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Structural Viscosity of Dilute Solutions of Biopolymers

The importance of the rheological behaviour of solutions of
macromolecules is briefly evaluated. The viscosity of the
solutions depends on concentration, shear rate and time of shear,
this relation being determined by the structure of the dissolved
molecules. In dilute solutions shear dependence of viscosity is
very frequently caused by the preferential orientation of
anisotropic molecules. In such a case the particle dimensions
can be caleculated from the true limiting viscosity number, an
anisotropy factor, the rotational diffusion constant and the
effective particle density. These numbers can be derived from
the flow curve, which has been extrapolated to zero concentra-
tion. It is necessary to measure the flow curve at shear gradients,
which are sufficiently low to allow for an extrapolation to
vanishing shear rate. By comparing the experimental flow curve
with a choice of theoretical ones, the rotational diffusion
constant and the anisotropy factor (axial ratio) can be found.
From the limiting viscosity number and the axial ratio, the
particle density can be calculated.

Einleitung

Makromolekiile spielen in der Biologie eine Hauptrolle. Sie bauen
die Gewebe auf, sie speichern die Bau- und Arbeitspline, sie transpor-
tieren Rohmaterialien und Stoffwechselprodukte und sie speichern
Energie. Fiir den Organismus sind sie Baustoff, Werkzeug, Daten-
bank und Energiequelle. Drei Eigenschaften, die nur Makromolekiile
besitzen, haben ihnen diese Bedeutung verliehen. Erstens ihre GrofSe,
die sie als Strukturbildner qualifiziert, zweitens jhre ungeheure Mannig-

* Neue Anschrift: Institut fiir Physikalische Chemie der Universitét
Graz.
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faltigkeit der Funktionalitdt, wodurch sie zu Informationstrigern
und zu molekularen Werkzeugen werden kénnen, und drittens ihr
geringer osmotischer Druck in Losung, der den Organismus vor dem
osmotischen Kollaps bewahren kann.

Auf der Passivseite stebt ein wesentlicher Nachteil dieser groB-
volumigen Teilchen: sie kénnen nicht problemlos in Lésung transpor-
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Abb. 1. Ubersicht iiber Nicht-Newtonsches FlieBverhalten von Lésungen

tiert werden. Auf kurze Strecken bewegen sich die Molekiile in der
weitestgehend rubenden Zellfliissigkeit bzw. in der interstitialen Fliis-
sigkeit durch Diffusion. Diese langsame Diffusion der voluminésen
Gebilde ist, biologisch betrachtet, allerdings sogar ein Vorteil, weil
dadurch die anschlieBenden Reaktionen leichter reversibel, also mit
optimaler Energieausnutzung, gefithrt werden konnen.

Beim Umpumpen der gesamten Losungen macht sich dagegen die
Viskositdtserh6hung durch die geldsten Makromolekiile storend be-
merkbar, weil durch sie Energie verbraucht wird. Auf der anderen
Seite ist die Viskositétserh6hung auch mitunter erwiinscht, z. B. an
manchen Stellen des Blutkreislaufes, wo durch Erniedrigung der
Reynolds-Zahl R, unter den kritischen Wert

(Re = %ﬁ < 1000_1200)

verhindert wird, da8 die Blutstromung turbulent wird.
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Strukturviskositdt makromolekularer Lésungen

Die rheologischen Eigenschaften (Viskositdt und Elastizitat) eines
Systems sind abhingig von den Variablen Zusammensetzung, Druck,
Temperatur, Deformationsgeschwindigkeit (Scherrate) und Deforma-
tionsdauer. Die Anderung der Viskositit mit Scherrate D und Scher-
dauer ¢ wird mit eigenen Namen bezeichnet, die in folgendem Schema
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Abb. 2. Strukturrheologische Vorstellungen zur Erklirung
der Scherabhdngigkeit der Viskositét

(Abb. 1} zusammengestellt sind. Wahrend die Viskositdt von Lésungen
niedermolekularer Verbindungen im allgemeinen nicht von der Scher-
rate und der Scherdauer abhingig ist (Newtonsches FlieBverhalten),
konnen in Losungen von Makromolekiilen FlieBeigenschaften der oben
gezeigten Art auftreten. Durch das FlieBen kénnen die gelosten Mole-
kiile ausgerichtet oder deformiert, mitunter sogar zerstort werden,
gleichzeitig konnen in der Lésung Uberstrukturen ab- oder auch auf-
gebaut werden.

