
Die Svedbergsche Ultrazentrifuge, 
Forschungsinstrument her maksomolekularen Chemie 

Von Prof. Dr. (i M E  Y E R H O F F  

lnstituf fur  physikalische Chemie der Universitut M a i m  

Die von Svedberg entwickelte Ultrazentrifuge gestat te t  es, Substanzen rnit Molekulargewichten von 
M = 3 x l o 2  bis 3 x l o8  zu untersuchen. Die GroOe des Molekulargewichtes 1aOt sich aus Sedirnenta- 
tionsrnessungen in Verbindung rnit Diffusionsmessungen, z.T. abe r  auch rnit d e r  Ultrazentrifuge allein, 
bestirnrnen. AuOerdern konnen aus einem Gernisch weniger rnonornolekularer Substanzen die Anteile 
de r  Einzel kornponenten und bei einer polyrnolekularen Substanz ihre Molekulorgewichtsverteilung 
ermittelt  werden. Auch GroOen, die ein MaO fur die Wechselwirkung zwischen Polymeren und Losungs- 
mittel liefern, wie d e r  zweite osrnotische Virialkoeffizient und die raumlichen Abrnessungen d e r  ge- 

losten Molekule, lassen sich erfassen. 

Diese Arbeit sol1 einen uberblick uber die methodischen 
und theoretischen Grundlagen der Ultrazentrifugentechnik 
geben und insbesondere auf die in den letzten Jahreii er- 
zielten Fortschritte in Theorie und Technik sowie die heute 
zur Diskussion stehenden Probleme eingehen. Hinsichtlich 
spezieller Ein~elhei ten sei auf ausfuhrlichere Darstellun- 
genl-6) verwiesen. 

1. Historischer Uberblick 

Zu Anfang der zwanziger Jahre versuchte Thc Suedberg 
(geboren a m  30. August 1874 in Harnas unweit Uppsala, 
1909 Ordinarius fur physikalische Chemie, 1926 Nobel- 
preistrager) *), erstmals eine Zentrifuge nicht in herkonim- 
licher Weise als praparatives Hilfsmittel zu verwenden, 
oondern den S e d i m e n t a t i o n s v o r g a n g  selbst zu be- 
sbachten. Nach einer von Suedberg aufgestellten Gleichung 
sollte es moglich sein, aus der Sedimentationsgeschwindig- 
keit GroBe und Gestalt der gelosten oder suspendierten 
Teilchen Z L I  bestinmen. 

Suedberg und seine Mitarbeiter begannen ihre Versuche 
mit  einer kleinen Zentrifuge von 150-facher Erdbeschleu- 
nigung, in der sie das Verhalten von Gold-Sol untersuchten. 
Als Bedingungen fur eine konvektionsfreie Sedimentation 
fanden sie, daR die MeRzelle Sektorform besitzen und daR 
bei konstanter Temperatur und vibrationsfreiem Lauf zen- 
trifugiert werden muR. 

Schon rnit dem nachsten Zentrifugenmodell, das eine 
5000-fache Erdbeschleunigung erreichte, konnten aus dem 
Sedirnentationsgleichgewicht Molekulargewichte von Pro- 
teinen bestimmt werden, die man bis dahiii nur abschatzen 
konnte. Diesen Zentrifugentyp, der zur Messung von Se- 
dimentationsgleichgewichten diente und der iiber ein Ge- 
triebe angetrieben wurde, vervollkommnete Suedberg, bis 
sich bei einem mittleren Abstand des MeRraumes von der 
Rotationsachse von 52 mni eine 19000-fache Erdbeschleu- 
nigung ergab. 

Daneben wurde ein anderer Zentrifugentyp tur  wesent- 
lich hohere Beschleunigungen entwickelt, die eigentliche 
U l t r a z e n t r i f u g e .  Bei dieser sind die Zentrifugalfelder so 
groB, daR sogar sehr kleine Teilchen aussedimentiert werden 
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(bis zu M<1000). Zum Erreichen der erforderlichen hohen 
Rotor-Umdrehungszahlen ging Svedberg vom mechanischen 
zum hydraulischen Antrieb uber und erreichte Zentrifugal- 
felder von 156000 g, 200000 g, 265000 g und schlieRlich 
bei einem Radius von 32,5 mm sogar 750000 g. Noch hohere 
Beschleunigungen konnten erzielt werden ; jedoch m u 6  man 
dann den Radius sehr klein wahlen, wobei die MeRgenauig- 
keit zu gering wird. Als a m  gunstigsten hat  sich ein effek- 
tiver Radius von 65 mm erwiesen, der bei Drehzahlen von 
60000 U/min Beschleunigungen von 240000 g ergibt. Die 
meisten der heutigen Ultrazentritugen arbeiten rnit Rotoren 
von diesem effektiven Radius und zwischen 50000 und 
65000 U/min liegenden Hochstdrehzahlen. Damit lassen 
sich Molekulargewichte von M lo8 bis herab zu nieder- 
inolekularen Substanzen, wie Rohrzucker, untersuchen. 

Suedberg gelang es mit Hilfe seiner Zentrifugen, Moleku- 
largewichte von Stoffen z u  bestimmen, deren GroRe bis 
dahin nicht exakt meRbar war. Zwar konnte man bald 
auch aus dem osniotischen Druck das Molekulargewicht 
groRer Molekiile (bis zu M = lo6) ermitteln, jedoch ver- 
mag die Ultrazentrifuge wesentlich spezifiichere Aussagen 
ZLI liefern. So liegen Proteine haufig als Gemisch von 2, 3 
oder noch mehr Einheiten verschiedener Grol3e vor. Os- 
motisch erhalt man nur einen Mittelwert des Molekular- 
gewichtes, wahrend in der Ultrazentrifuge das Gemisch 
g e t  r e n n t  wird. Dem Sedimentationsdiagramm 1aRt sich 
dann entnehmen, welche Molekulargewichte auftreten und 
wie groR die Anteile der einzelnen Komponenten des Ge- 
misches sind. Auch der neuesten Methode zur Bestimmung 
hoher Molekulargewichte, dem Lichtstreuungsverfahren, 
ist die Ultrazentrifuge in dieser und mancher anderen Hin- 
sicht uberlegen. 

Das Sedimentationsgleichgewicht und die Bestimmung 
der Sedimentationsgeschwindigkeit in Verbindung rnit ge- 
trennten Diffusionsmessungen benutzte Svedberg zur Aut-  
klarung der MolekiilgroRe und -gestalt von Proteinen, En- 
zymen, Viren und spater auch von Polysacchariden und 
synthetischen Polymeren. Wenn auch besonders bei den 
zuletzt genannten fadenformigen Molekulen noch viele 
Fragen offen blieben, als sich Suedberg im Jahre 1949 eineni 
neuen Forschungsgebiet, der Atomphysik, zuwandte, so 
hat er doch auch hier auRerst befruchtend gewirkt. 

II. Ultrazentrifugen-Typen und MeOtechnik 

Die Ultrazentrifugen besitzen als wichtigstes Teil einen 
Rotor, der im Vakuum Iauft und rnit zwei oder auch mehr 
Bohrungen parallel zur Rotationsachse versehen ist. Diese 
Bohrungen nehmen die eigentlichen Meljzellen auf. Der 
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Antrieb erfolgt uber eine Achse, die aus  der Vakuumkam- 
mer herausgefuhrt wird, entweder durch Turbinen oder 
mit einein Elektroniotor. 

Konstruktion d e r  Ultrazentrifugen 

A n t r i e b  

Svcdbergl) benutzte fur  seine Ultrazentrifugen Rotoren 
rnit horizontaler Rotationsachse. An den Enden der Achse 
waren zwei kleine Turbinen angebracht, gegen die eine elek- 
trisch betriebene Olpumpe Druckol stromen lie& Hierdurch 
wurde der Rotor in Unidrehungen gesetzt und gleichzeitig 
durch das teinperierte 0 1  auf konstanten Temperaturen ge- 
halten. 

Derart konstruierte Ultrazentrifugen erfordern tiir die 
Herstellung und den Betrieb einen recht hohen Aufwand. 
Man versuchte daher bald, LuEt als Antriebsmittel zu be- 
nutzen. Beams und Pickrls7) verwandten eine Turbine, 
die mit Luft angetrieben wurde und gleichzeitig, um die 
Reibung gering z u  halten, aut  einem Luftpolster schwebte. 
h e r  eine diinne Achse war die Turbine mit dem Rotoi in 
der Vakuumkammer verbunden, der, wie bei allen neueren 
Zentrifugen, um eine v e r t i k a l e  A c h e  rotierte, Jedoch 
wurden von diesem wie von dem Ol-Typ nur  wenige 
Exemplare, zusainmen weniger als 20, hergestellt. Dagegen 
erreichte eine von Schramm*) konstruierte luftgetriebene 
Ultrazentrirugega) wegen ihrer Zuverlassigkeit und der 
verhaltnismafiig geringen Kosten fur  Anschaffung und Un-  
terhalt  eine groI3e Stiickzahl. Sie wird, inzwischen s tark 
verbestert, auch heute noch hergestellt (bisher iiber 150 
Exemplare) und weist bei einem mittleren Radius von 
65 mm eine maximale Drehzahl von 50000 U/min auf, die 
sich mit grol3er Konstanz einhalten IaRt. lhre  Leistungs- 
fahigkeit reicht f u r  die meisten Untersuchungen aus.  

