Bestimmung des Molekulargewichts in der Ultrazentrifuge
nach dem Archibald-Verfahren

Von Priv.-Doz. Dr. H.-G. ELIAS®)
Technisch-Chemisches Laboratorium der Eidgendssischen Technischen Hochschule, Ziirich, Schweiz

Herrn Prof. Dr. Dr. h.c. Hermann Staudinger zum 80. Geburtstag gewidmet

Das Verfahren arbeitet schnell, mit geringen Substanzmengen und gestattet die Ermittlung des Ge-
wichtsmittels des Molekulargewichtes und unbekannter Konzentrationen. Bei aus zwei Komponenten
bestehenden paucimolekularen Substanzen lassen sich Molekulargewicht und Konzentration jeder
einzelnen Komponente bestimmen. Die Ermittlung von Molekulargewichts-Verteilungen erscheint
denkbar. Der Anwendungsbereich erstreckt sich von Molekulargewichten von ca. 100 bis zu einigen 10¢,

1. Einleltung

Ultrazentrifugen-Methoden?) haben trotz des apparati-
ven Aufwandes unter den Verfahren zur Molekulargewichts-
bestimmung von Makromolekiilen stets einen bevorzugten
Platz eingenommen, da sie als einzige zusitzliche Aussagen
iiber Pauci- bzw. Polymolekularitit gestatten. Als vorteil-
haft erweist sich auBerdem, daB die Absolutkonzentration
des gelosten Makromolekiils nicht bekannt zu sein braucht.
Zur Ausschaltung der bei endlichen Konzentrationen auf-
tretenden Wechselwirkungseffekte geniigt vielmehr "die
Kenntnis der MeBdaten an einer Verdiinnungsreihe,
SchiieBlich ist die Vorbereitung der Proben weit weniger
kompliziert als z. B. bei Streulichtmessungen.

Experimentell und theoretisch hat es sich als zweckmiBig
erwiesen, bei den Vorgingen in der Ultrazentrifuge drei
Stadien zu unterscheiden:

1. den TransportprozeB, der im Grenzfall durch eine
unendlich hohe Sedimentations-Geschwindigkeit und eine
Diffusionsgeschwindigkeit null gekennzeichnet ist,

2. den Ubergangszustand, eine Periode, bei der im all-
gemeinen der EinfluB der Diffusion wahrend des Transpor-
tes schon so merklich ist, daB keine ungehinderte (,freie®)
Sedimentation auftreten kann, und schlieBlich

3. das Sedimentationsgleichgewicht, bei dem der FluB
durch Sedimentation und der durch Diffusion sich in jedem
Volumelement der Ultrazentrifugenzelle gerade ausbalan-
cieren.

Von den beiden schon von Svedberg's) vorgeschlagemen Ver-
fahren wurde bislang iiberwiegend die Transportmethods (Ver-
fahren der Sedimentationsgeschwindigkeit) verwendet, wihrend
das Gleichgewichtsverfahren mehr zur Uberpriifung theoretischer
Vorstellungen und weniger als Routine-Methode diente.

Die Vorteile der Transportmethode liegen darin, daB sie auf re-
lativ einfacheWeise Paucimolekularitiit bzw. dieVerteilung der Sedi-
mentationskoeffizienten erkennen 1a8t. Bei der Bestimmung von
Molekulargewichten kénner jedoch Komplikationen auftreten, die
durch den Transportvorgang selbst bedingt sind und nur dann
weglallen, wenn das hypothetische System eines molekulareinheitli-
chen, ungeladenen Geldsten in einem einheitlichen Lsungsmittel
in idealer Losung vorliegt.

Ist dagegen eine molekulareinheitliche Substanz in einem nicht-
einheitlichen Lésungsmittel gelost (z. B. Erzyme in Salzldsungen),
dann ist das berechenbare Molekulargewicht Msp nicht mehr
durch die Svedberg-Gleichung (1) gegeben, sondern durch Gl. (2)3).

A ist eine Konstante, in die die Kreuzdiffusionskoetfizierten und
die thermodynamischen Aktivititsfunktionen der Bestandteile En-
zym-Salz und Wasser eingehen. Selbst bei unendlicher Verdiinnung
des makromolekularen Anteiles verschwindet also dieser Finflul
nicht.

*) Erweiterte Fassung eines Vortrages auf der ,,Informal Discussion
on Ultracentrifugation® der Faraday Soclety vom 14.—15. Sep-
tember 1960 in Birmingham sowle mehrerer Vortrige auf den
Ultrazentrifugen-Kursen der Fa. Beckman Instruments GmbH.,
Miinchen, in den Jahren 1958—1960,

1) a) Th. Svedberg u. K. O. Pedersen: Die Ultrazentrifuge, Verlag
Steinkopff, Dresden und Leipzig 1940; photomechanischer Nach-
druck, Johnson Reprint Co., New York 1960. b) G. Meyerhoff,
Angew. Chem. 72, 699 [1960).

3) R. L. Baldwin, J. Amer. chem. Soc. 80, 496 [1958].
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Bei der iiblichen Berechnung des Molekulargewichtes aus Sedi-
mentations- und Diffusionskoeffizienten sollte man daher bei Sy-
stemen mit Lsungsmitteln aus mehr als einer Komponente nicht
das wahre Molekulargewicht der geldsten makromolekularen Sub-
stanz erhalten. Der Fehler scheint jedoch i. allg. klein zu sein. Er

— RTs,
) Msp = D,(1—*Vory)
. RTs,
2) Msp = D,(1—Verp) (1 + C,A)

‘ s¢» Do = Sedimentations- bzw. Diffusions-Koeffizienten bei unend-

licher Verdiinnung; ppym = Dichte des Losungsmittels; *V = par-
tielles spezifisches Volumen des gelésten Makromolekiils; ¢, = Salz-
konzentration

ist aber gro8 bei Systemen, die Molekiile sehr unterschiedlicher
GroBe mit starken Wechselwirkungskriften enthalten und dort
wiederum bei solchen, bei denen der 2. Virialkoeffizient A, niedrig
oder negativ ist, wie es kiirzlich fiir gepufferte Lésungen von 3-
Phospho-p-glycerinaldebyd-dehydrogenase gezeigt werden konn-
te3), Hier erhilt man bei der Berechnung des Molekulargewichtes
mit Gl. (1) Werte, die mit der Temperatur abnehmen, aber ein-
deutig nicht auf reversiblen Assoziations-Dissoziations-Gleichge-
wichten beruhen.

Hat man dagegen ein einheitliches L4sungsmittel und ein poly-
molekulares Gelostes (z. B. synthetische Hochpolymere), dann
berechnet sich aus Gl. (1) ein gemischtes Mittel des Molekularge-
wichtes*~7), dessen numerischer Wert von der Art der Auswertung
und dem Typ und der Breite der Verteilungsfunktion der Moleku-
largewichte abhingt. Nach anderer Auffassung®) soll das ge-
mischte Mittel auBerdem noch von der Abhingigkeit der Sedi-
mentationskoefflzienten vom Molekulargewicht, also vom Lsungs-
mittel, abhangen. Hinweise fiir einen solchen Eifekt wurden bei
den Messungen an extrem hochmolekularen Dextranen (Molekular-
gewichte in der Gréfenordnung ven 5-108) gefunden®).