Abb. 2 zeigt die haufigsten Griinde fiir eine Viskosititséinderung.
Vorzugsorientierung anisotroper Teilchen fithrt zu einer Viskositits-
erniedrigung der Lésung. Dieser Mechanismus ist vorwiegend fiir die
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Strukturviskositit verdimnter Losungen verantwortlich. Knauelmole-
kiile konnen durch Scherung teilweise entknéuelt werden. Das fithrt
eigentlich zu einer Viskositdtserhéhung, die aber meist durch eine
parallelgehende Vorzugsorientierung kompensiert wird. Sehr grofle
Molekiile konnen durch starke Scherkrifte echt gespalten werden;
€in solcher Abbau fithrt zu einer irreversiblen Erniedrigung der Viskosi-
tét. In konzentrierten Ldsungen groBvolumiger Teilchen ist die Viskosi-
tét besonders grof3, Deformation und Vorzugsorientierung der Molekiile
fiibrt in einem solchen Fall zu stark strukturviskosen Eigenschaften
der Losung. Wird eine Netzwerklosung — ein sehr hdufiger Losungstyp
in konzentrierten Polymersystemen — geschert, kommt es zur Zer-
storung des Netzwerks und damit ebenfalls zu einem Abfall der Viskosi-
tat. Umstrukturierungsvorgénge im Verlaufe der Scherung kénnen
aber auch zur Bildung von sehr sperrigen Gebilden in der Losung fithren
und damit die Viskositdt erhéhen.

Betrachtet man diese Mechanismen, siecht man unmittelbar, dafb
sich am Beginn der Scherung die Viskositét in allen diesen Fillen &ndern
muB; manchmal stellt sich sehr schnell ein FlieBgleichgewicht ein,
manchmal wird iiberhaupt nie ein FlieBgleichgewicht erreicht. s
hingt von der KEinstellgeschwindigkeit des FlieBgleichgewichts ab,
ob die Zeitabhangigkeit wahrend einer Messung in Erscheinung tritt
oder nicht.

Um eine Substanz gut strukturrheologisch charakterisieren zu
konnen, sollte man deren Viskositdt im gesamten Bereich von Scher-
bedingungen, in dem sich diese &dndert, messen. Aullerdem miissen
sowohl Konzentrations- als auch Zeitabhingigkeit beriicksichtigt
werden. Dies ist allerdings eine Maximalforderung. In der Praxis muf
man sich oft mit einer stark redundanten Informationsmenge be-
gniigen. Einerseits gibt es nur wenige kommerzielle Viskosimeter, die
auch in den ExtremmeBbereichen (sehr groBe oder sehr kleine Scher-
raten oder bei schnellen zeitlichen Verinderungen) geniigend genau
arbeiten. Andererseits hat man oft nur eine sehr kleine Probenmenge
zur Verfiigung (besonders von biologischen Priparaten), wodurch
eine umfassende rheologische Untersuchung mit herkémmlichen Ge-
raten unmoglich gemacht wird.

In dieser Arbeit soll lediglich auf die Scherabhingigkeit der Vis-
kositdt verdiinnter Losungen eingegangen werden. Die Konzentrations-
abhiingigkeit wird nicht betrachtet, sondern es werden jeweils nur
auf verschwindende XKonzentration extrapolierte, reduzierte Grofien
verwendet, die das Geldste in unendlich verdimntem Zustand charak-
terisieren. Auch auf die Zeitabhingigkeit wird nicht eingegangen;
die Viskosititswerte sind konstante Gleichgewichtswerte, die sich
beim Erreichen des FlieBgleichgewichts einstellen.
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Bestimmung der ,echten Grenzviskositdtszahl [n]p"

Die wichtigste Kenngréle zur rheologischen Charakterisierung
einer verdiinnten, kolloidalen Lésung ist die Grenzviskositétszahl
{GVZ, Symbol: [1]o). Man versteht darunter die auf verschwindende

SIrvkrurviskossisr
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Abb. 3. Abfall der Grenzviskositdtszahl mit der Scherrate (nach Scheraga?)

le =[q] ¢; o« =D- Dgl; ¢: Teilehendichte, Dpg:
Rotationsdiffusionskonstante

Konzentration und Scherrate (Symbol: D) Null extrapolierte, redu-
zierte Viskositit;

[(mlo = lim nreq Nsp

>0 Tired = ——

D0 ¢
Die GVZ ist eine Funktion der Dichte und der Anisotropie der
gelosten Teilchen. Kennt man die Teilchendichte, kann man einen
Anisotropiefaktor berechnen. Wenn man weifl, welche Form die Teil-
chen haben, 146t sich auch ihre GroBe bzw. ihre Masse aus der GVZ

gewinnen.