In den fiinfziger Jahren entwickelte Pickelssa) eine 
elektrisch angetriebene Ultrazentrifuge, die jetzt  in iiber 
300 Laboratorien benutzt  wirdgb). Der Aufbau ist im Prin- 
zip ahnlich wie bei den luftgetriebenen Zentrifugen, nur  
daR s t a t t  der Turbine ein Elektromotor mit  Getriebe den 
Rotor uber eine dunne Welle antreibt .  Neuerdings kann 
man auch auf das Getriebe, das bei den hohen Drehzahlen 
nu r  eine begrenzte Lebensdauer hat,  verzichten. Nach- 
dem BeyerZelO) einen Protyp beschrieb, bei dem Rotor  und 
Elektroniotor gleiche Drehzahlen aufwiesen, sind jetzt  
zwei derartige getriebelose elektrische Ultrazentrifugen 
e r h a i t l i ~ h ~ ~ ~ ~ ) .  Die eine von ihnen erreicht nach Wiede- 
rnaniill) Drehzahlen bis 65000 U/min, sonst stellen 60000 
U/min bei 65 m m  Radius die Standardausfuhrung fu r  elek- 
trisch angetriebene Ultrazentrifugen dar. 

Eine elegante reibungsfreie -4ufhangung des Rotors s t amin t  von 
Beams'*) und  Mitarbb., die eiiien Rotor  rnit Stahlkern benutzen. 
Dieser R.otor kann,  durch zwei oberhalb nnd unterhalb von ihm 
angebrachte elektronisch gesteuerte Magnete zentriert, v6llig frei 
in  der Vakuumkammer rotieren. Die Reibung ist dabei verschwin- 
dend gering, sie resultiert allein aus  dem nicht vollliomrnenen Va- 
kuum. Angetrieben wird der Rotor durch pine Luft turbine,  die 
i h n  uber eine Welle i n  Bewcgnng setzt. Die Welle wird ausgekup- 
pelt, wenn die gewunschte U mdrehungszahl erreicht ist.  Die Dreh- 
zahl bleibt dann  konst,ant, sie n immt  u m  etwa lo/oo pro Tag ab.  

7 )  I .  W .  Beams u .  E.  G .  P i c k e k ,  Rev. Sci. Instruments 6, 293 [1935]. 
8, G. Schramm,  Kolloid-Z. 97, 106 [1941]; G .  Bergold, Z. Natur- 

forschnng I ,  2 [1946]. 
9 % )  E. G. Picke f s ,  Machine Design 22, 102 [ 19501; Methods i n  medic. 

Res 5 ,  107 113521. 
Ya)  Hersteller: Phywe A.G., Gottingen. 
gb) Herzteller: Beckman Instruments, Relmont Calif., USA. 
S c )  Hersteller: Escher und Wyss, Zurich. 
10) K .  Buyerl t ,  D .  Mollring u. Th.  Butcher, Chemie-1ng.-Techn. 28, 

94 [1954]. 
11) E. Wiedemann, ebenda 28. 263 [1356]. 
12) I .  W .  Beams, H .  M .  Dixon, A. Robeson u. N. Snidow,  J .  physic. 

Chem. 59, 915 [1955]. 

R o t o r e n  
Die Rotoren haben sich seit Svedbefgs ersten Modellen a m  

wenigsten geandert. Der erreichbaren Maximalbeschleu- 
nigung ist durch die Festigkeit des Rotormaterials eine 
Grenze gesetzt, die im wesentlichen vom Verhaltnis Zug- 
festigkeit ZLI Dichte bestiinnit ivird. Man erhalt daher fur  
Stahl und Duralumiriiuni etwa die gleichen Festigkeits- 
eigenschaften. Da sich bei letzterem ortlich auftretende 
hohe Spannungen durch leichtes FlieRen stark vermindern, 
verwendet man jetzt  ausschliel3lich Duraluminium-L,e- 
gierungen als Rotormatel ial, das zudem ein kleineres Trag- 
heitsmoment ergibt. 

Abb. 1 zeigt a1s Beispicl cineu heute vie1 verwendeten Rotor 
rnit zwei Bohrungen zu r  Aufnahme der MeBzellen. Rotoren rnit 
beschrankter Drehzahl besitzen auch vier oder sechs Bohrungen. 
Mit Ausnahme der olgetriebenen Rotoren erfolgt der Antrieb iiber 
eine d u n m  Welle, die infolge ihrer Elastizit&t eine Selbstbalan- 
cierung des sich drehenden Rotors erlaubt. Dies ermoglicht den fur 

Abb. 1. UltrazentrifugenrotorEa),  davor zwei MeRzellen 
(Phywe-Werkphoto) 

konvekt,ionsErrie Sedimcntation erforderlichen ruhigen Lauf. Wei- 
ter  is t  eine gute  Temperaturkonstanz notwendig. Die Anforderun- 
gen in  Bezug auf die Temperaturkonstanz sind fur  wa13rige Lo- 
sungsmittel niedriger als fur  organische Lnsungsmittel, sie steigen 
aul3erdem niit abnehmender Konzentration. Die Temperatur  laBt 
sich durch Heizen und Kiihlen der gesnmten Vakuumkammer am 
besten steuern ( M e y e r h ~ f f ~ ~ ) ) .  I m  allgemeinen erreichen die heuti- 
gen Ultrazentrifugen eine Konstanz von k 0,l "C, die in den rnei- 
s ten Fallen ausreicht. Die MeBtemperstur 1aBt sich z. B.8a)  zwi- 
schen -20 und +150 "C wahlen, so da0 therrnisch sehr empfindli- 
che P r ipa ra t e ,  wie einige EiweilJstofk, ebenso wie nu r  bei hohen 
Temperaturen Iosliche Produkte ,  z. R. Polyat,hylen, untersucht 
werden konneu. 

Zur Messung der Temperatur des Rotor. kann man einen 
in diesen eingesetzten Thermistorg ") verwenden, dessen 
Widerstandsanderung rnit der Temperatur potentiome- 
trisch gemessen wird. Der eine Kontakt  wird durch eine 
in der Mitte des Rotorbodens angebrachte Wolfram-Nadel 
gebildet, die in Quecksilber taucht.  Das Quecksilber wird 
rnit Siliconol vor dem Verdanipfen im Vakuum geschutzt. 

Ein elegantes Verfahren, das keinen direkten elektrischen 
Kontakt  mit  dem laufenden Rotor erfordert, mifit die 
Temperatur rnit einem Magnetenga). Am unteren Rotor- 
zapfen befindet sich hierbei ein permanenter ringformiger 
Magnet, der rnit einem Material temperaturveranderlicher 
Magnetisierbarkeit belegt ist. Damit wird die Feldstarke 
des Magneten temperaturabhangig.  Der umlaufende Magnet 
stellt einen Wechselspannungsgenerator dar, dessen Span- 
nung teniperaturveranderlich ist, so daI3 die Rotortempera- 
tur  durch eine einfache Spannungsmessung bestimmt wer- 
den kann. 

Jedoch durfte z. Zt.  noch ein Thermoelement, das man 
an  einer Stelle niedriger Umfangsgeschwindigkeit nahe an 
die Rotoroberflache bringt, urn dessen Temperaturstrahlung 
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zu messen, den beiden vorstehend beschriebenen MeBan- 
ordnungen an Empfindlichkeit mindestens gleichkom- 
~ n e i i ~ ~ . ~ ~ ) .  Temperaturanderungen des Rotors von 0,02 "C 
laysen sich gut teststellen und durch Erwhrmen oder Ab- 
kuhlen a m  besten der ganzen Vakuumkammer tin1 wenige 
Zehntel Grad a~ i f f angen l~ ) .  

.Me R ze  1 I e n 
Die Mehellen bestehen ails einem sektorforinigen Raum 

der oben und unten durch Qiiarz-Scheiben abgeschiossen 
ist und die Z L I  untersuchende Losung aiifnirnrnt. Die Sektor- 
form ist erforderlich, urn eine konvektionsfreie Sedimen- 
tation der gelfisten Partikel in radialer Richtuiig zu ermog- 
lichen. Dieser von Svedberg entwickelte einfache Typ wird 
auch heute nilch verwiegend verwendet. Daneben sind je- 
doch fur  zahlreiche spezielle Zweclce Sonderkonstruktionen 
getreten. 