Das Sedimentationsgieichgewicht ist dagegen theoretisch viel
einfacher zu erfasseni®1), Fiir die praktische Verwendung der
Methode sind jedoch die Zeiten bis zur Einstellung des Gleichge-
wichtes auch dann immer noch zu hoch, wenn man sehr geringe
Fillhohen benutzt'?). Das Sedimentations-Gleichgewicht liefert
aber bei polymolekularen Substanzen einfach das Gewichtsmittel
Mw des Molekulargewichtes, ferner spielen die Kreuzdiffusions-
koeffizienten keine Rolle.

Das Verfahren von Archibald*®) verbindet diese Vorteile
der Gleichgewichtsmethode mit dem .geringeren Zeitbedarf
des Transportverfahrens. Es beruht auf der einfachen Uber-
legung, daB zu jeder beliebigen Zeit an Meniscus und Bo-
den der Ultrazentrifugenzelle die Bedingungen des Sedi-
mentationsgleichgewichtes herrschen miissen, da an diesen
Stellen weder etwas heraussedimentieren noch hinein-

3) H.-G. Elias, A. Garbe u. W. Lamprecht, Hoppe-Seylers Z. physiol.
Chem. 379, 22 [1960].

4) 1. Jullander, Ark. Kem., Mineralog. Geol., Ser. A 27, Nr. 8 [1945].

8) S. J. Singer, J. Polymer Sci. 7, 445 [1946].

%) G. Herdan, Nature [London] 764, 502 [1949].

7) P.-O. Kinell, Svensk kem. Tidskr. 67, 19 [1949]; Ark. Kem. 74,
327 [1959].

8) L, E. Miller u. F. E. Hamm, ]. physic. Chem, 57, 110 [1953].

%) H.-G. Elias, Makromolekulare Chem, 33, 166 [1959].

10) J, W. Williams, R. L. Baldwin, K. E. van Holde u. H. Fujita,
Chem. Reviews 58, 715 [1958].

1) R. L. Baldwin u. K. E. van Holde, Fortschr. Hochpolymer-For-
schg. 7, 451 [1960].

12) K. E.van Holde u. R. L. Baldwin, J. physic. Chem. 62, 734 [1958].

8y W, J. Archibald, J. physic. Colloid Chem. 57, 1204 [1947].
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diffundieren kann. Bei einem echten Gleichgewicht liegt
dagegen in allen Volumelementen der Zelle ein vollstin-
diges Gleichgewicht vor.

2. Theoretische Grundlagen

Wahrend der Anndherung an das Sedimentations-Gleich-
gewicht ist der FluB J; des Geldsten i durch die Einheits-
querschnittsfliche der Ultrazentrifugenzelle in unendlich
verdiinnter Ldsung
(3) Ji = cisjw?r—D;(dci/dr)
wobei r der Abstand vom Rotationszentrum und (dc/or)
der Konzentrationsgradient ist. Im Gleichgewicht ist der
Flug8 J; an allen Stellen der Ultrazentrifugen-Zelle gleich
null. Da nun der Meniscus m der Lésung und der Boden b
der Zelle fiir den Fluf des Geldsten undurchlissig sind,
miissen an diesen Stellen stets die Bedingungen des Gleich-
gewichtes herrschen, also
Qi B

s:
am Meniscus: (4a) (1>
m

Di/m (Dmoirm ot
Si (dci/on)y 8p
am Boden:  (4b) <Di>5 = Copatry -

Zur Auswertung sind daher
jeweils  Konzentrationsgradient
(dc/?r) und Konzentration c; an
Meniscus und Boden, der Abstand

schritte der letzten Jahre — A[2-Phasenplatte als Schlieren-
diapbhragma, Zellen mit synthetischer Grenzschicht, gute Drehzahl-
konstanz bei niedrigen Geschwindigkeiten sowie Temperaturkon-
trolle und -regelung wihrend des Versuches — lassen vermuten,
daB sich das Archibald-Verfahren als Routine-Methode zur Be-
stimmung des Molekulargewichtes immer stirker durchsetzen
wird.

Aus Gl (5) geht hervor, daB zur Ermittlung des Molekularge-
wichtes die Bestimmung der Konzentrationsgradienten de/dr so-
wie der Konzentrationen an Meniscus und Boden erforderlich sind.
Da bei der Ableitung ein molekulareinheitliches Geldstes in einem
idealen bzw. pseudoidealen Losungsmittel (keine Konzentrations-
Abhingigkeit des scheinbaren Molekulargewichts) vorausgesetzt
wurde, mub} ferner noch der Eirflu der Molekulargewichtsvertei-
lung bzw. der Paucimolekularitit und des nichtidealen Losungs-
verhaltens beriicksichtigt werden. Diese Fragen werden in den fol-
genden Abschnitten diskutiert.

Archibald?) schlug noch ein zweites Verfahren vor, das unab-
hingig von den (defdr)-Werten am Meniscus und Boden arbeitet.
Wegen seiner aufwendigen Rechenarbeit ist es bisher nur einmal29)
verwendet worden.

3. Die Ermittiung des Konzentrationsgradienten
(dc/dr)

Bei einem Archibald-Versuch unter Benutzung einer
Philpot-Svensson-Optik erhilt man Bilder wie Abb. 1. Der

von Meniscus r,, und Boden r,
zum Rotationszentrum und die
Winkelgeschwindigkeit « zu be-
stimmen. Alle GroBen kdnnen aus
einem Ultrazentrifugen-Versuch
ermittelt werden. Fiir molekular-
einheitliche Stoffe sind 3, und 3,
gleich groB und zeitunabhdngig.

Durch Kombination der Gl. (4)
mit Gl. (1) erhdlt man daher
einen Ausdruck fiir das Molekular-

Abb.yl. Philpot-Svensson-Aufnalmen eines Ultrazentrifugen-Versuches nach Archibald an einem
Copolymerisat aus Fumarsiuredidthylester und Isobutylen4®) (Fraktion 1V) in Aceton. Spinco-

Ultrazentrifuge der Fa, Beckman Instruments, 24630 U/min, Phasenwinkel 70°, Aufnahme-

gewicht

RT 8y
Ve

RT &y,

® e W= VoL

Die Gleichungen (4) und (5) ergeten sich aus der kinetischen
Theorie und gelten nur fiir Zweikomponenten-Systeme. Bei Mehr-
komponenten-Systemen sind sie nicht mehr giiltig, da die Sedi-
mentations- und Diffusions-Koeffizienten nicht einfach durech die
entsprechenden Mittelwerte ersetzt werden konnen. Sie sind viel-
mehr durch die Ausdriicke der Ableitungen der Thermodynamik
irrevarsibler Prozesse zu ersetzen?-14), Eingehendere Betrachtun-
gen haben jedoch gezeigtis:1¢), daf Gl. {5) auch zur Bestimmung
des Molekulargewichtes eines polymolekularen Geldsten in einem
einheitlichen Losungsmittel dienen kann. Auf die Frage des Mittel-
wertes des Molekulargewichtes wird weiter unten eingegangen.
Gl. (5) gilt nicht mehr, wenn Losungsmittelgemische oder Salz-
losungen als Liosungsmittel verwendet werden. Hierdurch hervor-
gerufene Fehler scheinen jedoeh innerhalb der experimentellen
Fehler zu liegen. o

Der Wert der von Archibald vorgeschlagenen Methode als Rein-
heitstest wurde schon frith von Pedersen!?) diskutiert. Trotzdem
mag es erstaunlich scheinen, daB es fast 10 Jahre dauerte, bis das
Verfahren gréfere Beachtung fand, von einzelnen Pionierarbei-
ten18.1%) abgesehen. Der Grund dafiir liegt darin, daBl die experi-
mentellen Einrichtungen nicht verfiigbar waren, die fiir eine ge-
naue Ermittlung der Versuchsdaten erforderlich sind. Die Fort-

14y G. J. Hooyman, Physica 22, 751, 761 [1956].

