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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-Vertellungen erscheint 
denkbar. Der Anwendungsbereich erstreckt sich von Molekulargewichten von ca. 100 bis zu einigen 106. 

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 zusatzliche Aussagen 
iiber Pauci- bzw. Polymolekularitat gestatten. Als vorteil- 
haft erweist sich auRerdem, da6 die Absolutkonzentration 
des gelosten Makromolekiils nicht bekannt zu sein braucht. 
Zur Ausschaltung der bei endlichen Konzentrationen auf- 
tretenden Wechselwirkungseffekte geniigt vielmehr die 
Kenntnis der MeDdaten an einer Verdiinnungsreihe. 
SchlieBlich ist die Vorbereitung der Proben weit weniger 
kompliziert als z. B. bei Streulichtmessungen. 

Experimentell und theoretisch hat es sich als zweckma8ig 
erwiesen, bei den Vorgangen in der Ultrazentrifuge drei 
Stadien zu unterscheiden: 

1. den TransportprozeD, 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 EinfluD der Diffusion wahrend des Transpor- 
tes schon so merklich ist, da6 keine ungehinderte (,,freie") 
Sedimentation auftreten kann, und schlieRlich 

3. das Sedimentationsgleichgewicht, bei dem der Flu8 
durch Sedimentation und der durch Diffusion sich in jedem 
Volumelement der Ultrazentrifugenzelle gerade ausbalan- 
cieren. 

Von den beiden schon von Suedberg'.) vorgeschlagenen Ver- 
fahren wurde bislang dberwiegend die Transportmethods (Ver- 
fahren der Sedimentationsgeschwindigkeit) verwendet, wahrend 
das Gleichgewichtsverfahren mehr zur Uberprufung theoretischer 
Vcrstellungen und weniger als Routine-Methode diente. 

Die Vorteile der Transportmethode liegen darin, daB sie auf re- 
lativ einfacbeweise Paucimolekularitat bzw. dieverteilung der Sedi- 
mentationskoeffizienten erkennen Wt. Bei der Bestimmung von 
Yolekulargewichten kbnnel: jedoch Komplikationen auftreten, die 
durch den Tranaportvorgang selbst bedingt Bind und nur dann 
wegfallen, wenn das hypothetische System eines molekulareinheitli- 
chen, ungeladenen Geldsten in eiDem einheitlichen LOsungsmittel 
in idealer Lbsung vorliegt. 

1st dagegen eine molekulareinheitliche Substanz in einem nicht- 
einheitlichen Lbeungsmittel gelost (z. B. Eczyme in Salzlbsungen), 
dann ist das berechenbare Yolekulargewicht ISD nicht mehr 
durch die Suedberg-Gleichung (1) gegeben, sondern durch G1. ( 2 ) p ) .  

A ist eine Konstante, in die die Kreuzdiffusionskoefflzierten und 
die thermodynamischen Aktivittltsfunktionen der Bestandteile En- 
zym-Salz und Wasser eingehen. Selbst bei unendlicher Verdunnung 
des makromolekularen Anteiles verschwindet also dieser EinfluB 
nicht. 

*) Erweiterte Fassung eines Vortrages auf der .,Informal Discussion 
on Ultracentrifugation" der Faraday Society vom 14.--15. Sep- 
tember 1960 in Blrmingham sowie mehrerer Vortrage aut den 
Ultrazentrifugen-Kursen der Fa. Beckman instruments GmbH., 
Miinchen, in den Jahren 1958-1960. 

l )  a)  Th. Svedberg u. K .  0. Pedersen: Die Ultrazentrituge. Verlag 
Stelnkopff. Dresden und Leipzig 1940; photomechanischer Nach- 
druck. Johnson Reprlnt Co., New York 1960. b) G. Meyerho#, 
Angew. Chem. 72, 699 [1960]. 

') R. L. Baldwin, J. Amer. chem. SOC. 80, 496 [1958]. 

Bei der iiblichen Berechnung des Molekulargewichtes aus Sedi- 
mentations- und Diffueionskoeftizienten Bollte man daher bei Sy- 
stemen mit  Losungsmitteh nus mehr als einer Komponente nicht 
das wahre Molekulargewicht der gelbsten makromolekularen Sub- 
stanz erhalten. Der Fehler scheint jedoch i. allg. klein zu sein. Er 

so, Do = Sedimentations- bzw. Diffusions-KoefRzienten bei unend- 
iicher Verdiinnung; p m  = Dichte des Losungsmittels; *V = par- 
tieiles spezifisches Volumen des gelosten Makromolekiils ; ct  = Salz- 

konzentration 

ist aber grol3 bei Systemen, die Molekule sehr unterschiedlicher 
Grbfle rnit starken Wedhselwirkunaskrliften' enthalten und dort 
wiederum bei solchen, bei denen der 2. Virialkoeftizient A, niedIig 
oder negativ ist, wie es kiirzlich far  gepufferte Lcsungen von 3- 
Phospho-D-glycerinaldebyd-dehydrogenase gezeigt werden konn- 
tea) .  Hier erhalt man bei der Berechnung des Molekulargewichtes 
mit GI. (1) Werte, die mit der Temperatur abnehmen, aber ein- 
deutig nicht auf revereiblen Assoziations-Dissoziations. Gleichge- 
wichten beruhen. ' 