In der Abb. 2 ist der allgemeine Aufbau einer Ultrazentrifugen- 
zelle wiedergepeben, linlts ton  oben nnch u n t e n  ein Schrnubring, 

c 3  
m 

Abb. 2. Ultrazentrifugenzelle, allgemeiner Aufbau mit 
Standardmittelstuck 

a b 

C d 

Abb. 3. Verschiedene Mittelstucke der Ultrazentrifugenmef3zellen 
a)  Standardzelle, b) Doppelsektorzelle, c) Unterschichtlingszelle, 

d )  Separierzelle 

r in  Dichtungsring, obere Quarz-Scheibe, Zellenmittelstiiek, untere 
Quarz-Scheibe usw., reclits das Zellenmantelstiick mit der Einfiill- 
offnung, die du rch  ein Sehriubchen verschlossen wird. 

Ahb. 3 zeig t verschiedene Mittelstucke, nanilieh fur eine gewnhn- 
liche Zelle, eine Doppelsektorzelle, eine Untervchiclitungszelle und 
einc Scparierzelle. 

Die Doppelsektorzelle (Abb. 3b)  benutzt man fur iutcrferome- 
trische Beobachtungsverfahren. bei denen der cine Sektor mit der 
Losong, der anders mit reinem Losungsmittel gefiillt wird. 

Setzt man eine mit der Losung gefiillte Zeile einem Zen- 
trifugalfeld aus, so beginnen sich am Meniskus Losung und 
Losungsmittel Z L I  trennen. Diesem Sedimentationsvorgang 
wirkt jedoch die Diffusion entgegen, welche die bei reiner 
Sedimentation ideal scharfe Trennungslinie verbreitert. Zu 
niedrigen Molekulargewichten gehoren niedrige Sedimen- 
tations- aber hohe Diffusionsgeschwindigkeit, wodurch die 
Beobachtbarkeit auf hohere Molekulargewichte beschrankt 
wird. 

a X 

lp4941 

Abb. 4. Schematischer Ablauf einer Sedimentation. Oben die sektor- 
formige Zelle, darunter der Konzentrationsverlauf c == f (x)  u n d  der 

Verlauf des Konzentrationsgradienten dx = f(x) 
dc 

x = 0 Rotationsachse 
x, = Fiussigkeitsmeniskus 
xi, = Zellenboden 

Die drei eingezeichneten Konzentratlons- bzw. Konzentrationsgra- 
dienten-Kurven entsprechen drei verschieden langen Sedimentations- 

zeiten, z. B. t, = 20, t, = 40, t, = 60 min 

KegeZes15) und PickeZslB) konstruierten deshalb Zellen, bei denen 
eine Grenzschieht zwisehen Losung und Losungsmittel zu Anfaug 
des Versuehs in der Zellenmitte gebildet wird. Man fiillt hierbei die 
Zelle zur Halftc mit Losung, auf die dann  aus einem in  der Zelle 
befindliehen Vnrratsbehalter Losungsmittel r inntYb).  Diese 
Aufschichtung muW sehr vorsichtig erfolgen; bei waBrigen Losun- 
gen laWt sich das Hinaufrinnen durch eine auf dem Meniskus 
schwimmrnde Paraffinol-Schicht danipfen. 

Eine nach dem Untersehichtungsprinzip arbeitende Zelle gab 
Meyerkoffl') an. Bci dieser lauft die schwerere Losung langsam un- 
ter das Losungsmittel, indem zwei zylindrisehe Vorratsbehalter 
sich autornatisch antleeren. Die Losung s t romt  dabei durch feine 
Rillen, die in das Zellenmittelstiiek eingebracht sind und von den 
Quarz-Seheiben abgeschlossen werden. Dieser Zellentyp, der als 
einzigcr die Grenzschichtbildung in der Zellenmitte fur organische 
und wal3rige Losungsmittel bei Drehzahlen his 60000 UpM er- 
laubt ,  ist in  der Abb. 3c dargestelltO8). 

Mit den Zellen, die den Sedimentationsvorgang in der 
Zellenmitte beginnen lassen, konnen Molekulargewichte 
auch von niederrnolekularen Substanzen bestimmt werden. 
So liel3en sich Molekulargewichte von Rohrzucker (M = 
3,4.10*) bis zum lnfluenza-Virus (M = 3.108) ermitteln. Der 
MeBbereich der Ultrazentrifuge urnfafit durch diese spe- 

13)  G. Meyerhoff u. V .  G. Schulz, Makromolekulare Chem. 7 ,  294 

I&) D.  F. Waugh u. D.  A. Yphantis,  Rev. Sci. lnstruments 23, 609 
[I95 I ] .  

[1952]. 

16) G. Kegeles, J .  Anier. chem. SOC. 74, 5532 [1952]. 
la) E. G. Pickels, W .  F .  Harringfon u. H .  K .  Schaehmann, Proc. nat. 

1') G .  Meyerhoff, Makromolekulare Chem. 75,  68 [1955]. 
Acad. Sci. USA 38, 943 119521. 
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ziellen Zellen mindestens 7 GroBenordnungen, ein Bereich, 
der nu r  auBerst selten von eiiier physikalischen MeBme- 
thode erreicht wird. 

Ein weiterer Zellentyp dient dazu, biologisch aktive 
Stoffe, die haufig nicht geniigend rein in fiir optische MeW- 
methoden ausreichender Meiige darstellbar sind, ZLI unter- 
suchen. I n  diesen Zellen werden zwei Schichten des MeW- 
rauines nach teilweisem Aussedimentieren mechanisch von- 
einander getrennt,  so dal3 man die Konzentration in zwei 
Zellenteilen nach dem Stillstand der Zentrifuge bestini- 
men ti n d d a mi t den Se d i men t a t i  o ns koef fi zi en t en e r mi t - 
teln kann. Die urspriingliche Form stamnit  von Tisel ius18);  
inzwischen wurden von BcyPrk lo) und Y p h ~ n f i s ~ ~ )  an- 
dere Zellentypen angegeben, von denen die letztere in 
der Abb. 2 d  dargestellt ist. I n  dieser Zelle befindet sich 
eine von Gummifedern unterstutzte Platte.  Sie liegt 
wahrend des Versuches auf dern Zellenboden. Beini Ab- 
bremsen des Rotors bewegt sie sich infolge der abneh- 
menden Zentrifugalkraft bis zur Zellenmitte. Allerdings ist 
es sehr schwierig, eine gleichnial3ige Bewegung der Platte 
einzuhalten, so dab  keine Durchmischung eintri t t .  Man 
kann den Sedimentationsraum nach Bodmann, Kranz u. 
S c h ~ l z ~ ~ )  auch durch eine Lage Filterpapier a m  Boden der 
MeDzelle unterteilen. Mi t  dieser Methodik wurden die Se- 
dinientationskonstanten z. B. von Enzymen gemessen. 

M e h e t h o d e n  

L i c h t a b s o r p t i o n  
Zur optischen Beobachtung des Konzentrationsverlau- 

fes  in der Zelle lassen sich die Absorption und die Refrak- 
tion des Lichtes verwenden. Svedberg benutzte zunachst die 
Lichtabsorption, indein man eine Kainera scharf auf die 
Ultrazentrifugenzelle einstellt und bei monochromatischem 
Licht bestimmter Wellenlange aufnimnit. Die Wellenlange 
ist so zu wahlen, da8 das Licht von der gelosten Substanz, 
nicht aber vom Liisungsmittel (einschliefilich evtl. Salze, 
Puffer) absorbiert wird. Ultraviole$tes Licht wird z. B. von 
den meisten biologischen Substanzen absorbiert. Dagegen 
konnten bisher keine geeigneten Systeme Wellenlange/Lo- 
sungsmittel/geloste Substanz bei technisch gebrauchlichen 
synthetischen Polymeren gefunden werden. 

Man erhklt auf der 1iIioto~r:il~liisclien Plat te  eine mit der Kon- 
zentration abnehniendc Srhwarzung, die durch Eicliung die Kon- 
zentration in der Zelle anzugrben erlaubt. Hieibei treteri mannig- 
fache Schwierigkeiten auf. Ua man kaum eine vollig gleichmaOige 
lntrnsitiit des in  die Zelle eiiifallenden Lichtes erreichen kann, ist 
man auf Bezugsaufnahmen heim reineu Losungsmittel angewiesen. 
Die Bezugsaufnahmen miissen iin allgemeinen zu eineni anderen 
Zeitpunltt als der Haupt.versurh gewonnen werden, so daW aus der 
zeitlich veranderlicheii Intensitat des Lichtes Fehler resultieren. 
Gerade die fiir die Ultrazentrifugc erforderlichen Lanipen holier 
Leurhtdichte haben nur cine sehr bedingt k o n s h n t e  Intensitat. 
AnBerdem ist vollig qleichmaOiges Entwickeln der Platten erfor- 
derlicli. .Jedocli rrgeben alle Konzentrationsbildner, die man aus 
den1 SchwBrzungsverlauf photometrisch gewinnt, eine mehr oder 
weiiiger ,,zittrig(:" Kurvr .  Das: Wandern der Wendepunkte auf 
dieser Kurve erlaubt dann die Berechnung des Sedimentations- 
kor,ffizienten. Es ist zu crwarten, daO das Absorptioiisverfahren 
bald auf die stark ltomplizicrentle photograpliische Anfnalime (d ie  
Schwirzung als Logarithmus tler Lichtintensitit gibt eine 8-for- 
niige Kurve )  verzichten kann. Die Photomultiplier sind inzwischen 
soweit, entwickelt, dais m a n  die Lielitintensitit dureh direkte Mes- 
sung init einer Photozclle lileiucii Querschnit.tes niessen kann. 