18) P. J. Dunlep, J. physic. Chem. 67, 994 [1957].

18) 1. J. O'Donnell u. L. J. Gosting, in W. Hamer: The Structure of
Electrolyte Solutions, Wiley, New York 1959.

17) K. O. Pedersen, in Les Proteines, Rapport et Discussion, 9
Conseil de Chimie, Briissel 1953.

8y C. H. Li, A, Tiselius, K. O. Pedersen, L. Hagdah!l u. H, Carstensen,
J. biol. Chemistry 790, 317 [1951].

1%) J. Porath, Acta chem. scand. 6, 1237 [1952].

cme
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Abstand 8 min, Ausgangskonzentration ¢, = 1,203-10-% g/mi, T = 25,0°C)

wahre Konzentrationsgradient dc/dr ergibt sich aus der auf
einer Zeichnung der vergréBerten photographischen Platte
ablesbaren Hohe y zu

y-tgo

©) defdr = LTm, E(dn/dc)

8 = Winkel des Schlieiendiaphragmas, wenn die Ablenkung null
einem ablesbaren Winkel von 90 ° entsprieht, L = optischer Hebel-
arm der Ultrazentrifugen-Optik, T = Lichtweg in der Ultrazentri-
fugenzelle (,Zelldicke"), m_ = VergroBerungsiaktor der. Ultra-
zentrifugen-Optik in y-Riclitung, E = VergroBerungsfaktor des
VergroBerungsapparates. Weitere Bezeichnungen kdnnen der
Abb. 2 entnommen werden.

Die Bestimmung der y-Werte setzt eine gute Justierung
der Optik voraus?!). Eine geniigend genaue Bestimmung
ist ferner nur dann gegeben, wenn als Schlierendiaphrag-
men A/2-Phasenplatten 22) mit eingebettetem Draht 23) ver-
wendet werden. Phasenplatten sind in modernen kommer-
ziellen Ultrazentrifugen bereits eingebaut. Die in &lteren
Apparaten als Schlierendiaphragmen vorhandenen Balken,
Drahte, Schneiden, Spalte oder Skalen geniigen den Anfor-
derungen der Archibald-Methode in der Regel nicht.

Die Bestimmung der y,-Werte am Boden ist meist sehr unzu-
verlissig. Einmal wird ein Teil des Lichtstrahles durch die Geome-

) R. A. Brown, D. Kritchevsky u. M. J. Davies, J. Amer. chem. Soc.
76, 3342 [1954].

21y R. Trautman, Biochim, biophysica Acta 28, 417 [1958].

23) A, Wolter, Ann. Physik 7, 182 [1950].

B) R. Trautman u., V. W. Burns, Biochim. biophysica Acta 74, 26
[1954].
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trie der Zellen abgeschnitten??), ferner erhdlt man eine scheinbare
Verkiirzung der Zelle durch die sonst ibliche Justierurg auf maxi-
malen Gradienten?!) und schlieBlich entspricht der Zellenboden
bei vielen, Ultrazentnfugen Zellen nicht dem Ideal eines Kreisbo-
gens, der vom Rotationszentrum aus geschlagen wurde?s).

Ein groBer Teil dieser Fehler kann vermieden werden, wenn man
einen kiinstlichen Boden dureh Unterschichten der zu untersu-
chenden Fliissigkeit mit einer anderen erzeugt, die dichter als diese,
moglichst lichtdurchlassig sein und au8erdem nicht mit der zu un-
tersuchenden Losung reagieren soll. Als solche Unterschichtungs-
fliissigkeiten haben sich fiir wilrige Losungen bewihrt: Chloro-
form??), Silicon-0! Dow Corning 55525) oder Wacker AR 71026),
Quecksilber?®) und fluorierte Kohlenwasserstoffe wie Perfluor-
tributylamin (Fluorchemical FC-43 der Minnesota Mining and
Manufacturing Co.)??) oder ein oligomeres Copolymeres aus Tri-
fluorehlorithylen und Vinylidenfluorid {Kel-F-Polymer Oil No. 1,
The Kellogg Chem. Comp.)!2). Mit Chloroform erhilt man aller-
dings bei vielen Ldsungen von Proteinen an der Grenzfliche leicht
Aggregationen, die jedoch durch eine Verbreiterung der Boden-
linie mit der Zeit erkannt werden konnen25).

Bei der Ultrazentrifugation von Makromolekiilen in Salzlgsun-
gen ist die Basislinie durch die partielle Sedimentation der Salze
oft gekriimmt. In diesem Falle verwendet max vorteilhaft Doppel-
sektor-Zellen, bei denen eine Zelle die Losung, die andere das Lo-
sungsmittel aufnimms¢. Bei genau gleich hober Fiilluny erhilt man
dann durch optische Subtraktion direkt den Konzentrationsgra-
dienten der Lisung des Makromolekiils.

Die Konzentrationsgradienten wurden meist durch Mes-
sungen mit einer Philpot-Svensson-Optik bestimmt, da hier
direkt die dem Konzentrationsgradienten proportionalen
y-Werte erhalten werden. Bei Interferenzmessungen miis-
sen die Konzentrationsgradienten aus den An = f(¢)-Kur-
ven erst berechnet werden. Messungen mit einer Rayleigh-
Interferenzoptik sind daher bislang nur einmal berichtet
worden 28).

Baldwin'') hat jedoch ein Rechenverfahren angegeben,
das die (dc/dr)-Werte auch ohne numerische Differentiation
zu ermitteln gestattet, so daB man die hGhere MeBgenauig-
keit der Rayleigh-Interferenzoptik ausnutzen kann. Nach
diesem Verfahren hat man

In(Ac/ Acyy)

egen (r——rt,
- Eegen (=)

' aufzutragen, wobei die Werte von Ac,/Acy und (r—rg)
direkt aus den photographischen Platten entnommenwerden
konnen. Der Grenzwert der Funktion (7) liefert dann
direkt den gewiinschten Ausdruck.