H a t  man dagegen ein einheitliches Lbsungsmittel nnd ein poly- 
molekulares Gelbstes (z. B. eynthetische Hochpolymere), dann 
berechnet sich aus GI. (1) ein gemischtes Mittel des Molekularge- 
wichtes'-'), dessen numerischer Wert von der Art der Auawertung 
und dem Typ und der Breite der Verteilungsfunktion der Moleku- 
largewichte abhangt. Nach anderer Auffassung8) sol1 das ge- 
mischte Mittel auBerdem noch von der Abhangigkeit der Sedi- 
mentationakoefflzienten vom Molekularpewicht, also vom LOsungs- 
mittel, abhiingen. Hiuweise fur einen solchen Effekt wurden bei 
den Yessungen an extrem hochmolekularen Dextranen (Moleknlar- 
gewichte in  der GrbOenordnung vcn  5 .108)  gefundenB). 

Das Sedimentationsgleichgewicht ist dagegen theoretisch vie1 
einfacher zu ~ r f a s s e n ~ ~ * ~ ~ ) .  Fur die praktische Verwendunq der 
Methode Bind jedoch die Zeiten bis zur Einstellung des Gleichge- 
wichtes auch dann immcr noch zu hoch, wenn man sehr geringe 
Fiillhbhen benutzt'*). Das Sedimentations-Gleichgewicht liefert 
abw bei polymolekularen Substanzen einfach das Gewichtsmittel 
XW des Molekulargewichtes, ferner apielen die Kreuzdiff usions- 
koeftizienten keine Rolle. 

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

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

9 I. Jullander, Ark. Kem., Mineralog. Geol., Ser. A 27, Nr. 8 [ 1945). 
s, S .  J. Singer, J. Polymer Sci. 7 ,  445 [1946]. 
O) G. Herdan, Nature [London] 764, 502 119491. 
') P . - 0 .  Kinell. Svensk kem. Tidskr. 61, 19 [1949]; Ark. Kem. 74. 

327 ri959i. 
L .  E: Milier u. F. E .  Hamm,  J. 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]. 
11) R. L.  Baldwin u. K. E .  van Holde. Fortschr. Hochpolymer-For- 

schg. 1 ,  451 [1960]. 
I*) K. E.  wan Holde u. R.  L.  Baldwin, J. physic. Chem. 62,734 119581. 
la) 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 vollstan- 
diges Gleichgewicht vor. 

2. Theoretische Grundlagen 
Wahrend der Annaherung an das Sedimentations-Gleich- 

gewicht ist der Flub J1 des Gelosten i durch die Einheits- 
querschnittsflache der Ultrazentrifugenzelle in unendlich 
verdunnter Losung 
(3) J, = clsloar-Dl(3c;/br) (i = 1 ,  . . . . , q) 

wobei r der Abstand vom Rotationszentrum und (bcpr )  
der Konzentrationsgradient ist. I m Gleichgewicht ist der 
Flu6 J, an allen Stellen der Ultrazentrifugen-Zelle gleich 
null. Da nun der Meniscus rn der Losung und der Boden b 
der Zelle fur den FIuR des Gelosten undurchlassig sind, 
miissen an diesen Stellen stets die Bedingungen des Gleich- 
gewichtes herrschen, also 

I . >  

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

Aus GI. (5) geht hervor, daB zur Ermittlung des Molekularge- 
wichtes die Bestimmung der Konzentrationsgradienten dc/dr so- 
wie der Konzentrationen an Meniscus und Boden erforderlich sind. 
Da bei der Ableitung ein molekulareinheitliches Gelostes in  einem 
idealen bzw. pseudoidealen Losungsmittel (keine Konzentrations- 
Abhangigkeit des scheinbaren Molekulargewicbts) vorausgesetzt 
wurde, niuI3 ferner noch der EirfluD der Molekulargewichtsvertei- 
lung bzw. der Paucimolekularitat und des nichtidealen Lbsungs- 
verhaltens beriicksichtigt werden. Diese Fragen werden in  den fol- 
genden Ahschnitten diskutiert. 

ArchibaWs) schlug noch ein zweites Verfahren vor, das unab-  
hangig von den (dc/dr)-Werten am Meniscus und Boden arbeitet. 
Wegen seiner aufwcndigen Rechenarbeit ist es bisher nur einmaleO) 
verwendet worden. 

3. Die Ermittlung des Konzentrationsgradiente-n 

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

(dc/dr) 

Zur Auswertung sind daher 
jeweils Konzentrationsgradient 
(bcjbr) und Konzentration ci an 
Meniscus und Boden, der Abstand 
von Meniscus rm und Boden rb 
zum Rotationszentrum und die 
Winkelgeschwindigkeit c.) zu be- 
stimmen. Alle Grdben konnen aus 
einem Ultrazentrifugen-Versuch 
ermittelt werden. Fur molekular- 
einheitliche Stoffe sind 6, und 8b 
gleich grol3 und zeitunabhangig. 