Da die Refraktionsmethoden prazisere Aussagen uber 
den Konzentrationsverlauf in der Zelle erlauben, wurde 
wahrend der letzten 20 Jahre die Absorptionsmethode kaum 
mehr benutzt .  Erst  in jungster Zeit wurde dieses Verfahren 
erneut angewandt,  da  e s  Messungen bei sehr niedrigen yon-  ___ 
I*) Vgl.') ,  Seite 132. 
la) D. A. Yphanf is  u .  D.  F .  Waugh, J. physic. Chem. GO. 630 119561. 
20) 0. Bodmann, D. Kranz, D. Laue u. G. V .  Scliulr, Angew. Chem. 

72, 272 [1960]; Makrornolekulare Chemie, im Druck. 

zentrationen (10-5 g/cm3 fu r  Proteine und Nucleinsauren) 
erlaubt und es nicht immer auf die Einzelheiten der Sedi- 
mentationskurve ankommt.  

Ref  r a k t i o n s t n e  t h o  d e n  
Das erste Refraktionsverfahren wurde am Suedbergschen 

lnst i tut  von Lamm21) entwickelt und als Lammsche Skalen- 
methode haufig angewandt. Hierbei wird eine gleichmaBig 
unterteilte Glas-Skala durch die Zentrifugenzelle hindurch 
photographiert. Ein vorhandener Konzentrationsgradient 
bewirkt eine ihm proportionale Verschiebung der Skalen- 
striche auf der Platte.  Ein Vergleich niit einer Bezugsauf- 
nahme durch reines Losungsmittel ergibt den Verlauf des 
Konzentrationsgradienten in der Zelle. 

Diese Refraktionsmethode wurde inzwischen weitgehend 
durch die in der Handhabung angenehrneren S c h l i e r e n -  
n i e t h o d e n  ersetzt, die von f h i l p o t z 2 )  und S v e n ~ s o n * ~ )  als 
Zylinderlinsenverfahren eingefuhrt wurden und heute als 
Standardmethoden bei den meisten Ultrazentrifugen be- 
nutzt  werden. Hierbei wird ein beleuchteter, zur Sedimen- 
tationsrichtung senkrechter Spalt  durch eine Schlierenlinse 
als paralleles Licht durch die Zentrifugenzelle gefiihrt, 
durch eine zweite Schlierenlinse auf ein Schlierendia- 
phragma fokussiert und uber ein photographisches Objek- 
tiv und eine Zylinderlinse auf die Photoplatte abgebildet. 
Hierbei entsteht eine Abbildung des Konzentrationsgra- 
dienten als Funktion des Abstandes von der Rotations- 
achse. 

Die inaximalc Holie des Gradienten auf dem Bilde liann durch 
Neigen des Diaphragmas variiert werden; sie is t  dem Tangens des 
Neigungswinkels proportional. 41s Diapliragma lassen sich gerade 
Kant,eii, Drahte oder Spalte versrhiedener Dicke verwenden, die 
an Prazision des Bildes jedoch alle durch eine sogenannte P h a -  
s e n k a n t e  iibertroffen werden. Nach Walter?') und K o s s e P j  
bringt man eine vollig durchsichtige Phasenplatte, die eine gerade 
Kaute  aufweist, in den Strahlengang. Durch die Phasenkante wird 
auf rler einen Seite der Kante  das Liclit urn eine halbe Wellenlinge 
verzogert gegenuber dem auf der anderen Seit,e der Kante vorbei- 
gehenden Licht. Hierdnrch werden von der Kante sehr scharfe 
Schatten an allen Stelleu nichtversrhwindender Konzentrations- 
gradient.en hervorgebracht. Uni auch an den Stdlcn konstanter 
Konzentration einen scharfen Schat,ten zii erhalten, ist es giinstig, 
geuau iiber die Phasenkante einen feinen Draht  zu legen (Wiede-  
1l111121126)). 

l n t e r f e r e n z v e r f a h r e n  
Wahrend man fu r  Diffusions- und Elektrophorese-Ver- 

suche schon seit einiger Zeit lnterferenzverfahren benutzt, 
finden diese fu r  die Ultrazentrifuge erst seit kurzem An- 
wendung. Zur Erzeugung von lnterferenzdiagrammen be- 
notigt man im allgemeinen monochromatisches Licht, das 
wegen seiner geringen Intensitat  zu langen Belichtungszei- 
ten fuhrt .  Da die Ultrazentrifugenzellen Sektoren von 2 his 
4 O besitzen, gelangt aul3erdem nur  der 180. bis 90. Teil des 
Lichtes bis zur registrierenden Photoplatte,  so daW Belich- 
tungszeiten von 2- 2 min erforderlich werden. 1st der Se- 
dimentationsvorgang langsam genug, um derartige Be- 
lichtungszeiten zu erlauben, so lassen sich Konzentrations- 
bilder groWer Genauigkeit gewinnen. 

Das RoyZeigh-Int,erferenzverfahr~nz;,z~ j IiiWt sich relativ leiclit 
durch eiufache Anderungen an der Schliercnoptik bei den ge- 
brduchlichen Ultrazentrifugen anwenden. Man I a B t  monochroma- 
tisrhes Licht von eiuein in  Sedimentationsrichtung liegendeu 
Schlilz d u r c h  cine Schliereulinse parallel richten und durch zwei 
feiue Spalte in  zwei Strahlen aufteilen, die durch das Losungs- 
niittel bzw. dnrch die Losung einer Zaeisektorenzelle hindurrh- 

* I )  0. Lamm in1) ,  Seite 226. 
2?)  1. St.  L. Philpot, N a t u r e  [London] 147, 283 [1938]. 
z 3 )  H .  Swensso~i, Kolloid-Z. 87. 181 119391: 90. 141 119401. 
2 4 j  H .  Wolter, Ann. Physik 7, 341 [1950].' ' . . 
2 5 )  W .  Kossel u. H .  Strohmeier-, Z. Naturforsch. 6a.  510 [1951]. 
26) E. Wiedemann. Helv. chin]. Acta 40. 2074 119571. 
*,) J .  S .  L .  Philpot U. G. H .  Cook,  Research 7,  534 [1'948]. 
28) H .  Svcnsson, Acta chem. scand. 3, 1170 [1949]; 4, 399 [1950]. 
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treten. Hinter der ZelIe li.gen zwei etwas weitere Schlitze, die 
einen moglichst kleinen Ttil des von der Zelle beschriebenen Kreis- 
bogens ausblenden. Eine zweite Schlierenlinse fokussiert das Licht 
auf die Ebene, in der bei der Schlierenmethode das Diaphragnia 
liegt. Kurz hinter dieser Ebene hefindet sich das ahhildende photo- 
graphisohe Objektiv und dahinter die Zylinderlinse in ihrer nor- 
malen Stellung (Achse in Sedimentationsrichtung). Auf der Photo- 
platte erhalt man dann eine Schar dicht nebeneinanderliegender 
Linien, von denen jede den Verlauf der Konzentration in  der Se- 
dimentationsrichtung darstellt. 

Auch das z. B. von ScheibZingzs) und A n t z ~ e i l e i - 3 ~ )  fur  Diffusion 
und Elekt,rophorese verwendete Jamin-Interferometer Ia13t sich fur  
die Ultrazentrifuge bcnutzen, wie Beams und Mitarbb.'*) zeigten. 
Diese verwenden einen Rotor, i n  den, um 90" gegen die Me5zelle 
versetzt, eine weitere Zelle mit einem feinen Schlitz eingesetzt wird. 
Der Schlitz zerhackt den Lichtstrahl und lafit das Licht nur fur  
einen sehr kleinen Teil der Rot.orumdrehung (ungefahr 0,2 " )  
durch die Zelle treten. Hierdurch wird die optische Prazision selir 
erhoht. Allerdings erscheint der optische und mechanische Aufbau 
dieses Systems sehr kompliziert. 

111. Theoretische Grundlagen 
Kinetische Beziehungen 

Zur Vereinfachung betrachten wir zunachst eine binare 
flussige Mischung, bestehend aus dem Losungsmittel ( In-  
dex 1) und der gelosten Substanz (Index 2). Das geloste 
Teilchen wandert rnit der Geschwindigkeit :: unter dem 
EinfluB der Zentrifugalbeschleunigung w2x, wobei o die 
Winkelgeschwindigkeit und x den Abstand von der Ro- 
tationsachse bedeuten. Das Verhaltnis von Geschwindig- 
keit zur GroRe des Zentrifugalfeldes liefert die Geschwindig- 
keit des Teilchens im Einheitsfeld und definiert den Sedi- 
mentationskoeffizienten S: 

Der Sedimentationskoeffizient hat die Dimension einer 
Zeit und wird in Svedberg-Einheiten ( 10-13 sec) angegeben. 