(@] lim -

I"(Ac‘r/Acm) 1 <AC)

r—ry Cm \At/m

4. Die Konzentration an Meniscus bzw. Boden

Durch den Sedimentationsvorgang verdndert sich die an-
fangliche Konzentration ¢, und nimmt am Meniscus ab,
wahrend sie am Boden zunimmt. Die Konzentrationen cp,
und ¢, miissen daher aus den Versuchsdaten berechnet
werden, wobei zu beriicksichtigen ist, daB durch die Sektor-
Form der Zelle eine Verdiinnung auftritt. Man erhalt dann
z. B. fiir die Konzentration am Meniscus

r

p
®) Cm = Co— f (r2frh) (dcfdr) dr = co— Ay

m
m = Abstand des Meniscus vom Rotationszentrum, r, = Ab-

stand eines beliebigen Punktes auf der Plateau-Zone vom Rota-
tionszentrum, r = Abstand eines beliebigen Punktes der Konzen-
trationsgradienten-Kurve vom Rotationszentrum, Ac, = Kon-
zentrationsverschiebung am Meniscus.

M) 8. M. Klainer u. G. Kegeles, J. physic. Chem. 59, 952 [1955].

%) A. Ginsburg, P. Appel u. H. K. Schachman, Arch. Biochem. Bio-
physics 65, 545 [1956].

%) H.-G. Elias u. H, H, Schlubach, Liebigs Ann, Chem. 627, 126
[1959).

¥7) D, A. Yphantis, J. physic. Chem. 3, 1742 [1959].

) W. F. H. M, Mommaerts u. B. Blankenhorn Aldrich, Biochim,
biophysica Acta 28, 627 [1958].
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Bei der Ableitung der GI. (8)24:29), die auch fiir polymolekulare
Substanzen gilt?*), wurde lediglich das Gesetz der Erhaltung der
Masse zugrundegelegt. Die Berechnungen gingen von der Lamm-
schen Differentialgleichung der Ultrazentrifuge3®) aus und be-
nutzten einige bekannte Losungsvorschlige3!-32). Bei kompressib-
len Losungsmitteln gilt jedoeh das in Gl. (8) enthaltene Quadrat-
gesetz der Verdiinnung!#) nicht mehr®). Im Gegensatz zu Sedi-
mentationsgeschwindigkeits-Messungend) ist dieser Bffekt bei
Archibald-Versuchen aber nur von gerirger Bedeutung, da die Ver-
suche sowieso bei geringeren Umdrehungsgeschwmdlgkelten als
dort.ausgefiihrt werden..

Die Ermittlung der Ac-Werte ist'neben der der (dc/3r)-
Werte das zweite experimentelle Hauptproblem bei Archi-
bald-Versuchen. Bei kurzen Sedimentationszeiten, nied-
rigen Geschwindigkeiten und/oder kleinen Sedimentations-
koeffizienten strebt der Exponentiaifaktor der Verdiin-
nungs-Gleichung

9) Cp = Cq eXp (—2 ws t) )
dem Wert null zu. Die Konzentration c, in der Plateau-
Zone (vgl. Abb. 2) ist daher praktisch gleich der Anfangs-

Bezugsilinie  Meniscus Boden Bezugslinie

Lufr-Ldsg. ) d. Zelle

} } ) b

e Al

== < -~
—— Plareau -Zone ——

t t

[A10.2] rm rb

Abb. 2, Schematische Zeichnung fiir die Auswertung typischer
Archibald-Versuche (vgl. auch Abb. 1)

konzentration ¢y, und der Korrektur-Faktor (r?/r?,) in
Gl. (8) wird 1. In diesem Falle kann man die Konzentra-
tionsverschiebung iiber G!. (10) berechnen. F, ist dabei

. Frp-tg e
(10) Acy = L—-—‘memyE’(dn/Ec) (cp = Cyp)
die Flache unter der Gradientenkurve (F == (dn/dx)-dx)

und my die VergroBerung der Ultrazentrifugen-Optik in
x-Richtung. Die Flache wird dazu auf der vergrdBerten
Zeichnung der photographischen Platte ausplanimetriert.

Bei bekanntem Sedimentations-Koeffizienten 138t sich
die Konzentration ¢, in der Plateau-Zone iiber Gl. (9)
auch dann berechnen, wenn sie stark von der Anfangskon-
zentration c, abweicht, Winkelgeschwindigkeit , Sedi-
mentations-Koeffizient s, bei der betreffenden Konzentra-
tion und Zeit t also groB sind. Aus der Konzentration ¢,
kann dann die Konzentration ¢, am Meniskus iiber Gl. (11)

p
an e =cp— f (®cfdr) 6r = ¢y—*Acy

rm

ermittelt werden, wozu lediglich wieder die Flache Fp, zu
bestimmen ist. Der Sedimentations-Koeffizient s; kann bei
der unten beschriebenen Trautmanschen Modifikation des
Archibald-Veriahrens leicht erhalten werden, da man ledig-
lich nach dem Erscheinen einer Zone freien Losungsmittels
am Meniscus weiter zu zentrifugieren hat, um die Sedimen-
tations-Geschwindigkeit zu bestimmen.

9) G Kegeles, S. M. Klainer u. W J. Salem, ]J. physic. Chem. 67,
1286 [1957].
30y 0. Lamm, Arb. Mat., Astronomi Fysik, Ser. B 2, 21 [1929].
31y H. Gutfreund u. A. G. Ogston, Biochem. J. 44, 163 [1949].
32) R. L. Baldwin, ebenda 55, 644 [1953].
33) H. Fujita, J. Amer. chem. Soc. 78, 3598 [1956].
34y H.-G. Elias, Makromolekulare Chem, 29, 30 [1959].



Bei groBen Werten fiir den Sedimentations-Koeffizienten, Win-
kelgeschwindigkeit und/oder*Versuchszeit sowie unbekanntem Se-
dimentations-Koeifizienten sind aufwendigere Rechen-Verfahren
erforderlich. Als solche wurden vorgeschlagen: trapezoidale Inte-
gration®®), Einfiihrung einer neuen Hilfsskala (z-Skala)?) und Be-
nutzung eines zusdtzlichen Hilfsversuches in einer Zelle mit syn-
thetischer Grenzschicht3), Fir pahere Einzelheiten muB auf die
Original-Literatur?5.35.38) gowie auf??) verwiesen werden.

Bei polymolekularen Substanzen wird der EinfluB der
Konzentrationsverschiebung natiirlich schon dann elimi-
niert, wenn man wie iiblich auf die Zeit null extrapoliert
(s. w.).

Alle bisherigen Betrachtungen setzten voraus, da8 bei
den Messungen noch eine gewisse Plateau-Zone, also eine
Zone konstanter Konzentration erhalten bleibt. Bei langen
Versuchszeiten und niedrigen Molekulargewichten ist das
nicht mehr der Fall, hier mufl die Konzentration am Me-
niscus iiber Gl. (12) berechnet werden?®s), Die Anderung der

1 l’p l’p
Cn=to+ T"_rrf r’(BclBr)dr—r;f Qcfor)dr

b m o

(12)
'm

Konzentration am Meniscus ist inzwischen auch theore-
tisch untersucht worden?’3).

5. Der EinfluB der Molekular-Uneinheitlichkeit

6. Der EinfluB der Nichtidealitét der Lasungen

Losungen von Makromolekiilen zeigen nur in seltenen
Fillen (6-Temperatur) ein pseudo-ideales Verhalten, d. h.
eine Konzentrationsunabhingigkeit der MeBwerte. Eine
Durchrechnung ergibt fiir nicht zu hohe Konzentrationen2?)