Die genaue Bestimmung von [y]p erfordert eine Extrapolation
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auf verschwindende Scherrate (D = 0). Das ist nicht immer leicht
moglich, denn die Viskositit ist eine komplizierte Funktion der Scher-
rate, die nur fir sehr kleine Scherraten linearisierbar ist. Abb. 3 zeigt
den Abfall der Grenzviskosititszahl von prolaten Ellipsoiden nach
Scheraga® bei Erhéhung der Scherrate. Aufgetragen ist hier die dimen-
sionslose Volumen-GVZ [7n]; = [1] - p gegen den gleichfalls dimensions-
losen Scherparameter « = D/Dp (Dgr = Rotationsdiffusionskonstante).
,,p bezeichnet das Verhaltnis der Polachse a zur Aquatorachse b der
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Abb. 4. kp als Funkfion der Anisotropie bei prolaten Rotationsellipsoiden
(] = [nlo (1 + kp o?)

Teilchen. Bei kleinen Scherraten sinkt die Viskositétszahl nach einer
quadratischen Gleichung:

2
(1= [lo + [nle kp 22 = [nlo (1 + kb }%5) (1)

Kuhn® hat fiir stark anisotrope Teilchen (p-— oc) den Wert
kp = — 0,034 angegeben. Dieser Wert stimmt jedoch nicht mit den
neueren Rechnungen von Scheragal iiberein. Aus den von Scheraga
angegebenen Tabellen lift sich der in Abb.4 gezeigte Verlauf von
kp = f {p) fiir Rotationsellipsoide errechnen. kp nihert sich fiir stark
anisotrope Teilchen dem Wert kp = — 0,017. Um nach der Formel (1)
extrapolieren zu kénnen, ist es erforderlich, bis zu sehr kleinen Werten
von o zu messen (wombglich bis « < 1). Bei den meisten kompakten
und unstrukturierten Makromolekiilen liegen die Werte von Dy in
der GroBenordnung 103 bis 104 571, so daB hier eine Messung bei einer
Scherrate von 108 s~1 noch einem ziemlich niedrigen o-Wert ent-
spricht. Anders liegt dieses Problem bei stark anisotropen und hoch-
strukturierten Teilchen, die, wie z. B. DNA-Molekiile, sehr viel niedrigere
Rotationsdiffusionskonstanten haben kénnen (10-2 << D <C 102 s71).
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In einem solchen Fall muf} der Viskositatsverlauf bis zu entsprechend
kleinen Scherraten verfolgt werden, was mit vielen herkémmlichen
Viskosimetern nicht moglich ist. Fir diesen Zweck wurden spezielle
Viskosimeter vorgeschlagen, wie das Schwimm-Rotationsviskosimeter
mit magnetischem Antrieb von Zimm und Crothers?, die mit besonderen
Einrichtungen zur Variation der Scherrate versehen wurden? Be-
sonders genaue Absolutmessungen kénnen mit einem kiirzlich beschrie-
benen Niederdruck-Kapillarviskosimeter gemacht werden?®.

Bestimmung der Rotationsdiffusionskonstante und des
Anisotropiefaktors aus der FlieBkurve

Da der Faktor kp in Formel (1) eine Funktion des Anisotropie-
faktors ist, kann man nicht direkt aus einer Auftragung » vs. D2 die
Rotationsdiffusionskonstante gewinnen. Kennt man aber die ganze
FlieBkurve oder mindestens einen groflen Teil, hat man einen groBeren
Informationsinhalt zur Verfiigung. Durch Vergleich der gemessenen
FlieBkurven mit theoretischen Modellfunktionen kann man dann so-
wohl die Anisotropie als auch die Rotationsdiffusionskonstante er-
mitteln.

Wie ein solcher Kurvenvergleich im Prinzip gemacht werden kann,
soll an einigen Beispielen gezeigt werden., Als Vergleichsfunktionen
werden normierte FlieBkurven

(1 vs. lg «

[T;}o

verwendet. In Abb. 5 sind solche FlieBkurven fiir prolate Ellipsoide
abgestufter Exzentrizitét dargestellt (nach Berechnungen von Sche-
raga'). Rotationsellipsoide sind fiir viele Teilchensorten als Aquivalent-
modelle brauchbar. Die gemessene FlieBkurve wird im selben Maf-
stab in der Form [v]s/[v]o vs. lg D aufgetragen und durch Horizontal-
verschiebung mit einer passenden Modellkurve zur Deckung gebracht.
Deckung ist nur mit einer Kurve der gesuchten Exzentrizitit p zu er-
reichen. Aus der Horizontalverschiebung der MaBstébe D der gemes-
senen und o der berechneten Kurve 1Bt sich die Rotationsdiffusions-
konstante Dy ablesen.
Da gilt Ig Dp =1g D —lg a, folgt fir « = 1

lg D =g D.