Der Sedimentation wirkt stets die Diffusion entgegen. Der sy- 
stem-spezifische Diffusionskoeffizient D ist nach den1 1. FicAschen 
Gesetz definiert durch die Stoffmenge dmD, die in der  Zeit d t  
durch eine Flache q hindurchtritt.  

D ha t  die Dimension cm*/sec und wird fu r  Flussigkeiten zweck- 

Infolge dersedimentation wird entsprechend die Stoffnienge drn, 
mallig in Fickschen Einheiten ( I  0-' cm2/sec) angegeben. 

in der Zeit d t  durch den Querschnitt q transportiert: 

oder 

Der Stofftransport a n  Gelostem betragt a130 insgesamt 

Zwischen zwei Abstanden x und x + dx nimmt die Substanz- 
menge dann in der Zeit d t  um 

bC zu. I n  der gleichen Zeit t r i t t  eine Konzentrationsanderung b~ 
im Volumen q.dx ein u m  

(3a) 

Setzt man noch q = q x  (q = Sektorwinkel der Zelle) ein, so er- 
giht sich unter Verwendung von GI. (3a)  

Falls D und S unabhangig von x sind, erhalt man GI. (4), 

(4) 

29) G. Scheibling, J.  Chim. physique Physico-Chim. b id .  47,  688 
[1950] .  

30) H .  S. Antweiler, Chemie-1ng.-Techn. 24,  284 [1952] .  

die Larnrnsche Differentialgleichung der Ultrazentrifuge. 
Sie ist unter der Voraussetzung gewonnen, daB die Rei- 
bungskrafte bei der Sedimentation und der Diffusion gleich 
groR sind und beide Koetfizienten nicht von der Konzen- 
tration abhangen. 

Therrnodynamische Beziehungen 
Das Gesamtpotential einer idealen Nichtelektrolyt-Lo- 

sung in der Ultrazentrifuge setzt sich aus dem chemischen 
Potential, 
(5 ) 

wenn pi  ein Standardpotential darstellt, und dem Ultra- 
zentrifugenpotential - zusammen. 

Nach Gibbs und Sxedberg und Pederseia') ist das Gesamtpoten- 
tial jeder Kornponente einer Losung unabhangig von der Lage im 

WZX? 

w2 xz Gravitationsfeld, also 
d(w2- - ) =  0 

Fur ein inkompressibles System ist 

Mit 3 3 -  RT 
ac2 MZCZ 

zifinches Volumen) und d p  = w2x/p, worin p die Dichte der Lb- 
sung ist. dX 

folgt 

(7)  

Beschranken wir uns nicht auf ideale Losungen, so ist st.att 
RT GI. (51 zu schreiheu 

w z  = ir; + - 111 Y2C2 
(5a) M z  

(y,  = Aktivitatskoeffizient) 

Fiir Elektrolyte t,ritt noch das Glied 

hinzu. Hierin sind z 2  = Valenz des Ions, E = Zahl der Elementar- 
ladungen je Mol, CD = elektrostatisches Potential. 

Mit GI. (5a) folgt fiir tiichtideale Losungen von Nicht- 

Will man s t a t t  des Aktivitatskoeffizienten init den hau- 
fig zweckmaBigeren Virialkoeffizienten des osmotischen 
Druckes p rechnen 

(8) 

so ist fur  In y2 zu schreiben 

. . .  ' RT 
M, 

p 2 =  -- c,+ B c ~ + C C ~ +  . . .  

Svedberg-Gleichung 
Die kinetischen und thermodynamischen Gleichungen 

lassen sich kombinieren. Berechnet man aus GI. (7) 2 
und + und setzt in GI. (4) ein, so findet man fur den Fall 
des Gleichgewichtes (z = 0) die Gleichung von Svtdberg 

3% 

,bc 

die fur eine ideale binare Losung strenge Gultigkeit besitzt. 
Fur  reale Losungen gilt die von Schulzsl)  gefundene fun- 
damentale Beziehung. 

Auch hierin ist die Annahme enthalten, da13 die Reibung f bei 

Schreiht man G1. (9a)  in der Form32) 
Sedimentation und Diffusion gleich groa ist.  
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so e rh f l t  man eine den bei der Liehtstreuung und beim osmotischen 
Druck geltendeu Bcziehungen analoge Form. Bei der Licht- 
streuung ist nacli Dehoe 

(10) 

wenn H w r s c h i c d e n p  Kons ta i i ten  zusammcnfafit. r bedeutet die I n -  
t.ensit,it der  Strrustrahlung und P (9) erfaDt dic Abhangigkeit der  
Streuun: vnin Beobsclitunpswiiikel 4. Fiir den osrnotischen Druck 
gilt G I .  ( 8 ) .  

Man wendet GI. (9) im allgenieinen so an,  daR man die 
Sedimentations- und Diffusionskoeffizienten bei verschie- 
denen Konzentrationen mil3t und nach c, = 0 extrapoliert, 
u m  S; und Di zu erhalten. Bei Verwendung der GI. (9a) 
oder (9b) erhalt man aus den bei gleichen c,-Werten ge- 
messenen S, und D, neben dem Molekulargewicht gleich- 
zeitig die Virialkoetfizienten. 

Wahrend GI. (9) die Sedimentationsgeschwindigkeit als 
Grundlage zur Molekulargewichtsbestimmung verwendet, 
benutzt eine andere Beziehung das nach Iangerem Zentri- 
fugieren bei geeigneter Drehzahl sich einstellende Gleich- 
gewicht zwischen Sedimentation und Diffusion. In diesem 
Fall ist nach G1. (2a) und (2b) in jedem Abstand x von der 

RT = y ~ -  f 2 Bc, f 3Cci  Hc., . 
P(S)M, 

Rotationsachse 
( 1 1 )  '3X 

c z . S z  w2x = D Z b C 2  

Einsetzen in  GI. (9) oder (9b) IieFert die Grundgleichungen 
fur eine ideale Losung 

RT d In c z  M = -  
(12) ( I - v , ~ )  o>'xdx 

bzw. eine nichtideale Losung31) 
d x  RT blnc, (I-v21p) DPX = ~ -1 2 Bc, + 3 Cci + . . . 

M2 

wobei man in praxi den Ausdruck dxl durch x..2Tz 
ersetzt und c, an zwei benachbarten Abstanden x' und x" 
ermittelt. 

Bei einer Substanz von hohem Molekulargewicht ist der 
Diffusionskoeffizient niedrig; es kann dann sehr lange 
dauern, bis sich das Sedimentationsgleichgewicht ausge- 
bildet hat. A ~ c h i b a l d ~ ~ )  konnte zeigen, daR sich auch der 
Ubergangszustand von der homogenen zur Gleichgewichts- 
verteilung der Konzentration in der Zelle zur Ermitt lung 
von s K  und damit M, verwenden lal3t. 

GI. (1 1 ) mu13 zu jeder Zeit fiir den Zellenboden (b) und den 
Fliissigkeitsmeniskus (m) gelten, also 

(12a) 

2 i n  
d In c c; 

D, 

dc s. = - .  1 (dX),_ 1 [Elb 
(13) D, W Z  X m C m  0' Xb' Cb 

des osmotischen Druckcs uud  der kolligativen Eiqenschaften, den 
Gewicbtsdurchsrhnitt z. B. aus der Lichtstreuung und den z- 
Durchschnitt mit  Hilfe der Gleichgewichts-Ultrazentrifuge. Besitzt 
jedes i-mere den Gewichtsbruch m, bezogen auf das  Gesarntpoly- 
mere, so  wird 

-v 
m1 

i 

wofur man auch allgeniein3') sehreibcn kann 

B = 0 fur Mn 
mit p =  1 fur M, 

p = 2 fur M, 

c mi M! 

& mi M~ 8-1 

1 

(14a) MP = 

und p = 3, 4.  . . . fur  manchmal interessierende hijhere Dnrch- 
schnittswerte von 81 wie z + 1, z + 2 . . . 

Ein Mafi fur die Uneinheitlichkeit des Polymeren liefert der 
Quotient zweier Durchschnittswerte. Narh S e h u Z ~ ~ ~ )  ist die Un- 
einheitliehkeit U durch 

U = - - I  (15) 

darstellbar. 

M, 
Mn 

Die statistische Standardabweichung o der Verteilung ist gege- 

wobei allerdings z u  bedenken ist, daW M, einen nur schwer exakt  
zu bevtininienden Durchschnittswert darstellt. 

Bei einer polymolekularen Substanz i n  einem nicht idealen 
Losungsmittel sind sowohl das  Molekulargewicht als aueh die 
Virialkoeffizienten bzw. Aktivitatskoeffizienten nu r  als Durch- 
schnittswerte zu erfassen. 