1 1 R ——————————
(13) = — (1 + (@1 a1
Marp o (1 + ((d Inyg/d In c),))
bzw. in eine Reihe nach Potenzen der Konzentration ent-
wickelt '

1

(14) =_L+2A,c+ 3A ...,

Mapp M,
wobei y; der Aktivitatskoeffizient des Geldsten und A,,
A;.... die zweiten, dritten....Virialkoeffizienten sind.

Das in Gl. (13) in Klammern stehende Aktivitatsglied ist
ein sehr komplizierter Mittelwert, das Gewichtsmittel liber
das z-Mittel, entsprechend auch der in Gl. (14) auftretende
2. Virialkoeffizient. Man kann daher nicht erwarten, daB
die 2. Virialkoetfizienten aus Archibald-Messungen denen
aus Streulichtmessungen, kombinierten Sedimentations-
und Diffusionsmessungen oder osmotischen Messungen
gleich sind, es sei denn bei einem molekulareinheitlichen
Geltsten im einheitlichen Lgsungsmittel (Zweikomponen-
ten-Systeme).

_ . ) " Molekuiar. | Virialkoeffiz.
Bei pauci- oder polymolekularen Substanzen iiberlagert  substanz |T[°C) Lg:il;?egls- gewichte Archi- | Sedi- -
i H H _ - — " {ment. +
slch' wiéhrend .des Sedlmentat.lons Vorganges der Konzen , Mw | Mq bald "o
trationsverschiebung noch eine solche des Molekularge--
. . . " N : Polyathylenglykol
wichtes, da die Substanzen mit hdheren Sedimentations-
koeffizienten denen mit niedrigeren vorauseilen. Zu Beginn 1000 | % Wasser | 10800 ) 9700 | 116 1 114
edrig : & WSR 35 25 ° Wasser | 74000 | 5300 | 23,6 | 165
des Versuches kann aber eine solche Auftrennungnachden wsr 205 | 25 Wasser | 156000 | 7000 | 35,0 | 26,0
Molekulargewichten noch nicht vorhanden sein. Man trigt WSR 301 25 Wasser ’ 750000 | — ‘ 442 | 18,6
daher die 8-Werte fiir Meniscus und Boden in einem Coaguiant | 25 Wasser 800000 | -~ 304 | 174
Diagramm gegen die Zeit auf und extrapoliert auf den An- Heparin
fangszustand, der aber nicht notwendig die Zeit null des I . 25 . 1 n KCl ' 15700 ' - ’ 21,0 ‘ 21,6
Versuchsbeginns zu sein braucht. Die Extrapolation ist 1V 25 I'n KCI 13800 | — | 350 ] 440
nicht immer einfach, da die Kurven haufig gekriimmt sind 3-Phospho-p-glycerinaldehyd-dehydrogenase
(Abb. 3). Aus der Kurvenform sollten sich im Prinzip -1,7 1-0,36

o9}

08

107L Boden
o
06

05k Meniscus

4l 1
o 10

1 L 1

1 i
20 30 0 30 60
t /min] —»

{ { i

70 80 90

[AT110.3)

Abb. 3. Extrapolation der §p- und §,-Werte auf den Anfangszu-

stand bel polymolekularem Gelgsten fiir ein Chondroitinschwefei-

siure-Priparat (CS 1); ¢, = 4,90-10 ~%g/ml, T = 25,0°C; 5-Werte in
willkirlichen Einheiten

Breite und Typ der Verteilungsfunktion der Molekular-
gewichte errechnen lassen, doch diirfte sich dafiir die
Trautmansche Modifikation des Archibald-Verfahrens bes-
ser eignen (Abschnitt 7).

Eine exaktere Extrapolation auf den Anfangszustand ist
maoglich, wenn man die §,-Werte gegen die Wurzel aus der
Zeit auftrdgt, da diese Kurven auch bei polymolekularen
Stoffen bis zum Verhdltnis ¢, /c, = 0,6 linear sein sollten??),
3) R. Trautman, ]. physic. Chem. 60, 1211 [1956].

3) A, Ehrenberg, Acta chem. scand. 77, 1257 {1957].
37) H.-G. Elias: Theorie und Praxis der Ultrazentrifugen-Technik,

Beckman Instruments GmbH., Miinchen, 2, Aufl, 1961, im Druck.
) H. Fujita u, V. J. MacCosham, }. chem. Physics 30, 291 [1959].
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Glycin-NaOH- | 117000 -
NacCl-Puffer

Vergleich der nach verschiedenen Methoden erhaltenen
2. Virialkoeffizienten A, (atm-cm®-g-3)3-41)

Tabelie 1.

In Tabelle 1 sind einige an jeweils gleichen Substanzen
nach verschiedenen Methoden bestimmte 2. Virialkoeffi-
zienten A, gegeniibergestellt. Zur Charakterisierung der
Verteilungsbreite sind jeweils auch die Gewichtsmittel des
Molekulargewichtes M, aus Archibald- oder Lichtstreu-
ungs-Messungen und die Zahlenmittel M, aus osmotischen
oder Endgruppen-Bestimmungen angegeben. Man ent-
nimmt der Tabelle 1, daf bei den polymolekularen Poly-
ithylenglykolen im einheitlichen Losungsmittel Wasser die
nach den verschiedenen Methoden ermittelten 2. Virial-
koeffizienten numerisch um so besser {ibereinstimmen, je
stirker das Verhaltnis M,/M, dem Wert 1 zustrebt. Bei
Stoffen in Mischlosern (z. B. Salzldsungen) ist eine numeri-
sche Ubereinstimmung auch dann nicht zu erwarten, wenn
die makromolekulare Komponente selbst molekulareinheit-
lich ist, da bei den einzelnen Methoden die verschiedenen
Wechselwirkungsglieder und Kreuzdiffusionskoeffizienten
in unterschiedlicher Weise in die me8bare Konzentrations-
abhingigkeit eingehen (fiir Ultrazentrifugenmessungen,
vgl.10. 1) fiir Streulicht-Messungen vgl. 43)),

) Th. A. Ritscher u. H.-G. Elias, Makromolekulare Chem. 30, 48

) E.Q?a]iat u. H.-G. Elias, Naturwissenschaften 46, 322 [1959].

41y H.-G. Elias, A. Garbe u. W. Lamprecht, Hoppe-Seylers Z. physlol,
Chem. 379, 22 [1960].

4%) H.-G. Elias, unverbffentl,

48) S, N. Timasheff u. M. J. Kronman, Arch. Blochem. Biophyslcs
83, 60 [1959].
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7. Das Trautman-Verfahren

Ein elegantes Verfahren wurde von Trautman?35 %) ange-
geben. Bei dieser Modifikation werden nicht nur wie beim
urspriinglichen Archibald-Verfahren die Aufnahmen bis
zum Erscheinen des Maximums (vgl. Aufnahme d der
Abb. 1) ausgewertet, sondern dariiber hinaus alle anderen
(dc/or)-Werte am Meniscus, und zwar solange, bis (dc/dr) =
0 wird. .