Durch Kombination der GI. (4) 
rnit GI. (1) erhalt man daher 
einen Ausdruck fur  das Molekular- 
gewicht 

Ik.l?iim 
Abb. 1. Philpot-Suensson-Aufnahmen eines Uitrazentrifugen-Versuches nach Archibald an einem 
Copolymerisat aus Fumarsaurediathylester und Isobutyien48) (Fraktion I V) in  Aceton. Spinco- 
Ultrazentrifuge der Fa. Beckman Instruments, 24630 U/min, Phasenwinkel 70 O ,  Aufnahme- 

Abstand 8 min. Ausgangskonzentration co = 1 ,203,10-e g/ml,  T = 25,O'C) 

RT 8h 

Die Gleichungen (4 )  und (5) ergeben sich aus der kinetischen 
Theorie nnd gelten our fur  Zweikomponenten-Systeme. Bei Mehr- 
komponenten-Systemen sind sie nicht mehr giiltig, d a  die Sedi- 
mentations- und Diffusions-KoefAzienten nicht einfach durch die 
entsprechenden Mittelwerte ersetzt werden konnen. Sie sind viel- 
mehr durch die Ausdriicke der Ableitungen der Thermodynamik 
irrevsreibler Prozesse zu e r ~ e t z e n ~ . ' ~ ) .  Eingehendere Betraehtun- 
gen haben jedoch gezeigt16v18), dal3 G1. (5)  aueh zur Bestimmung 
des Molekulargewichtes eines polymolekulareu Gelosten in  einem 
einheitlichen Losungsmittel dienen 'kann. Auf die Frage des Mittel- 
wertes des Molekulargewichtes wird weiter unten eingegangen. 
G1. (5) gilt nicht mehr, wcnn Losungsmittelgemische oder Salz- 
losungen als Losungsmittel verwendet werden. Hierdurch hervor- 
gerufene Fehler scheinen jedoeh innerhalb der experimentellen 
Fehler zu liegen. ~ ' ' 

Der Wert  der vou Archibald vorgeschlagenen Hethode als Rein- 
heitstest wurde schon friih von Pedersen17) diskutiert. Trotzdem 
mag es erstaunlich scheinen, daB es fast 10 Jahre  dauerte, bis das 
Verfahren gr6Dere Beachtung fand, von einzelnen Pionierarbei- 
tenl8.1Q) abgeeehen. Der Grund dafiir liegt darin, daO die experi- 
mentellen Einrichtungen nicht verfiigbar waren, die fur eine ge- 
naue Ermittlung der Versuchsdaten erforderlich sind. Die Fort- 

lo G. J. Hooyrnan, Physica 22, 751, 761 119561. 
la) P .  J. Dunlop, J. physic. Chem. 67, 994 [1957]. 
la) I .  J .  O'Donnell u.  L. J .  Gosting, in W. Hamer: The Structure of 

Electrolyte Solutions, Wiley, New York 1959. 
1 7 )  K. 0. Pedersen, in Les Proteines, Rapport et Discussion, geme 

Conseil de Chimie, Brussel 1953. 
la) C. H. Li, A. Tiselius, K .  0. Pedersen, L. Hagdahl u. H. Carstensen, 

J. bloi. Chemistry 790, 317 [1951]. 
la) J .  Porath, Acta chem. scand. 6, 1237 [1952]. 

. .- 

wahre Konzentrationsgradient a c p r  ergibt sich aus der auf 
einer Zeichnung der vkgro6erten photographischen Platte 
ablesbaren Hohe y zu 

8 = Winkel des Schlierendiaphragmas, wenn die Ablenkung null 
einem ablesbaren Winkel von 90 ' entspricht, L = optischer Hebel- 
arm der Ultrazentrifugen-Optik, T = Lichtweg in  der Ultrazentri- 
fugenzelle (,,Zelldicke"), my = Vergrofierungsfaktor der Ultra- 
zentrifugen-optik i n  y-Richtuog, E = VergroDerungsfaktor des 
VergroOerungsapparates. Weitere Bezeichnungen kilnnen der 
Abb. 2 entnommen werden. 

Die Bestirnmung der y-Werte setzt eine gute Justierung 
der Optik vorausal). Eine geniigend genaue Bestimmung 
ist ferner nur  dann gegeben, wenn als Schlierendiaphrag- 
men A/2-Phasenplattena2) mit eingebettetem Drahtg3) ver- 
wendet werden. Phasenplatten sind in modernen kommer- 
ziellen Ultrazentrifugen bereits eingebaut. Die in alteren 
Apparaten als Schlierendiaphragmen vorhandenen Balken, 
Drahte, Schneiden, Spalte oder Skalen geniigen den Anfor- 
derungen der Archibald-Methode in der Regel nicht. 