Um das Zrisammenwirken von Polymolekularitat und Nicht- 
idealitat zu betrachten, nehmen wir an ,  daB ein Polymeres aus 
n Molekulargewichtskoniponenten besteht. Es hefindet sieh je tz t  
jedes i-mere in einem System, das aus  dem Losungsmittel ( I n -  
dex 1) und den restlichen ( n - i )  Polymeren besteht. S t a t t  der An- 
derung des chemisehen Potentials mit der  Konzentration c2 ist 
je tz t  die Yumme dieser Anderungeu iiber alle Konzentrationen k 
zu nehmen und  in G1. ( 7 )  oder (7a )  einzusetzen. 

Aus G1. ( 5 a )  folgt fur  Ir $. i 

Vnter  der Annahme,  da13 vSp = v 2  = v j  fiir alle Polymerisations- 
grade gilt, finden wir somit  

wobei i ebenfalls von 2 his n + 1 larift. 
Diese Gleichnng voii ( Z o l d t ~ e r g ~ ~ )  beiiutzte E'ujltn3'), u m  au8 

Gleieh~.ewichtsmessungen nach der Snmmierung uber alle i den 
Gewichtsdurehschnitt r o n  M zu bestimmen. Hierzu berechnet man 

Diese Gleichung besagt, dab sich zwar KOnzentration 
und Konzentrationsgradient an den beiden Grenzflachen 
konstinuiel lich dndern,die Quotienten dc/dx x.c- jedoch konstant 
sind. Allerdings ist die erforderliche genaue Bestimmung 
der beiden dc/dx- und c-Werte nicht ganz einfach, so dal3 

a1lS GI. (12 )  bei endlicher Iiouzentration ein scheinbares Moleku- 
Iargewieht If:,. Dieses 1st mit  M,v verknupft durch 

A'MZ 1 n + l  n + l  
- = 1- + -2- 1 +- M; M, RT [ l 2 ' ]  3 I; MI'kBlkm,mk man bei diesem Verfahren mit groReren Fehlergrenzen M 2  1 = 2  a-2 

rechnen muR. 

EinfluO d e r  Polymolekularitat 
Die vorstehenden Gleichungen gelten nur Fur binare Lo- 

sungen, d. h. fur eine molekulareinheitliche Substanz in 
einem reinen Losungsmittel. Die meisten der natiirlichen 
u n d  synthetischen Polymeren bestehen jedoch aus Mole- 
kiilen sehr verschiedener GroDe, und es lassen sich daher 
nur Durchschnittswerte fur  das Molekulargewicht angeben. 

Man uiitcrscheidet Zahlen-, Gewichts- und z-Durehschnitt 
(If,,, M,, MJ. Den Zahlendurchschnitt erhal t  man bei Messung~n  

81) G .  V .  Scliulz, Z .  physik. Chem. 793, 168 [1944]. 
3,) G. Meyerhofl, 2. Elektrochern. 67, 1249 [1957]. 
33) W .  J .  Archibald,  J. appl. Physics 78, 362 [1947]; J. physic. 

Chem. 51, 1024 [1947]. 

(I-VSD P) (.&.A) 0 3  
und soinit das  zweite Glied 

2 R T  
Hierin ist I = 

in der eckigen Klammer nur  eine kleine KorrekturgroOe. In der 
runden Klammer s t eh t  der zweite Virialkoeffizient, wie er sich aus  
der Intensi ta t  des Streulichtes als Differenz zwischen Losung und 
Losungsmittel nacli Iiirku~ood und O ~ l d b e r g ~ ~ )  fur den Beobach- 
tunzswinkel 4 = 0 ergibt: 

-~ ~ 

2 4 )  G .  Meyerholf, Makromolekulare Chem. 12, 61 [1954]. 
36) G. V .  Schulz, Z .  physik. Chern., Abt.  B 43, 25 [19391. 
311) R.  J. Goldberg, J. physic. Chem. 57, 194 [1953]. 
37) H .  Fujita,  ebenda 63, 1326 [1959]. 
as) J .  G. Kirkwood u. R.  J .  Goldberg, J. chern. Physics 18, 54 [1950]. 
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Fur den osrnotischen Druck gilt entsprechend s ta t t  G1. (8) 

I n  den Gleichuiigen (18) bis (20) ist c die Gesarntkonzrntration 
des gelosten Polymeren. 

Nun ist im allgemeiiien die Abhangigkeit des zweiten Virial- 
koeffizienten B vom Molekulargewicht nicht sehr groO, die Mittel- 
werte von  B,, in G1 (19)  bis (20) lassen sich daher mit.der hcute 
moglichcn Meligenauigkeit nicht nachprufen. 

Fur die praktische Bestimmung von B als dem MaR fur  
die Wechselwirkung zwischen Polymerem und Losungs- 
mittel diirften daher GI. (8), (9b) und (10) der binaren Lo- 
sungen meistens auch fur polymolekulare Stoffe ausreichen. 

IV. Auswertung und einige charakteristische 
MeBergebnisse 

Molekulargewichtsbestimmung 
Die konventionelle Methode der Bestimmung von M be- 

steht darin, dab man die Sedimentationskoeffizienten und 
in getrennten Versuchen die Diffusionskoefffzienten fur 
eine Konzentrationsreihe ermittelt und entweder einzeln 
oder als Quotient zur Konzentration null extrapoliert. 
Die Svedberg-Gleichung (9) bzw. GI. (9b) liefern dann das 
Molekulargewicht, das fu r  monomolekulare Substanzen ein- 
deutig ist. Fur polymolekulare Substanzen erhalt man einen 
Durchschnittswert Ms,D, der als Mw,, zu bezeichnen ist, 
wenn S und D beide als Gewichtsdurchschnitte berechnet 
sind. Nach J ~ l l a n d e r ~ ~ )  ist dieses MLv,w immer etwas kleiner 
als M,. Auch wenn man, wie es meistens geschieht, S aus 
dem Wandern des Maximums und D aus dem Verhaltnis 
Hohe zu Flache der Sedimentations- bzw. Diffusionskurve 
bestimmt und dabei nicht mit exakten Gewichtsdurch- 
schnittswerten operiert, erhalt man ein M s , ~ ,  das etwas 
kleiner als M,, aber wesentlich groRer als der Zahlendurch- 
schnitt Mn ist. 

I n  den meisten Fallen ist der Unterschied zwischen M, und  
Ms, recht klein, wie dureh Untersuchungen an polymolekularen 
Substanzen von sehr versohiedener Einheitlichkeit gezeigt wcrdeii 
konnte (MeUerhof140)).  Da bei dieser Methode die experimentellen 
Voraussetzungen a m  gunstigsten sind, ist sie, von extrern unein- 
heitlichen Praparaten abgesehen, aueh heute noch das sicherste 
Verfahren zur Errnittlung des Molekulargewichtes. In  der Ultra- 

S 

Abb. 5. Bestimmung des Molekulargewichtes Ms, D aus der Kon- 
D 

zentrationsabhangigkeit von - (l-vSp.p) f u r  Szwarc-Polystyrole in S 
Toluol 

89) I .  J .  Jullander, Ark. Kern., Mineralog. Geol., Ser. A 21, 1 [1945]. 
40) G. Meyerho*, Makromolekulare Chem. 72, 45 [1954]. 

zentrifuge ist dabei nur das Wandern des gut  rne5baren Sedimen- 
tationsgipfels zu verfolgen, die Sedirnentationskurve selbst braucht 
im einzelnen nicht verrnpssen zu werden. Dies ist nur  fur  die Diffu- 
sionskurve erforderlich, die irn getrennten Versuch unter wesent- 
lich giinstigeren Bedingungen, als es in dcr Ultrazentrifuge iueg- 
lich ist,  bestiinmt werden kann. In der Diffusionszelle laOt sich gut  
eine Teniperaturkonstanz von 0,01 "C erreichen, die Zellenscheiben 
stehen nicht unter dem extrem hohcn Druck wiein der Zentrifugen- 
zelle und weisen daher kaum Verzerrungen auf, au0erdem kann 
man die Belichtungszeit auf ilo0 reduzieren. 

Abb. 5 zeigt als Beispiel die Bestimmung dpr Molekulargewichte 
von P o l y s t y r o l e ~ i ~ ~ )  nach G1. (9b). 

Da die getrennte Diffusionsmessung ein etwas zeitrau- 
bendes Verfahren ist, haben sich viele Autoren bemiiht, 
diese Messung zu vermeiden und M direkt aus dem Sedimen- 
tationsbild zu bestimmen. Die hierzu erforderlichen ma- 
theniatischen Beziehungen sind bekannt, jedoch kann die 
experimentelle Methodik noch nicht immer genugend ge- 
naue Sedimentationsbilder liefern. lnsbesondere ist die 
Scharfe der Optiken, trotz groBer Fortschritte in der letzten 
Zeit, haufig noch etwas unvollkommen. Man mu13 also bei 
den nachstehend beschriebenen Veriahren ott  mit etwas 
geringerer Genauigkeit zufrieden sein. 

