t, das zweite 5{al mit der fibliehen 
Diskriminatoreinstellung. Mit dem Quotienten ans den beiden Irttensi- 
t~6en wird der Wert der mi~ dem Filterdifferenzverfahren ausgefiihr~en 
t~ota~ormessung multipliziert. I)iesen Korrekgurfaktor kann man bei 
unver/~nderten Betriebsbedingungen (Spannung) als Konstange be- 
traehten, sofern man stets das gleiehe Fflterpaar ben/itzt, an der 
Diskrimina~orsgelhng niehts gndert und aueh die Impulsverst//rkung 
dutch Z/[Mrohr und Itaehfolgende Sehal~ung gleiehbleibt. Die letztere 
Bedingnng ist erfahrungsgem/ig fiber sehr lange Zeit erffillt, so daI3 nut  
ab und zu eine Kontrol/messung der oben beseln-iebenen Art erforderlieh ist. 

e) Beriieksichtigung der relativen Lage der Rotatorebene und der Zi~hlrohr- 
8paltblenden 

Es w/iren keine weiteren Korrekturen erforderlich, wenn die Blenden- 
paare, die den Z/ihlrohrspalg begrenzen, in einer Ebene lggen, die ihrer- 
seits mi~ der Rotatorebene zusammenfiele. Die exakte Realisierung 
dieser Forderung ist aus konstruktiven Grfinden nieht m6glieh, was 
gewisse leieht verst/~ndliehe geometrisehe Korrekturen erfordert. Betr/~gt 
der Abstand der I~otatorebene yon dem die L~ngsbegrenzung des Primgr- 
strahls am l~6hrenfenster bewirkenden Blendenpaar a, clef Absgand der 
Regisgrierebene yore gleiehen ~Blendenpaar b, so hat man die Loeh- 
fl/~ehe mit b/a zu multiplizieren, um sie auf die I~egistrierebene zu beziehen. 
Nun beinhaltet jede Absolutmessung die Bestimmung des Verh/iltnisses 
einer gestreuten Intensit//t zur Primgrenergie. Die erste Gr6Be ist die 
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durch die Fl//cheneinheit in der Registrierebene einfallende Streuung. 
Tats/~chlieh wird diese dutch zwei verschiedene Schneidenpaare begrenzt. 
Die Breitenbegrenzung liegt in der l~egel in der Registrierebene selbst, 
so dab keine Korrektur  erforderlieh ist. Die L/~ngsbegrenzung erfolgt 
aber bei unserer Anordnung knapp vor dem Zghlrohr, also erst hinter 
der Registrierebene. Betr//gt d.er Abstand des entspreehenden Schneiden- 
pears veto Sehneidenpaa.r am RShrenfenster c, so ist die tats//chlich 
eingestellte Z~hlrohrspaltl//uge mit  b/c zu multiplizieren. Des Produkt  aus 
der Breite des Z/ihlrohrspaltes und der korrigierten Ls stellt die 
wirksume F1/~ehe in der Registrierebene dar. Dividiert man die ge- 
messenen Impulszah]en dutch diese ~'lgche, so erhglt man die Streu- 
intensitgten, die ihrerseits mit  der Energie pro Lgngeneinheit des Primgr- 
strahls in Beziehung zu setzen sind. 

3. I t i n w e i s e  a u f  b i s h e r i g e  A n w e n d u n g e n  des  
R o t a t o r v e r f a h r e n s  

Die fo]genden Ausfiihrungen sollen keine Diskussion der Ergebnisse 
darstellen; sie sind lediglich als Beleg ffir vielfache, zum iiberwiegenden 
Tell bereits publizierte Anwendungen des Rotatorverfahrens anzusehen. 

Es sind vet  allem Molekulargewiehtsbestimmungert an Proteinen zu 
nennen, und zwar an Edestin s, Bence-Jones-Protein 9, Tabakmosaik- 
virus-Protein l~ Ferritin 1. und y-Globulirt 1~. Des Molekiil des letzt- 
genannten Proteins ist langgesgreckt; daher konnte aus der Abso]ut- 
messung auger dem Mo]ekulargewicht aueh die Masse pro Lgngeneinheit 
best immt werden. Dag des Verfahren aueh herunter bis zu ~olekular-  
gewichterl yon etwa 2000 anwendbar ist, haben die 8tudien des Asso- 
ziationsverhaltens am Farbstoff All-4-Kupfer-PhthMoeyanin-tetrasulfon- 
sautes Natr ium in verdiirmter L5sung (mit oder ohne SMzzusatz) gezeigt la. 