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

R. A .  Brown, D .  Krifchevsky u .  M .  J. Davies, J. Amer. chem. SOC. 
76, 3342 119541. 
R. Trautrnan, Biochim. biophysica Acta 28,417 [1958]. 
A. Wolfer,  Ann. Physik 7, 182 [1950]. 

[1954]. 
13j R.  Trautman u. V .  W. Burns, Biochim. biophysica Acta 74 ,  26 
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trie der Zellen ahgeschnitten 20),  ferner erhalt man eine scheinbare 
Verkiirzung der Zelle durch die sonst iibliche Justierung auf maxi- 
malen Gradientenl') und schlieDlich entspricht der Zellenboden 
bei vielen. Ultrazentrifugen-Zellen nicht'dem Ideal eines Kreisbo- 
gens, der vom Rotationszentrum aus geschlagen wurdea5). 

Ein groBer Teil dieser Fehler kann vermieden werden, wenn man 
einen kiinstlichen Boden durch Unterschichten der zu untersu- 
chenden Fliissigkeit mit einer anderen erneugt, die dichter als diese, 
moglichst lichtdurchlassig sein und auDerdem nicht mit der zu un- 
tersuchenden Lilsung reagieren 5011. A18 solche Unterschichtungs- 
Aiissigkeiten haben sich fur waBrige Losungen bewahrt: Chloro- 
formz5), Silicon-61 Dow CoruinB 55525) oder Wacker AR 7 1 O Z 6 ) ,  
QuecksilberZ0) und fluorierte Kohlenwasserstoffe wie Perfluor- 
tributylamin (Fluorchemieal FC-43 der Minnesota Mining and 
Manufacturing C O . ) ~ ' )  oder ein oligomeres Copolymeres aus Tri- 
AuorchlorLthylen und Vinylidenfluorid (Kel-F-Polymer Oil No. 1, 
The Kellogp Chem. Comp.)12). Mit Chloroform erhalt man aller- 
dings bei vielen Losungen von Proteinen an der Grenzflhche leicht 
Aggregationen, die jedoch durch eine Verbreiterung der Boden- 
h i e  rnit der Zeit erkannt werden k0nnenz6). 

Bei der Ultrazentrifugation von Makromolekulen in Salzlosun- 
gen ist die Basislinie durch die partielle Sedimentation der Sake  
of t  gekriimmt. In diesem Falle verwendet mal: vorteilhaft Doppel- 
sektor-Zellen, bei denen eine Zelle die L6EUng, die andere das Lo- 
sungsmittel aufnimmt. Bei genau gleich hoher Fiillunb erhalt man 
dann durch optische Subtraktion direkt den Konzentrationsgra- 
dienten der Lasung des Makromolekiils. 

Die Konzentrationsgradienten wurden meist durch Mes- 
sungen mit einer P hilpol-Svensson-Optik bestimmt, da hier 
direkt die dern Konzentrationsgradienten proportionalen 
y-Werte erhalten werden. Bei Interferenzmessungen miis- 
sen die Konzentrationsgradienten aus den An = f (c)-Kur- 
ven erst berechnet werden. Messungen mit einer Rayleigh- 
Interferenzoptik sind daher bislang nur einmal berichtet 
worden28). 

Baldwinl l )  hat  jedoch ein Rechenverfahren angegeben, 
das die (bc/br)-Werte auch ohne numerische Differentiation 
zu ermitteln gestattet, so daB man die hohere MeBgenauig- 
keit der Rayfeigh-Interferenzoptik ausnutzen kann. Nach 
diesem Verfahren hat man 

- 

aufzutragen, wobei die Werte von AC,/ACL und (r-rm) 
direkt aus den photographischen Platten entnommenwerden 
konnen. Der Grenzwert der Funktion (7) liefert dann 
direkt den gewunschten Ausdruck. 

(7) 

4. Die Konzentration an Meniscus bzw. Boden 

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

(6) 
rP 

c, = co - (r*/rh) (bc/br) dr = c,- Ac, 
rm 

r, = Abstand des Meniscus vom Rotationszentrum, rp = 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. 

x4) S. M. Kfainer u. G. Kegeles. J. physic. Chem. 59, 952 (19551. 
ns) A. Ginsburg, P .  Appel u. H. K. Schachrnan, Arch. Biochern. Bio- 

physics 63-545 [1956]. 

r1959i. 
xa) H.-G. Elias u. H .  H. Sehlubach, Liebigs Ann. Chern. 627, 126 

*') b. A.'Yphantis, J. physic. Chem. 63, 1742 [195Q]. 
W.  F. H. M .  Mornmaerts u. B. Blankenhorn Aldrich, Biochim. 
biophysica Acta 28, 627 [1958]. 