Durch einfache Umformung von Gl. (5) erhélt Trautman
unter Einfiihrung eines neuen Parameters q z. B. fiir die
Werte am Meniscus

Gm = Mapp (I=*Voreg)ce—Mapp (1—*Voreg) Acy

(15)
mit _ RTQcPng
(16) Im = —

Die q,-Werte sind analog zu berechnen. Tridgt man daher
Qm bzw. qp, gegen die Acy- bzw. Acy,-Werte auf, so sollten
bei molekulareinheitlichen Stoffen bzw. Substanzen mit

0 1 I

2
AGy 10°—

Abb. 4. Trautman-Diagramm fiir Messungen an einem Polyathylen-
glykol W 182 in Wasser4?); ¢, = 3,96-10% g/ml], T= 25,0°C,
© 29500 U/min, ® 44700 U/min

sehr enger Molekulargewichts-Verteilung sich Geraden er-
geben, aus denen nach Gl. (16) das scheinbare Molekular-
gewicht bei der betreffenden Konzentration errechnet wer-
den kann. Ein solches Trautman-Diagramm ist in Abb. 4
wiedergegeben. Aus dem Schnittpunkt der Geraden mit der
Abszisse 148t sich die Konzentration des Geldsten ermit-
teln, sofern das Brechungsindex-Inkrement bekannt ist.
Bei bekannter Ausgangskonzentration kann der Abszissen-
wert dagegen als zusitzlicher Bestimmungspunkt dienen.

Bei paucimolekularen Systemen erhdlt man in einem
Trautman-Diagramm statt einer einzigen Linie deren zwei
oder mehr, wie es zuerst von Erlander und Foster®) an
praktisch pseudo-idealen Losungen gezeigt wurde (Abb. 5).

! L ! L 1 1 -l 4]
i «—— (Ac=¢;¢,,) 0
012

Abb. 5, Schematische Zeichnung fiir dle Auswertung von Trautman-
Diagrammen bei paucimolekularen Stoffen mit zwei Komponenten 1
und 2; nach Erlander und Foster %)

44) R. Trautman u. Ch. F, Crampton, ]J. Amer. chem, Soc, 87, 4036

[1959].
48) S. R. Erlander u. J. F. Foster, J. Polymer Sci. 37, 103 [1959].
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Aus den Neigungen 4Bt sich das Molekulargewicht einer
Komponente sowie das Gewichts- und das z-Mittel des
Molekulargewichtes des Gemisches beider Komponenten
bestimmen. Zusammen mit den ebenfalls erhiltlichen Kon-
zentrationen 148t sich dann das Molekulargewicht der an-
deren Komponente errechnen. Das Verfahren arbeitet
auch dann gut, wenn keine vollstindige oder sogar iiber-
haupt keine Trennung der einzelnen Komponenten erreich-
bar ist. Eine vollstindige Trennung der Gipfel ist aber beim
Transportverfahren iiberhaupt erst die Voraussetzung fiir
eine Bestimmung der Sedimentations-Koeffizienten.

Allerdings scheinen nach Erlander und Foster'®) nicht beliebig
groBe Konzentrations-Unterschiede faibar zu sein, da fiir eine ge-
niigende MeBgenauigkeit ein Konzentrationsverhiltnis von 1:5
nicht unterschritten werden darf.

Um mbiglichst den gesamten c-Bereich zu iiberstreichen,
zentrifugiert man jeweils ca. 1 h bei verschiedenen Ge-
schwindigkeiten, da am Anfang jedes Versuches die Kon-
zentration sich am schnellsten dndert5).

Bei polymolekularenStoffen sollte man in einem Trautman-Dia-
gramm eine gekriimmte Linie erhalten, was bei Amylose-Frak-
tionen auch gefunden wurde®). Leider wurde in dieser Arbeit
nicht versucht, aus dem Trauiman-Diagramm die Molekularge-
wichtsverteilung zu berechnen und mit anderen Methoden zu fiber-
priifen. Es mul daher offen bleiben, ob aus Archibald-Trauiman-

1 R T
. 7 2 3

AT0.6 ~—d4e—
Abb. 6. Trautman-Diagramm einer Mischung aus menschlichem
Mercapto-Albumin (1,964:10-® g/m!l) und Ribonuclease (2,185-10-3
g/ml), nach Erlander und Foster%)-*q- und *Ac-Werte in willkiir-
lichen Einheiten. o 12590 U/min, ® 20410 U/min, 039460 U/min,

®» 59780 U/min

710"

I i 1 L 1 i i i -l A L 1 1
0 8 6 4 2 024 6 87072 7% 761820
A¢; 707 ~— —dg, 107
lo/ml]
Abb, 7. Trautman-Diagramm der Ultrazentrifugen-Aufnahmen fiir
die Fraktion IV eines Copolymerisats aus Fumarsiurediathylester

und Isobutylen4®) in Aceton; ¢, = 8,03:10- g/ml, 24630 U/min,
T =25,0°C

%) W. B, Everett u, J. F. Foster, J. Amer, chem, Soc. 87, 3459 [1959].

47y H.-G. Elias u. R. Merkle, unveriffentl.; R, Merkle, Diplom-Ar-
beit, ETH. Ziirich 1960.

478) Praparation vgl. K.-H. Jaeger u. H. Mittenzwei, Klin. Wschr. 36,
441 [1958].

48) D, Starck, Diss., ETH Ziirich 1960.
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Versuchen Molekulargewichtsverteilungen mit geniigender Ge-
nauigkeit bestimmt werden kénien, umso mehr, als nach den
Rechnucgen von Yphantis?’) in Trauiman-Diagrammen auch
dann gekrimmte Linien auftreten, wenn nichtideale Lésungen
eines molekulareinheitlichen Stofies vorliegen. Allerdings wurde
ein solehes Verhalten experimentell bei den bekannt stark nicht-
idealen Losungen®) von praktisch molekulareinheitlichen Poly-
dthylenglykolen in Wasser nicht gefunden4?) (vgl. auch Abb. 4).
Systematische Versuche zur Bestimmung der Molekulargewichts-
verteilung aus Archibald-Versuchen sind in unseren Laboratorien
begonnen worden.

Die qp,-Werte des Bodens weisen nicht immer die theoretische
Abhingigkeit von der Konzentrationsverschisbung auf. Hiufig
findet man Verschiebungen wie in Abb. 6, was auf optische Fehler
hinweist. Bei synthetischen Hochpolymeren erhilt man gelegent-
lich Bilder wie Abb. 7. Hier schneiden sich zwar die qm= f(Aem)
und q;, = f{Aey, )-Funktionen in einem Punkt bei Ac = 0, die Ge-
raden besitzen jedoch verschiedene Neigungen. Der Effekt ist ver-
mutlich auf die Kompressibilitit der am Boden der Zelle sich be-
findenden Polymerteilchen zuriickzufiihren, was sich u. a. in einem
mit dem Druek variablen Brechungsindex-Inkrement dufBert.