Beim Sedimentationsgleichgewicht beobachtet man den 
Verlauf der Konzentration c und des Konzentrationsgra- 
dienten * dx, wie er sich nach recht langer Zeit zwischen 
Meniskus und Zellenboden einstellt. Nach GI. (12) oder 
(12a) erhalt man daraus fur jede Stelle x der Zelle ein Mole- 
kulargewicht Mw,. lntegriert man diese M,, iiber die ge- 
samte Zellenliere, so gewinnt man den Gewichtsdurchschnitt 

.dx 

Xrn 

1 M,;x.c;dx 
Xb 

7 x.c;dx 
Xb 

- M, = 

Auch der z-Durchschnitt und etwas weniger eindeutig 
der Zahlendurchschnitt von M ist aus dern Gleichgewicht 
bestimmbar. 

Unter Verwendung von ArchiOnlds G l e i ~ i i u n g e n ~ ~ )  konnten l i e -  
geles  u. Mitarb.42) zeigen, daO sich aus dem acheinbaren Molekular- 
gewicht M; 

der Gewichtsdurchschnitt M, bereclinen 1&13t, wenn man >- 
nach c = 0 extrapoliert. Ebenso wie beim eigentlichen Archibald- 
Verfahren, bei dem inan c und am Boden und Meniskus als 
Funktion der Zeit t beobaehtet, h a t  man vorher z u r  Zeit t = 0 zu 
extrapolieren. Durch diese Zeitextrapoiatiun elirniniert man die 
sich bei polymolekularen Suhstanzen einstellende Verteilung der 
verschieden hohen Molekulargewichte. Es reichern sich j a  die hohen 
Anteile am Zellenboden, die leichten Anteile a m  Meniskus an. 

Fuji taa3)  gibt eine Methode an,  wie man aus dern Sedimenta- 
tionsbild fur rnonomoleknlare Substanzen den Diffusionskooffi- 
zirnten erinitteln kann. Von Gehafia4') starnmen verschiedene Ver- 
fahren, die ebenfalls D aus der Sedimentationskurve zu berechnen 
gestatten, oder auch sofort das Verhal tnisg liefern. Er entwickelt 
z. B. die GI. (19)  von Williams u. Mitarb.3D) mit a = 2 in eine 

M: 

dc 

Reihe, die naturlich nur f u r  nicht zu lange Sedimentationszeiten 
giiltig ist. In den Zellen, die eine Grenzschicht in der Zellenrnitte 
bilden (Abb. 3c), ist dies verhiiltnisrnil3ig leicht zu realisieren. Fur  

G .  Meyerhog, Z. physik. Chem. N. F. 23, 100 [1960]. 
42) G. Kegeles, S .  M. Klainer u. W. J. Salem, J. physic. Chem. 67, 

1286 [1957]. 
43) H .  Fujita,  J. chem. Physics 24, 1084 [1956]; 37, 5 [1959]. 
44)  M .  Gehatia, Kolloid-Z. 767, 1 [1959]. 
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woraus sich s gu t  bestimnien 1a13t. D ergibt eich nu r  ungefahr, d a  
die wahre Zeit t, nicht bekannt ist: sie fallt wegen unvermeidlicher 
kleiner Storungen nicht mit dern Sedimentationsbeginn zusammen. 
D bestimmt man daher besser aus der dureh t dividierten GI. ( l 9 b )  
als f (r) , wobei dann - uugenauer zu erfavsen ist. Aus der Es- 
trapolat,ion yon ~ nach c = 0 erhalt man  einen Durchsrhnittswert 
M s , ~ ,  Diesr und  weitere von (khnf iu" ' )  vorgeschlagene Mctboden 
Rehen zum Teil iiber die heute experimentell erreir.hbare Genauig- 
keit hinaus. 

Bestirnrnung d e r  Molekulargewichtsverteilung 
aus dern Sedirnentationsdiagrarnrn 

Untersucht man eine a m  wenigen Komponenten be- 
stehende Substanz, so lassen sich die Komponenten in der 
Ultrazentrifuge vollstandig trennen, falls sie nicht zufallig 
gleiche oder fast gleiche Sedimentationskoeffizienten be- 
sitzen. Abb. 6a zeigt ein normales Human-Serum, das in 
die Albumin (A)-, Globulin ((3)- und Makroglobulin-An- 
teile (M) aufgespalten wird. Zum Vergleich ist in Abb. 6b 
darunter ein pathologisches Serum rnit stark angereicher- 
ten Makroglobulin-Anteilen wiedergegeben Es  handelt 
sich um eine Makroglobulinamie W~ldens t rorn~~) ,  die allein 
durch ein Sedimentationsdiagramm sicher nachgewiesen 
werden kann. 

Schwieriger ist die Untersuchung von polymolekularen 
Substanzen, bei denen sehr viele kontinuierlich ansteigende 
Molekulargewichtsanteile rnit ebenso kontinuierlich zuneh- 

D 

S 

S D  
D 

Wie C a ? % t o ~ ~ ~ )  zeigte, l a0 t  sich die Extrapolation nach c = 0 
vermeiden, indem man rnit einem wecliselwirkungsfreien Losungs- 
mittel (a-Losungsmit te l  init B = 0 )  arbeitet. Man kann in  diesem 
Fall die Konzentrationsabhangigkeit. von S und D vernachlissigen 
und aus den bei einer einzigen Konzentration erhaltenen Sedirnen- 
tationsbildnern die Molekulargewichtsverteilung ermitteln. Aller- 
dings sind bei einem O-Lijsungsmittel die Anforderungen an die 

" 0  0.1 0.2 
M,. 

Abb. 7. In der Ultrazentrifuge im @-Losungsmittel Cyclohexan 
bestimmte Molekulargewichtsverteilungen zweier Szwarc-Polystyrole 

Mw= 65000, M, = 53000 0 Mw= 143000, M w =  124000 

X r n  

60 
X n l  ' b  

120' 

xrn ' b  

60 ' 
X l n  ' b  

120 * 

n Teni~~eraturkonstai iz  hnher als 
bei einem guten Losungsmittel. 
Abb. 7 zeigt derart gcwonnene 
Molekulsrgewichtsverteilungen 

von P ~ l y s t y r o l e n ~ ~ ) .  

Bestirnrnung de r  Knauel- 
dirnensionen aus S (oder D) 
und d e r  Viscositatszahl [q] 

' m  ' b  Neben dern zweiten osmo- 
tischen Virialkoeffizienten B 
ist die Ausdehnung eines fa- 
denformigen Molekiils eine in- 
teressante Gro13e zur Charak- 
terisierung der Wechselwir- 
kung zwischen Losungsmit- 
tel und gelostem Polymeren. 
Man miDt diese Ausdehnung 
als Fadenendenabstand oder 
Tragheitsradius in Losung 
meistens rnit Hilfe der L i c h t -  

Am 'b s t r e u u n g ,  die jedoch nur 
Molekulargewichte iiber M w 

---- .- 
180 

M 

lJ 
180' 

Abb. 6.  Sedimentationsbilder von Human-Serum, mit Pufferlosung 1 :3  verdunnt. a)  normales Serum; 300000 sicher zu erfassen 
b)  Serum mit pathologisch hohem Makroglobulin-Gehalt vermag. Der Sedimentations- 

menden Sedimentationskoeffizienten vorhanden sind. Im 
Sedimentationsbild uberlagert sich der Sedimentation die 
Diffusion, die sich jedoch ausschalten IaBt, wenn man nach 
der Zeit t = a0 extrapoliert. Da im allgemeinen sowohl S 
als auch D konzentrationsabhangig sind, ist aul3erdem 
nach c = 0 zu extrapolieren. Aus der Verteilung der Sedi- 
mentationskoeffizienten lafit sich dann bei bekanntem Zu- 
sammenhang zwischen S und M die Molekulargewichtsver- 
teilung angeben. 

Als erstr beschaftigten sich Signer und L;rop77) mit diesem 
Problem, denen Lahlreichc Bearbeiter folgten. Jedoch gelang cs 
r rs t  in  letzter Zeit Erihsson4*i,  zuverlassige Ergebnisse zu erhalten. 

1 6 )  G. Meyerhoff, unveroffentl. 
4 6 )  J Waldenstrom, Acta med. scand. 717 ,  216 [1944]. 
9 R .  Signer u. fl. Gross, Helv. chim. Acta 77, 726 [1934:. 
&*) A. F.  V. Erikson, Acta chem. scand. 10, 360 119561. 

koeffizient S (oder D) erlaubt 
die Berechnung dieser Gro13en auch fur wesentlich nied- 
rigere Molekulargewichte. Man hat dann lediglich die ein- 
fach zu bestimmende Viscositatszahl zusatzlich zu messen. 