Der Abszissenwert 1 des «-MaBstabs zeigt also auf dern D-MaBstab
direkt den Wert der Rotationsdiffusionskonstante an. Voraussetzung

Monatshefte {iir Chemie, Bd. 105/4 50
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fiir die Anwendbarkeit dieses Verfahrens ist natiirlich, daB die echte
GVZ vorher durch lineare Extrapolation einwandfrei ermittelt werden
konnte.

Strukturviskositer profater Fllpsorde

1 w
g{w - ’
5
&g
t w
20
700
B 500
V] L I S N I I ) | N I N U I | 1 O |
70
A:a
e

Abb. 5. Berechnete FlieBkurven von Modell-Kérpern (prolate Ellipsoide)
nach Scheraga'. Normierte Darstellung
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Abb. 6. Teil einer FlieBkurve von Cellulosetrinitrat in Aceton (25 °C),
gemessen mit einem Miniatur-Fallkugelviskosimeter ¢

Man sollte sich auch dariiber im klaren sein, daB3 die Methode nur an-
wendbar ist, wenn eine theoretische Annahme zutrifft, die bisher still-
schweigend gemacht wurde: die theoretischen Kurven stellen die Abnahme
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der relativen Volumen-G@V-Zahlen dar, wahrend die experimentellen Kurven
die Anderung der auf die Massenkonzentration bezogenen GVZ wieder-
gibt. Diese Funktionen sind nur vergleichbar, wenn sich die Teilchendichte
mit der Scherrate nicht dndert.

Die Methode des Kurvenvergleichs ist um so genauer, je vollstin-
diger der Verlauf der FlieBkurve bekannt ist. Fiir eine erste Orientie-
rung geniigh oft auch ein kleinerer Ausschnitt. Abb. 6 zeigt den Beginn
einer FlieBkurve von Cellulosetrinitrat (OTN) in Aceton bei 25 °C.
Die konventionelle GVZ, []cony, wurde zu 600 cm3 g-1 und die echte
GVZ, [1]e, zu 855 bestimmt. Es ergibt sich fiir diese Probe ein Aniso-
tropiefaktor von » &~ 10 und eine Rotationsdiffusionskonstante von
Dy = 521,

Bestimmung der Teilchendichte

Ein schwieriges Problem der Rheologie verdiinnter Losungen bietet
die Frage, welche Teilchendichte, deren Kenntnis fir die Ermittlung
der Volumen-GVZ erforderlich ist, man fiir die Berechnungen verwen-
den soll. Unter Teilchendichte p, versteht man in diesem Zusammen-
hang die Teilchenmasse, bezogen auf das immobilisierte Volumen.
Letzteres setzt sich zusammen aus Trockenvolumen, Volumen des
Quellungsmittels und Volumen des immobilisierten Losungsmittels.
Es gibt keine theoretische Moglichkeit, die rheologisch wirksame Teil-
chendichte zu erfassen, noch kennt man eine nichtrheologische MeB-
methode, mit der man diese wichtige Grofle messen kénnte.

Kennt man jedoch die Anisotropie des Teilchens und die echte
GV Z, kann man nach der Formel

[le.0 = [no - v

os berechnen. [7]y,0 kann man Tabellen entnehmen. Fir prolate
Ellipsoide verwenden wir wieder die von Scheraga berechneten Werte.
Um zwischen den tabellierten Werten interpolieren zu koénnen, wurde
[]es0 als Funktion des Achsenverhidltnisses p aufgetragen (Abb. 7).

So ist fiir prolate Rotationsellipsoide mit einem Achsenverhaltnis
von p = 10, wie es fiir die oben erwidhnte C7TN-Probe festgestellt wurde,
[%]e,0 = 13,63. Es ergibt sich in diesem Fall ein p, von 1,6 - 10-2 g cm~3.