Bei der Ableitung der GI. ( 8 ) a 4 - 2 9 ) ) ,  die auch fur polymolekulare 
Substanzeu gilta9), wuide lediglich das Gesetz der Erhaltnng der 
Masse zugrundegelegt. Die Berechnungen gingen von der Lamnz- 
schen Differentialkleichung der Ultrazentrifugeso) aus und be- 
nutzten einige bekannte Losungsvors~hlage~~~~~). Bei kompressib- 
len Losungsmitteln gilt ledoch das in G1. (8) enthaltene Quadrat- 
gesetz der Verdunnungl8) nicht mehr8*). I m  Gegensatz nu Sedi- 
mentationsgeschwindigkeits-Messungena4) ist dieser Effekt be1 
Archibald-Versuchen aber nur von gerirger Bedeutung, da dle Ver- 
suche sowieso bei geringeren Umdrehungsgeschwindigkeiten als 
dort ausgefuhrt werden. 

Die Ermittlung der Ac-Werte ist neben der der (ac/br)- 
Werte das zweite experimentelle Hauptproblem bei Archi- 
bald-Versuchen. Bei kurzen Sedimentationszeiten, nied- 
rigen Geschwindigkeiten und/oder kleinen Sedimentations- 
koeffizienten strebt der Exponentialfaktor der Verdun- 
nungs-Gleichung 
(9) c,, = co exp (-2 &,t) 

dem Wert null zu. Die Konzentration cp in der Plateau- 
Zone (vgl. Abb. 2) ist daher praktisch gleich der Anfangs- 

Bezugsinie Meniscus 
Lufi-LOsg. 

J. J- 

I 1  1 
Boden Bezugslinie 
d i'elle 

t 
m r, 

t 
'b 

Abb. 2. Schernatische Zeichnung fur die Auswertung typischer 
Archibold-Versuche (vgl. auch Abb. I )  

konzentration c,,, und der Korrektur-Faktor (r2/rem) in 
GI. (8) wird 1. In  diesem Falle kann man die Konzentra- 
tionsverschiebung iiber GI. (10) berechnen. F, ist dabei 

F m . t g 6  
*Ac - - LTrn,rn,,EX(dn/dc) ('P =z. co) 

die Flache unter der Gradientenkurve ( F  = (dn/dx).dx) 
und m, die VergrSBerung der Ultrazentrifugen-Optik in 
x-Richtung. Die Fllche wird dazu auf der vergro6erten 
Zeichnung der photographischen Platte ausplanimetriert. 

Bei bekanntem Sedimentations-Yoeffizienten laRt sich 
die Konzentration cp in der Plateau-Zone iiber GI. (9) 
auch dann berechnen, wenn sie stark von der Anfangskon- 
zentration c, abweicht, Winkelgeschwindigkeit 0, Sedi- 
mentations-Koeffizient s, bei der betreffenden yonzentra- 
tion und Zeit t also groB sind. Aus der Konzentration cp 
kann dann die Konzentration c, am Meniskus iiber GI. (1 1) 

(1 1) c,, = cp - j P ( t x \ b r )  dr = c P -* Acm 

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

? O )  G. Kegeles, S. M. Klainer u. W. J .  Salem, J. physic. Chem. 61, 

3 0 )  0. Larnm, Arb. Mat., Astronoml Fysik, Ser. B 2, 21 [1929]. 
31) H. Guffreund u. A. G. Ogston, Biochem. J .  44, 163 (19491. 
3 a )  R. L. Baldwin, ebenda 55.644 [1953]. 

H. Fujita, J .  Arner. chem. SOC. 78, 3598 [1956]. 
34) H.-G. Elias, Makrornolekulare Chem. 29, 30 [t959]. 

'rn 

- __ 
1266 [195?]. 
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Bei groden werten fur den Sedimentations-I(oefRzienten, Win- 
kelgeschwindigkeit und/oder'V~rsuchszeit sowie unbekanntem Se- 
dimentations-KoefRzienten sind aufwendigere Rechen-Verfahren 
erforderlich. Ale solche wurden vorgeschlagen: trapezoidale Inte- 
gration's), Einfiihrung einer neuen Hilfsskala (z-Skala)'S) und Be- 
nutzung eines zusirteliehen Hilfsversuchee in einer Zelle mit syn- 
thetischer Grenzsehichta6). Fiir nirhere Einzelheiten mu0 auf die 
Original-Literatur*6~a6,") sowie euf") verwiesen werden. 

Bei polymolekularen Substanzen wird der EinfluD der 
Konzentrationsverschiebung natiirlich schon dann elimi- 
niert, wenn man wie ublich auf die Zeit null extrapoliert 

Alle bisherigen Betrachtungen setzten voraus, da6 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 mu13 die Konzentration am Me- 
niscus uber GI. (12) berechnet ~ e r d e n ' ~ ) .  Die Anderung der 

(s. u.). 

116 
23.6 
35,O 
44,2 
30,4 

Konzentration am Meniscus ist inzwischen auch theore- 
tisch untersucht worden271~8). 