8. Die Mittelwerte des Molekulargewichts

Schon frith wurde erkannt?), daB die dem Anfangszu-
stand entsprechenden 3- bzw. g-Werte dem Gewichtsmittel
des Molekulargewichtes M, entsprechen. Extrapolation
auf unendliche Verdiinnung vorausgesetzt. Dieser Anfangs-
zustand ist beim Archibald-Verfahren durch eine Extra-
polation der 3-Werte auf die Zeit 0 erhiltlich, beim Traut-
man-Diagramm aus dem Ordinaten-Abschnitt fiir Acy, =0
errechenbar.

Bei endlichen Zeiten (entsprechend endlichen Ac-Wer-
ten) bekommt man jedoch nach Yphantis®?) kompliziertere
Mittelwerte des Molekulargewichtes, in die noch die Sedi-
mentationskoeffizienten eingehen. In einem Trautman-
Diagramm ergibt daher die experimentell gefundene An-
fangsneigung bei kleinen Ac-Werten nicht das z-Mittel iiber
die Gesamtmischung (vgl. Abb. 5 und 6), wie von Erlander
und Fosterts) angenommen wurde, sondern einen Mittel-
wert des Molekulargewichts, der noch von der Form der
Makromolekiile in Losung abhangt. Bei Kugeln ist der er-
haltbare Mittelwert praktisch (aber nicht exakt) mit dem
z-Mittel identisch, bei statistischen Knéueln liegt er zwi-
schen z- und Gewichtsmittel.

9. Anwendungen des Archibald-Verfahrens

In Tabelle 2 sind alle bislang bekannten Molekularge-
wichtswerte aus Archibald-Messungen den aus kombinier-
ten Sedimentations- und Diffusionsmessungen bestimmten
gegeniibergestellt. Die Ubereinstimmung ist in allen Fallen
gut. AuBerdem wurde das Verfahren zu Molekulargewichts-
bestimmungen an folgenden Substanzen verwendet, fiir
die aber keine Vergleichswerte bekannt sind: Polyfructo-
sane aus Grasern?8), Laevan (B. mesentericus)?%), Histon-
Fraktionen) und Bacitracin!9).

Bei synthetischen Makromolekiilen wurde das Verfahren
seltener verwendet. Die ersten Messungen an einem Poly-
meren (Polyvinylchlorid) stammen von Kegeles, Klainer
und Salem?3), doch fehlen Kontrollmessungen nach anderen
Methoden. Messungen von Elias®® 4% 47) an Polydthylen-
glykolen verschieden breiter Molekulargewichtsverteilung
und unter Kontroile mittels anderer Methoden bewiesen,
daB das Archibald-Verfahren auch bei synthetischen Ma-
kromolekiilen mit Erfolg verwendet werden kann (vgl.
Tabelle 3).

Wie aus den Tabellen 2 und 3 hervorgeht, scheint die
obere Grenze der noch sicher mefbaren Molekulargewichte
in der GréBenordnung von einigen 10 zu liegen. Dextrane
mit Molekulargewichten von 5-108 ?) konnten nicht mehr
nach dem Archibald-Verfahren bestimmt werden, weil
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Molekulargewichte

1
Substanz | M | MsD I MLt
| Archibaid | (Sed. + Dift) | ‘m;’.)
«-Ketosuccinamidsédure : i .. . ‘
reaktive Form | 130 | — I3 ! sey
inaktive Form | 260 - [ 262 ! se
Raffinose | 505 - | 493 'y
Glycyl-r-Leucin | 188 l - 188 %)
L-Cystinpeptid (A) 231 | 222 ~ e
| 250 l 410 — | s
Peptid-Fraktionen \I 13(1)8 1:(138 _ I i:;
aus dem adrenocor- ; 1400 2800 —
ticotropen Hormon i 1500 2500 _ \ 1)
- 1800 2600 - 18)
Digitonin ‘ 1310 | 1310 - ' 20)
Heparin 1 | 15800 15500 — | 1
Heparin 1V | 13800 13700 | - | 10y
Chondroitinschwefel- } |
sdure CS 1 86500 83000 )
3-Phospho-p-glycerin- ‘ ]‘
aldehyd-Dehydro- | [
genase | 117000 117000 I ay
X 14000 - ‘ 13683 )
Ribonuclease ‘ 14000 14000 - 28)
[ { 14000 l - 13395' se)
Cytochrom ¢ | 13300 | 13300 - l %)
Apomyoglobin 1 | 18800 17200 ]
CO-Myoglobin 18300 | 18500 - j 38)
Rhodanese l 36300 | 38000 - 38)
Allv(oholdehydrogenasé| 84400 | 83300 - } 38y
aus Leber | | i
Altes gelbes Enzym 106 000 102000 - t 36)
Myeloperoxydase \ 157000 | 149 000 - \ 38y
| | 73200 \ 72200 - |
Rinderserumalbumin 71500 — —
| | 70300 | 67000—71000 - ' 58)
f-Lactoglobulin } 35500 } 35400 — )
420000 ! - - )
Myosin . | 420000 ‘ 85000080) - l 28)
Poly-prlysyl-i-tyrosinl . 23700 23900 — 1w
Lysozym 14100 ‘ 14000~-17000%) : — i oz)
Apurinsdure 27000 | 25000%) — | ey
Amylose-Fraktion | 2080000 | 2440000%) -

*) Lichtstreuung.

Tabelle 2. Ergebnisse der Molekulargewichtsbestimmungen nach
dem Archibald-Verfahren an natiirlich vorkommenden Makromole-
: kiillen und niedermolekularen Substanzen

nicht geniigend geringe Drehzahlen bei gleichzeitig stabi-
lem Lauf und hoher Drehzahlkonstanz erhalten werden
konnen. Eine untere Grenze existiert fiir das Verfahrennicht.

Das Trautman-Diagramm ist erst bei wenigen Messungen
benutzt worden: Amylose-Fraktionen4$), - Histon-Frak-
tionen#t), Ribonuclease®), Ovalbumin), Polydthylen-
glykolen 32:4%.47)  einem Hormon-Extrakt aus dem Thy-
mus?*2 478) und Fraktionen von Copolymerisaten aus Fumar-
sdure-diathylester und Isobutylen<s),

) P, H. vy Hippel, H K, Schachman, P. Appel u. M, F. Morales,
Biochim. Biophysica Acta 28, 504 [1958].

50) §. S. Cohen u. H. K. Schachman, Virology 3, 575 [19857].

s1) W. Bushuk u. H. Benoit, Canad. J. Chem. 36, 1616 [1958].

32) G, Kegeles u. M. S. Narsinga Rao, J. Amer, chem. Soc. 80, 5721
[1958].

33) M. S. Narasinga Rao, ebenda 80, 5724 [1958].

84) T, T. Otani u. A, Meister, ]J. biol, Chemistry 224, 137 [1954].

35) R, Wade, H. Winitz, u, J. P. Greenstein, J. Amer, chem. Soc. 78,
373 [1956]).

88) S, M. Klainer u. G. Kegeles, Arch, Blochem. Biophysics 63, 247
[1956].

57) F. Patal u. H.-G, Elias, Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 375,
1 [1959].

38y H.-G. Elias u. F. Patal, Naturwissenschaften 47, 108 [1960];
Abhandl. math. naturwiss, Klasse Akad. Wiss. Literatur Mainz
1960, No. 4.

38) F. Micheel u. H. L. Hiilsmann, Chem. Ber. 93, 13 [1960].