Als weiteres Beispiel sollen zwei DNA-Proben dienen, deren FlieB-
kurven in Abb. 8 wiedergegeben werden (gemessen von R. Gruber?).
Beide Proben sind in 0,05m-NaCl gel6st. Hs handelt sich um zwei
verschiedene Chargen eines kommerziellen Priparats einer Lachs-
sperma-DNA (Fa. Calbiochem). Die Proben unterschieden sich betracht-
lich in ihrem rheologischen Verhalten, dessen Kenngréfien in Tab. 1
zusammengestellt sind. Obwohl beide Substanzen das fiir native DNA

50*
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typische UV-Spektrum zeigten, enthiillt die Viskositdtsmessung, daB
die Tertisrstruktur der Probe-DNA-1 stark geschidigt ist. Eine ge-
streckte Doppelhelix miiite ein wesentlich groBeres Achsenverhaltnis

7 L L itipnt I L {1r1auld kS N 30 5 3%
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s

Abb. 7. Volumengrenzviskosititszahl [7], ¢ von prolaten Ellipsoiden
als Funktion des Achsenverhéltnisses (nach Scheragat)
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Abb. 8. FlieBkurven zweier Proben von Lachssperma-DNA in 0,5m-NaCl

(Calbiochem). Probe-DNA-1 hat eine niedrigere G'VZ, geringeres Achsen-

verhaltnis p und eine kleinere Rotationsdiffusionskonstante Dg, was auf
laterale Assoziation hinweist

als p = 3,5 aufweisen. Eine gedrungenere Teilchengestalt kann durch
Knicke und Kniuelbereiche oder durch laterale Assoziation zustande
kommen. Die besonders niedrige Rotationsdiffusionskonstante deutet
darauf hin, daB die Teilchen sehr grof} sind, dal} es sich also durchaus
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um Assoziate handeln kann. Damit steht auch die niedrige Teilchen-
dichte im Einklang, die durch eine griBere Menge von immobilisiertem
Losungsmittel zustande kommt.

Die Molekiile der DNA-2 dagegen zeigen die typische, stark ge-
streckte Form (p = 20) und einen Wert der Rotationsdiffusionskon-
stanten, der in derselben GréSenordnung liegt wie Dp-Werte, die fiir
hochmolekulare DNA mit Hilfe der Strémungsdoppelbrechung be-
stimmt wurden8. Wir kénnen also annehmen, daf8 wir hier eine intakte,
leicht gebogene Doppelhelix vorliegen haben, etwa in Form einer

Tabelle 1. Rheologische Kenngrofien zweier Lachssperma-DN A-Proben
(Calbiochem }, gelost in 0,05m-NaCl-Lisung

DNA-1 DNA-2
[Meony  (cm3g™) 1405 1720
[l (cm? g—1) 2040 5020
P 3,5 20
Dp (s~1) 0.6 12
[ng.0 4,22 38,53
P (g cm—3) 2,07 - 10-3 7,69 - 10-3

Superhelix. Die Dichte einer gleichmiBig gekriimmten Superhelix
ist eine Funktion des Achsenverhiltnisses des sie umhiillenden Ellipsoids
und der Helixlinge L. Sie kann niherungsweise durch folgende Formel
angegeben werden?®:

p? .
Pr="pogd 3 2)

{(po: Dichte der gestreckten Helix, ¢: Helixquerschnitt, p: Achsen-
verhaltnis, a: Lingsachse.)

po und ¢ kann man aus den bekannten Crick— Watson-Modellen
berechnen, so dafl sich nach (2) die Gesamtteilchenlinge ergibt. Fiir
DNA-2 errechnet sich o = 5,56 103 A, b = 278 A. Die gestreckte
Lange der Doppelhelix ergibt sich zu

L=2]/n2b2 + a2,

in unserem Fall: L = 1,13-10¢A. SchlieBlich fithrt das zu einem
Molekulargewicht von M = 1,8 - 107.

Im allgemeinen Fall kennt man den Zusammenhang zwischen
Achsenverhiltnis und Dichte nicht. Hier kann man einen zweiten
Weg gehen und nach Rechnungen von Perrin® die Teilchendimen-
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sionen aus der Rotationsdiffusionskonstante berechnen. Perrin gab
fiir lange prolate Rotationsellipsoide die Formel:

3 kT

= (2In2p —
R 16nv]sa3( n2p —1)

an.

Es gibt noch eine Reihe weiterer Moglichkeiten, die MeBdaten zu
kombinieren, um die Dimensionen der Teilchen zu erhalten. Alle diese
Methoden machen aber bestimmte Annahmen, deren Berechtigung
durch eine andersartige unabhéngige Messung iiberpriift werden solite.
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