114 
16,5 
26.0 
16,6 
17,4 

5. Der EinfluB der Molekular-Uneinheitlichkeit 

Bei pauci- oder polymolekularen Substanzen uberlagert 
sich wahrend des Sedimentations-Vorganges der Konzen- 
trationsverschiebung noch eine solche des Molekularge- 
wichtes, da die Substanzen mit hoheren Sedimentations- 
koeffizienten denen mit niedrigeren vorauseilen. Zu Beginn 
des Versuches kann aber eine solche Auftrennung nach den 
Molekulargewichten noch nicht vorhanden sein. Man tragt 
daher die 6-Werte fur Meniscus und Boden in einem 
Diagramm gegen die Zeit auf und extrapoliert auf den An- 
fangszustand, der aber nicht notwendig die Zeit null des 
Versuchsbeginns zu sein braucht. Die Extrapolation ist 
nicht immer einfach, da die Kurven haufig gekrummt sind 
(Abb. 3). Aus der Kurvenform sollten sich im Prinzip 

Meniscus 

0 70 20 30 W 50 60 70 80 90 
t [min] 4 cmm 

Abb. 3. Extrapolation der 6,- und Sh-Werte auf den Anfangszu- 
stand be1 polymolekularem Gelosten fur ein Chondroitlnschwefei- 
saure-PrHparat (CS 1 ) ;  co = 4,90.10 -"glml, T = 25,OOC; 8-Werte in 

wiilkurilchen Einheiten 

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

Eine exaktere Extrapolation auf den Anfangszustand ist 
moglich, wenn man die Gt-Werte gegen die Wurzel aus der 
Zeit auftragt, da diese Kurven auch bei polymolekularen 
Stoffen bis zum Verhaltnis ct/c, = 0,6 linear sein solltena7). 

~ ~~ 

3s) R. Trautrnan, J. physic. Chem. 60, 1211 [1956]. 
M) A. Ehrenberg, Acta chem. scand. 1 7 ,  1257 (19571. 

H . 4 .  Elias: Theorle und Praxls der Ultrazentrifugen-Technlk, 
Beckman lnstruments OmbH., Miinchen, 2. Aufl. 1961, Im Druck. 

38) H .  Fujito u. V .  J .  MocCosham, J.  chem. Physics 30. 291 (19591. 

6. ber  EinfluB der Nichtidealhit der Larungclr 

Losungen von Makromolekulen zeigen nur in seltenen 
Fallen (0-Temperatur) ein pseudo-ideates Verhalten, d. h. 
eine Konzentrationsunabhangigkeit der Me6werte. Eine 
Durchrechnung ergibt fur nicht zu hohe Konzentrationenza) 

(13) 

bzw. in eine Reihe nach Potenzen der Konzentration ent- 
wickelt 
(14) 

wobei yg der Aktivit2tskoeffizient des Gelbsten und 4, 
A,. . . . die zweiten, dritten.. . .Virialkoeffizienten sind. 
Das in GI. (13) in Klammern stehende Aktivitatsglied ist 
ein sehr komplizierter Mittelwert, das Gewichtsmittel uber 
das z-Mittel, entsprechend auch der in GI. (14) auftretende 
2. Virialkoeffizient. Man kann daher nicht erwarten, da6 
die 2. Virialkoeffizienten aus Archibald-Mesbungen denen 
aus Streulichtmessungen, kombinierten Sedimentations- 
und Diffusionsmessungen oder osmotischen Messungen 
gleich sind, es sei denn bei einem molekulareinheitlichen 
Gelosten im einheitlichen Losungsmittel (Zweikomponen- 
ten-Systeme). 

- 1 
- (1 + ((d In Yg/d In cIz),d _ _ -  _ -  1 

Mapp Mw 

1 1 - _ _ = _  + 2 A,c + 3 A,ca + . . . , . . . . 
MW 

, 1 I I A, I Fa" 
~ ~ ~~~ 

P o l y H t h y l e n g l y k o l  
H 10000 25 Wasser I 10900 9700 
W S R 3 5  25 Wasser ' 74000 1 5300 
WSR205 ' 25 I Wasser 156000 7000 
WSR 301 25 Wasser I 750000 ~ - 
Coagulant 1 25 I Wasser 800000 - 
H e p a r i n  

1V 25 i 1 n YC1 1 13800 1 - 
1 25 1 n YCI 15700 - 

Virialkoeffiz. 
Sedi- 

ment.+ i Diffus. 

3-Phospho-~-glycerinaldehyd-dehydrogenase 
Glycin-NaOH- I 117000 1 - I -1,7 1 -0,36 1 2o 1 NaCI-Puffer 

Tabelle 1 .  Vergleich der nach verschiedenen Methoden erhaltenen 
2. Vlrialkoeffizlenten An ( a t r n ~ ~ m ' ~ g - * ) * ~ - ~ * )  

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 Nw aus Archibald- oder Lichtstreu- 
ungs-Messungen und die Zahlenmittel Rn aus osmotischen 
oder Endgruppen-Bestimmungen angegeben. Man ent- 
nimmt der Tabelle 1, daB bei den polymolekularen Poly- 
athylenglykolen im einheitlichen Losungsmittel Wasser die 
nach den verschiedenen Methoden ermittelten 2. Virial- 
koeffizienten numerisch um so besser iibereinstimmen, je 
starker das Verhiltnis M,/Mn dem Wert 1 zustrebt. Bei 
Stoffen in Mischlosern (z. B. Salzlosungen) 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 me6bare Konzentrations- 
abhangigkeit eingehen (fur Ultrazentrifugenmessungen, 
~ g l . 1 ~ .  11), fur Streulicht-Messungen vg1.43)). 