90) H, Portzehl, Z. Naturforsch. 5b, 75 [1950]}; H. Porizehl, G.
Schramm u. H. H, Weber, ebenda 5b, 61 [1950]. '

81y J T. Edsall, in H. Neurath u. K. Bailey: The Proteins, Vol. [ B,
Academic Press Inc., New York 1953.

€2y D, B. Smith, G. C. Wood u. P. A, Charlwood, Canad. J. Chem. 34,
364 [1956].
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l Molekulargewichte T
Substanz ' o Mw Msp |  Ma . Lit.
(Licht- .| (Sed. + |
'(Archtbald)f Str.) Diff.) l (Osmose) r
T
H 6000 ] 7150 7350 - 6410 | ®)
H 10000 [ 10500 12000 10500 ‘ 9680 | %)
AG 29000 34000 31000 32000 | 29000 80)
W 182 ] 49000 48500 - 43700 )
WSR 35 | 73000 | — 76000 5300 | )
WSR 205 160000 | - 150000 | 7000 )
WSR 301 735000 — 755000 - 6z)
Coagulant 700000 — 800000 l - ()

Tabelle 3. Archibald-Versuche an Polyéthylenglykolen in Wasser

Vorteithaft ist, daB das Archibald-Verfahren auch dann
gute Werte liefert, wenn in der urspriinglichen Losung
Aggregate vorhanden waren4®), was leicht an der Verbrei-
terung des kiinstlichen Bodens erkannt werden kann59), In

Analytisch-technische Untersuchungen I

solchen Fillen gibt die Auswertung der Meniscuswerte di-
rekt das Molekulargewicht des nichtaggregierten Anteiles.

Ein besonders wichtiges Anwendungsgebiet fiir das
Archibald-Verfahren scheint die Bestimmung des Gewichts-
mittels des Molekulargewichtes M,, von Copolymeren zu
werden. Streulicht-Messungen versagen hier hiufig und
liefern u. U. um GréBenordnungen falsche Wertes!). AuBer
zur Molekulargewichts-Bestimmung 148t sich die Methode
auch zur Untersuchung von Assoziations-Dissoziations-
Gleichgewichten verwenden, wie es fiir das Studium von
Monomer-Dimer-Gleichgewichten vorgeschlagen ), fiir ver-
schiedene Reaktionstypen durchgerechnet?2?) und bei der
Untersuchung der Assoziation von a-Chymotrypsm auch
experimentell benutzt wurde33).

Eingegangen am 30. September 1960 {A 110]

Die Ampullentechnik, eine einfache Préizisionsmethode
fir gaschromatographische Untersuchungen

Von Dr. H.CHERDRON, Dipl.-Chem. L. HOHR und Prof. Dr. WERNER KERN

Institut fiir organische Chemie der Universitdt Mainz

Herrn Prof. Dr. Dr. h. c. Hermann Staudinger zum 80. Geburtstag in Verehrung gewidmet

Diese Arbeitstechnik ist zur gaschromatographischen Untersuchung hochsiedender Fliissigkeiten
oder Festsubstanzen (Hochpolymeren) geeignet, kann aber auch bei der Reaktionsgaschromatogra-
phie angewandt werden. Man schmilzt die Probe in eine evakuierte Glasampulle ein und unterwirft
sie dann z. B. einer schonenden Pyrolyse oder Hydrolyse. AnschlieBend wird die Ampulle zertriimmert
und deren Inhalt mit dem Trdgergas in den Gaschromatographen gespiilt. An der Zersetzung von
Polyoxymethylenen wird die Arbeitstechnik erldutert; die hier erzielte Genauigkeit liegt bei etwa 19.

Einleitung

Gaschromatographisch untersucht wurden urspriinglich
nur gasformige oder fliissige Substanzen, da man diese re-
lativ leicht und genau in den Tragergasstrom und damit
auf die Trennséule bringen kann. Aus apparativen Griinden
konnen dabei nur solche Stoffe analysiert werden, deren
Siedépunkt unter 450 °C liegt. In letzter Zeit sind Arbeiten
bekannt geworden, in denen die Gaschromatographie auch
zur Untersuchung von hochsiedenden Fliissigkeiten oder
von -Feststoffen herangezogen wird. Im Prinzip beruhen
diese' Verfahren darauf, daB man die Molekiile der zu unter-
suichenden Probe chemisch oder thermisch in Bruchstiicke
iiberfiithrt, die unterhalb 450°C sieden. So gelang es?),
schwer flichtige organische Verbindungen durch gas-
chromatographische Analyse der bei 800 °C entstandenen
Pyrolyse-Produkte zu identifizieren. Aldehyde und Ketone
lassen sich durch Pyrolyse ihrer 2.4-Dinitrophenylhydra-
zone, organische Sauren iiber ihre Kaliumsalze bestim-
men?). Auch bei der Untersuchung von Polymeren wurde
diese Methodik angewandt, beispielsweise bei der Analyse
von Homo- und Copolymeren von Acryl- und Methacryi-
sdure-estern3-%) und von Vinylacetat-Vinylchlorid-Copoly-
meren®).
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Die Genauigkeit und Reproduzierbarkeit hiangt dabei
vor allem davon ab, wie man die Ausgangssubstanz in
kleinere Bruchstiicke spaltet. Hierfiir sind im wesentlichen
zwei Methoden angewandt worden: Man behandelt ent-
weder die Probe in einem einseitig zugeschmolzenen Réhr-
chen auflerhalb des Gaschromatographen und kondensiert
die Spaltprodukte in einer Kithifalle bzw. spiilt sie direkt
mit dem Tréagergas in den Gaschromatographen ein, oder
man nimmt die Zersetzung im Gaschromatographen selbst
(z. B. am Eingang der Trennsiule) vor. Die Reaktionsbe-
dingungen sind so zu wahlen, daB die Substanz praktisch
momentan zersetzt wird; andernfalls werden die Kompo-
nenten schlecht getrennt bzw. treten als unscharfe Frak-
tionen aus der S&ule aus. So muB beispielsweise die thermi-
sche Zersetzung eines Polyacryi- bzw. Polymethacrylsaure-
esters?-%) an einem Heizdraht bei 800—1000 °C vorgenom-
men werden, obwohl die thermische Stabilitat dieser Poly-
meren wesentlich niedriger ist (Halbwertstemperatur 327
bzw. 328 °C) 7). Bei diesen hohen Temperaturen kgnnen na-
tlirlich Sekundarreaktionen eintreten, so daff die Zahl der
Spaltstiicke zunimmt und damit vor allem die quantitative
Analyse erschwert wird. Das gleiche gilt fiir die Anwen-
dung chemischer Methoden, wie z. B. Hydrolyse oder Acido-
lyse, wo man hohe Saurekonzentrationen und hohe Reak-
tionstemperaturen wahlen muB, um eine momentane Spal-
tung der eingesetzten Substanzen zu erreichen.

) B. G. Achhammer, M. Tryon u. G. M. Kline, Kunststoffe 49, 600
[1959]. — Als Halbwertstemperatur bezeichnet man die Tempera-
tur, bei der das Polymere innerhalb von 30 min zur Halfte zer-
setzt wird.
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