s Die ers~en Molekulargewiehtsbestimmungen an gelSsten Proteinen mit- 
tels der Absolutintensit~t sind die an e2-Globulin (O. Kratky und W. Kre~tz, 
Z. Elektroehem. 64, 880 (1960]) und am Edestin (J. C. Cleeman und O. Kratky, 
Z. Naturforseh. 15 b, 525 [1960]). Die erste Messung wurde mit einem 
photographisehen Verfahren durehgefiihrt, bei der zweiten hat bereits das 
Rotatorverfahren Anwendung gefunclen. Sparer haber~ aueh Luzzati et M. 
Absolut, messungen, und zwar unter Verwendung eines Filtersehw/iehungs- 
verfahrens, durehgeffihrt, und zwar am Lysozym (V. Luzzati, H. Witz und 
A. Nicolaie]], J. I~{olee. Biol. 3, 367 [1961]) und am Rinderserumalbumin 
(V. Luzzati, H. Witz und A. NicolaieJ], J. Melee. Biol. 3, 379 [1961]). 

9 H. Holasek, O. Kratlcy, P. Mittvlbach und H. Wawra, J. Melee. Biol., 
in Druek; Bioehim. Biophys. Acre, in Druek. 

lo _F. A. Anderer, R. Lo und O. Kratky, in Vorbereitung. 
m H. J. Bielig, O. Kratky, S. Steiner und H. Wawra, Mh. Chem. 94, 989 

(1963) (Dezemberheft). 
12 O. Kratl~y, I.  Pilz, P. J. Schcnitz und R. Oberdor]er, Z. Naturforseh. 

18b, 180 (1963). 
is O. Kratlcy, P. Mittelbach, H. Wawra und P.J .  Schmitz, in Vorbereiturtg. 
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Die ersten Bestimmungen der Masse pro Lgngeneinheit sind an 
Cdluloseni~ratlSsungen im l~ahmen einer gesamten Kleinwinkelanalyse 

�9 durehgeffihrt worden 14. An DesoxyribonuMeinsgure ergaben die Absolnt- 
messungen eine mit dem Criclc--Watson-ModeI1 fibereinstimmende Masse 
pro Lgngeneinheit is. Bei der Bildung einer Komplexverbindung mi~ 
Aetinomycin kann aus der mittels der Absolutintensit/~t gemessenen 
Massenzunahme pro Lgngeneinhei~ das Molverhgltnis der beiden Pargner 
festgestellt werden is. 

Bei mieellaren Systemen lieB sieh naeh entspreehender Aufloekerung 
die Masse pro Lgngeneinheit der s~gbehmffSrmigen fibermolekularen 
Teitchen ermitteln, wie Messungen an regenerierter Cellulose 17 gezeig~ 
haben. Aueh der Absolu~wert der Invariante wurde in diesem Fall (Ceil- 
wmse dutch Messungen bis zu Streuwinkeln yon 35", Brag#sehen Werten 
von etwa 9000 A entsprechend) bestimmt und zur Ermigtlung des ,,Clus~er- 
anteils" verwertet. Aus der Invariante im absoluten Mag yon Poly- 
gthylen is wurde der kristalline und amorphe Anteil bereehnet. 

1r Mit dem photographischen Verfahren: O. Kcatky und H. Sembach, 
Makremol. Chem. 18/19, 463 (1956); O. Krat]cy und R. Breiner, Makromol. 
Chem. 25, 134 (i958); mit dem l~otaterverfahren: S. Hei~.e, O. Kra&y, 
G. Pored und P. J. Schmitz, M~kromol. Chem. 44/46, 682 (t961). 

25 R. Lo, Dissertation Graz, Jgnner 1962. Diese Messungen erstrecken 
sich bis zu besonders kleinen Konzentrationen (0,1%). Als diese Unter- 
suchung berei~s abgeschlossen war, erschien die Arbeit yon V. Luzzati, 
A. Nicolaie]/und F. 2/fason, J. Molec. Biol. 3, 185 (1961), worin ebenfalls iiber 
Absolutmessungen mitte]s der Filterschwfiehungsmethode an der gleiehen 
Substanz berichtet~ wird. 

16 O. Krattcy, W. MiiUer und H. Wawra, in Vorbereitung. 
17 O. Krats und G. 2Vfiholic, Mh. Chem. 94, 15l (1963); J, Polymer. Sci., 

C2, 449 (i963). 
Is O. Krat]cy und K. SchwarzIcop/.Schier, Mh. Chem. 94, 714 (I963). 
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