- -  

so) Th. A. Rifscher u. H . 4 .  Elias, Makromolekulare Chem. 30,48 

40) F. Pofat u. H . 4 .  Elias, Naturwissenschaften 46, 322 [1959]. 
41) H . 4 .  Elias, A. Garbe u. W. Lamprecht, Hoppe-Seylers 2. physlol. 

Is) S. N. Timasheff u. M. J.  Kronman, Arch. Blochem. Biophysics 

[1959]. 

Chem. 319, 22 (19601. 
H.-G. Elias, unver6ffentl. 

83, 60 [1959]. 
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7. Das Trautman-Verfahren 

Ein elegantes Verfahren wurde von T r a ~ f m a n ~ ~ . * ~ )  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 
(bc/br)-Werte am Meniscus, und zwar solange, bis (bclar) = 
0 wird. 

Durch einfache Umformung von GI. (5 )  erhi l t  Trautrnan 
unter Einfiihrung eines neuen Parameters q z. B. f u r  die 
Werte am Meniscus 
(15) qm = Mapp (I-*VPLsg).Co-Mapp (I-*VPhE)'Acm 

Aus den Neigungen la6t sich das Molekulargewicht einer 
Komponente sowie das Gewichts- und das z-Mittel des 
Molekulargewichtes des Gemisches beider Komponenten 
bestimmen. Zusammen rnit den ebenfalls erhaltlichen Yon- 
zentrationen laOt sich dann das Molekulargewicht der an- 
deren Komponente errechnen. Das Verfahren arbeitet 
auch dann gut, wenn keine vollstandige oder sogar iiber- 
haupt keine Trennung der einzelnen Komponenten erreich- 
bar ist. Eine vollsthdige Trennung der Gipfel ist aber beim 
Transportverfahren iiberhaupt erst die Voraussetzung fur 
eine Bestimmung der Sedimentations-Koeffizienten. 

Allerdings scheinen naoh Erlander und Foster4s) nicht beliebig 
F r o b  Konzentrations-Unterschiede faDbar zu sein, d a  fur eine ge- 
niigende YeBgenauigkeit ein Konzentrationsverhlltnis von l: 5 
nicht untersohritten werden darf. 

Urn mbglichst 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 a t ~ d e r t 4 ~ ) .  

Bei polymolekularenStoffen sollte man in einemTrautman-Dia- 
gramm eine gekrummte Linie erhalten, was bei Amylose-Frak- 
tionen auoh gefunden wurdd'). Leider wurde in  dieser Arbeit 
nicht versuoht, aus dem Trautman-Diqramm die Molekularge- 
wichtsverteilung zu berechnen und  mit anderen Methoden zu iiber- 
priifen. Es mu6 daher offan bleiben, ob au8 Archihald-Ttautmnn- 

Die qb-Werte sind analog zu berechnen. Tr lg t  man daher 
q, bzw. qb gegen die Ac,- bzw. Acb-Werte auf, so sollten 
bei rnolekulareinheitlichen Stoffen bzw. Substanzen mit 

Abb. 4. Trautman-Diagramm fur Messungen an einem Polyathylen- 
glykol W 182 in Wasser"); co = 3,96.10a g/ml, T= 25,OoC, 

0 29500 U/min, 0 44700 U / m h  

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

Bei paucimolekularen Systemen erhalt man in einem 
Traufman-Diagramm statt einer einzigen Linie deren zwei 
oder mehr, wie es zuerst von Erlander und FosfeP5)  an 
praktisch pseudo-idealen Losungen gezeigt wurde (Abb. 5). 

+- A*c + 

Abb. 6. Trautman-Diagramm elner Mischung aus menschlichem 
Mercapto-Albumin (1,964.10-* g/ml) und Ribonuclease (2,185.10-5 
g/ml), nach Erlander und Fostera).*q- und *Ac-Werte In willkiir- 
lichen Einheiten. o 12590 U/min, 0 20410 U/min, 0 39460 U/min, 

m 59780 U/min 

A C ~ .  703 - - AC,. 103 

IA110.71 Ib/mr/ 
Abb. I. Trautman-Diagramm der Ultrazentrifugen-Aufnahmen fur 
die Fraktion IV elnes Copolymerlsats aus  Fumarsaurediathylester 
und I s o b ~ t y i e n ~ ~ )  In Aceton; c,, = 8.03.10-5 g/mi, 24630 U/min, 

T = 25,O OC 

Abb. 5. Schematische Zeichnung fiir dle Auswertung von Trautrnan- -~ 
Diagrammen be1 paucimolekularen stoffen mit zwei ~~~~~~~~t~~ 1 ") w. B. merett u. J. F .  Foster, J* h e r .  them. 87,3459 r19591. 