Mit zwei von Brinkmanso) und Debye und Buechesl) an- 
gegebenen Funktionen CD (.) und $ (.) lassen sich Viscosi- 
t a t  und Reibung als Funktion des Molekulargewichtes und 
des Tragheitsradius R* darstellen. Hierin bedeutet cs ein 
Ma13 fur  das Eindringen der Stromung in das Knauel. Die 
urspriinglichen Funktionen 
(20)  
rind 

[a] = 5,43.1OZ4 R*3 a(a) 

49) H .  J .  Cantow, Makromolekulare Chem. 30, 169 [1959]. 
6 0 )  H .  C. Brinkman, Phvsica 13, 447 [19471. 
51) P. Debye u. A. M. Bueche, J. chem. Physics 76, 573 119481. 
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(k = Boltzmann-Yonstante, y1 2 Viscositat des Losungs- 
mittels) lassen sich nur auswerten, wenn man spezielle 

[crnSgP1] 

Abb. 8. Aus dem Sedimentatlonskoeffizienten und der Viscnsltats- 
zahl bestimmte Fadenendenabstande fur Cellulosenitrate in Aceton 
( y u r v e  1) und Athylacetat (Kurve 11) ais Funktion der Viscositats- 
zahl. Zum Vergleich sind Lichtstreuungsmessungen eingezeichnet. 

Kreise = Sedimentationsmessungen (0  Baumwolle, 0 Linters, 
0 Holz-Zellstoff); Lichtstreuungsmessungen : + Holfzer,  Badger, 

A Huque, A H u n t  

Z u s c h r i f t e n  

Voraussetzungen iiber R* = f (M) macht, z. B. Gausssche 
Dichteverteilung im gelosten Ynauel mit R* - M%. Fur 
beliebigen Zusammenhang zwischen R* und M (das Wur- 
zelgesetz R* - M% gilt nur fur 8-Losungsmittel), hat 
man aus GI. (20) und (21) R* zu elirninieren und aus 

zunachst die Grol3e 0 zu bestimmen, urn dann aus GI. (20) 
oder (21) den Radius R* zu berechnen. Dieses von Pefer- 
f i n 5 2 )  vorgeschlagene Verfahren ergibt gute ubereinstirn- 
mung mit den ails Streulichtrnessungen gewonnenen Wer- 
ten. Hierfur zeigt Abb. 8 ein Beispiel, in der fur Cellulose- 
nitrate in Aceton und Athylacetat aus Sedimentations- 
versuchen berechnete Fadenendenabstande (&eke): und 
Fadenendenabstande aus Streulichtmessungen als Funk- 
tion der Viscositatszahlen dargestellt ~ i n d ~ ~ ) .  

Der Autor dankt der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
und dem Fonds der chemischen Industrie fur die Unter- 
stiitzung seiner Arbeifen. 

[A 491 Eingegangen am 14. April 1960 

52)  A. Peterlin, J. Colloid. Sci. 70, 587 [1955]. 
5s) G. Meyerhoff, J. Polymer Sci. 29, 399 "9581; Makromolekulare 

Chem. 32, 249 [1959]. 

Quantitative Autoradiographie tritiierter 
Verbindungen in Papierchromatogrammen 

Von. Prof .  Dr. A .  N A R A T H  und eand. ing. D .  G U N D L A C H  
Institut f u r  nngewand te  Photochemie und Filnitechnik 

der Technischen Uniuersitiil Berliii-Charlottenburg 

Die Autoradiographie gilt allgeniein als qualitative Methode. 
Es konnte aher gezeigt werden, dalj auch quant i ta t ive Bestimmun- 
gen autoradiographisch moglich sind. Die Untersuchungen wurden 
mit  tritiiertem Thyrnin vorgenorrimen und fdhrten zu folgender 
Bezie hung : 

S',,, = a.log 0 - b (1 )  
A .t 
F.d 

S',,, = log ( lOsmax- l )  nach Seidel transformie e maximale 

A, = Gesamtaktivitat des Chromatogrammflecks (&C). 
t = Expositionszeit in Tagen 
F = Flache des Chromatogrammflecks (cma) 
d = Starke des Chromatogrammpapiers (cm) 
a = Anstieg der linearen Schwarzungskurve nach ( I )  
b = Achsenabschnitt der linearen Schwarzungskurve nach ( I ) .  

Fu r  die Bestirnmunq unbekannter  Aktivitaten ergibt sich dami t  

Schwarzung innerhalb eines Chromatogrammflecks. 

aus (1): 

Wahrend der Anstieg a durch das photographische Material und 
die Entwicklungsbedingungen festgelegt wird, ist der Achsennb- 
sclinitt b ein Malj fur  die Verteilung der Substanz innerhalb des 
Chromatogrammflecks. Betrachtet  man diese Verteilung als einen 
geometrischen Korper, dessen Inhal t  V = g.F.h ( V  = Volumen; 
F = Flache; h = Hohe;  g = geometrischer Fak to r )  ist,  so ergibt 
sich, dalj der Achsenabschnitt b dem geometrischen Faktor  g pro- 
portional ist. 

Als photographische Emulsionen wurden hochernpfindliche, 
handelsubliche Rontgenfilme (Gevaert Structur ix  D 10, AGFA 
SINO)  und Rontgenfilrne o l i ne  Schutzschicht (Gevaert St,ructurix 
D 10 ohne Schutzschicht, Adox Versuchsernulsion Nr .  232) be- 
nut.zt. Durch Ausschaltung der durcli die Schutzschicht bedingten 
Abschirmung der schwachen @-Strahlung des Tritiurns konnten ein 
bis zwei Zehnerpotenzen a n  Empfindlichkeit gewonnen werden. 

Eine allgemeine Aussage uber die untere Nachweisgrenze ist 
nicht moglich, d a  dime yon zu vielen Faktoren abhangt. Imrnerhin 
gelang es, Aktivitaten yon pC/rm2 bei einer Bel ichtun~szei t  
von 10 Tagen zu bestimmen. Dabei handelt es sirh u m  die a n  der 
Oherflache des Chromatogrammflecks wirksame Aktivi t i t ,  die 
ohne Zerstorun? deRsrlben bestimmt wurde. Bei hohen Gosamt- 

aktivitaten ergaben z. B. 75 p C  (30 y Substanz)  in  S Stunden eine 
maximale Schwarzung von 0.2 uber dem Selileier bei Verwendung 
einer Emulsion ohne Schutzschicht. 

Eingegangen am:22.'Juli 1960 [Z 9531 

Urnlagerung von Enaminen aus 2-Acetylfuran in 
N-substituierte o-Aminophenole 

Von Prof.  Or. L. B I R K 0 F E R und L)ipl.-Chenz. G.  D A U M 
Gkemisches Institut der Uniuersitlit f < a h  

2-Acetylfuran l a D t  sich m i t  sekundaren Amincn in  Gegenwart 
katalytischer Mengen Eisessig zu Enaminen urnsetzen. Als Amine 
wurden Piperidin, Pyrrolidin, Morpholin und Di-n-butylamin ein- 
gesetzt, und N-[l-(a-Fury1)-vinyl-(l)]-piperidin ( I ) ,  N-[I-(a- 
Furyl)-vinyl-(I)]-pyrrolidin (II), N-[1-(a-Fury1)-vinyl-(I)]-mor- 
pholin (111) sowie [I-(a-Fury])-vinyl-(1)I-di-n-biitylamin ( I V )  
erhalten. 

Wahrend man  i m  allgemeinen Enamine durch Destillation rei- 
nigen kann, t r a t  beim Versuch, die Enamine I-IV zu destillieren, 
eine Umlagerung unter Aufspaltung des Furanringes ein, wobei 
sich substitnierte o-Aminophenole bildeten. 

E s  ents tand aus I o-Piperidyl-(l)-phenol') ( V )  (Ausb.: 65 x, 
F p  7 5  "C), aus  I1 o-Pyrrolidyl-(l)-phenol2) ( V I )  (65 so, F p  111 "C), 
aus  111 o-Morpholyl-(4)-phenol ( V I I )  (56 %, F p  131 " C )  und aus 
IV  o-Di-n-butyl-aminophenol ( V I I I )  (50 %, Kp,, 143 " C ) .  V- 
Hydrochlorid: F p  175 " C ,  VI-Hydrochlorid: F p  188 "C, VII-Hy- 
drochlorid: F p  220 "C und VIII-Hydrochlorid: F p  181 " C .  Die IR-  
und UV-Spektren bestatigen die Struktur  der Verbindungen 
v-VI I I. 

. 

HC-CH 

I-IV v - V I I I  
1- \, 

I , V R = - N '  \ 1I I ,VI IR=- -N '  0 
\-/ \-/ 

,,,C4H#(n) 

C,H,(,) 

~ 

/' 

\/ 
1 1 ,  vi R=-N I IV, VIrI  R =--N 

Eingegangen a m  25. Juli  1960 [Z 9581 

l) V ist identisch mit o-Piperidyl-(I)-phenol, das von A. H .  Sommers 
11. S .  E .  Aaland, J. Amer. chem. Soc. 75, 5280 [1953],auf anderem 
Wege dargestellt wurde. - z, VI ist mit dem von A. H .  Sommers, 
J. Amer. chem. Soc. 78, 2439 [1956], auf andere Weise gewonnenen 
o-Pyrrolidyl-( 1)-phenol identisch. 
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