") H.-G. Elim u. R. Merkle, unver6ffentl. ; R. Merkle, Diplom-Ar- 

"B)  Prrlparation vgl. K.-H.Jaeger u. H. Mittenzwei, Klin. Wschr. 36, 
beit, ETH. Zurlch 1960. und 2; nach Erlander und Foster") 

'4) R.  Trautrnan u. Ch. F. Crampton, J. Amer. chem. SOC. 87, 4036 
(19591. 441 [1958]. 

l r )  S. R. Erlander u. J .  F. Foster, J. Polymer Sci. 37, 103 (19591. D.  Starck, Diss., ETH Zurich 1960. 
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Versuchen Molekulargewichtsverteilungen mit geniigender Ge- 
nauigkeit bestimmt werden kihmen, umso mehr, als nach den 
Rechnurgen von Yphanlisa7)  in Traufman-Diagrammen auch 
dann gekriimmtc Linien auftreten, wenn nichtideale Losungen 
cines molekulareinheitlichen Stoffes vorliepen. Allerdings wurde 
ein solches Verhalten experimentell bei den bekannt stark nicht- 
idealen L S ~ u n g e n ~ ~ )  von praktisch molekulareinheitlichen Polg- 
athylenglykolen in Wasser nicht g e f ~ n d e n ~ ~ )  (vgl. auch Abb. 4 ) .  
Sgstematische Versuche zur Restimmung der Molekulargewichts- 
verteilung aus Archibald-Versuchen Rind in unseren Labnratorien 
begonnen worden. 

Die qb-Werte des Bodens weimn nicht immer die theoretisohe 
Abhangigkeit von der Koneentrationsverschiebung auf. Haufig 
Andet man Verschiebungen wie in Abb. 6, was auf optische Fehler 
hinweist. Bei synthetischen Hoohpolymeren erhalt man gelegent- 
lich Bilder wie Abb. 7. Hier schneiden sich zwar die q m =  f (Acm) 
und qb = f(Acb)-Funktionen in einem Punkt bei bc = 0, die Ge- 
raden besiteen jedoch verschiedene Neiqungen. Der Effekt ist ver- 
mutlich auf die Kompressibilitat der am Roden der Zelle sich be- 
flndenden Polymerteilchen zuriickzufuhren, was sich u. a. in einem 
mit dern Drnck variablen Rrechunpsindex-Inkrement aullert. 

I M 
(For- 

(Sed. + Diff.) 1 mel) 
HSD 

I 

8. Die Mittelwerte des Molekulargewichts 

Schon fruh wurde erkannt13), daR die dem Anfangszu- 
stand entsprechenden 6- bzw. q-Werte dern Gewichtsmittel 
des Molekulargewichtes R, entsprechen. Extrapolation 
auf unendliche Verdiinnung vorausgesetzt. Dieser Anfangs- 
zustand ist beim Archibald-Verfahren durch eine Extra- 
polation der 8-Werte auf die Zeit 0 erhaltlich, beim Traut- 
man-Diagramm aus dem Ofdinaten-Abschnitt fur  Acm = 0 
errechen bar. 

Bei endlichen Zeiten (entsprechend endlichen Ac-Wer- 
ten) bekommt man jedoch nach Yphantis2?) 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 F0sfer4~) 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) rnit dem 
z-Mittel identisch, bei statistischen Knaueln liegt er zwi- 
schen z- und Gewichtsmittel. 

Lit. 

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. AuCerdern wurde das Verfahren zu Molekulargewichts- 
bestimmungen an folgenden Substanzen verwendet, fur 
die aber keine Vergleichswerte bekannt sind: Polyfructo- 
sane aus Grasern Is), Laevan (B. mesenfericus) za),  Histon- 
Fraktionen44) und Bacitracin19). 

Bei synthetischen Makromolekiilen wurde das Verfahren 
seltener verwendet. Die ersten Messungen an einem Poly- 
meren (Polyvinylchlorid) stammen von Kegeles, Klainer 
und Salemz9), doch fehlen Kontrollmessungen nach anderen 
Methoden. Messungen von El ia~s9.4~* 47) an Polyathylen- 
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 hervofgeht, scheint die 
obere Grenze der noch sicher mel3baren Molekulargewichte 
in der GroRenordnung von einigen lo8  zu liegen. Dextrane 
rnit Molekulargewichten von 5.108 9) konnten nicht mehr 
nach dem Archibald-Verfahren bestimmt werden, weil 

1 Molekulargewichte I I 
Substanz 1 Hw 

1 Archibald 

I cc-Ketosuccinamidsaure , 
reaktive Form I 130 
inaktive Form , 260 

Raffinose l 505 

L-Cystinpeptid (A) 231 
1 250 

Glycyl- L-Leucin 188 

410 Peptid-Fraktionen 
aus dem adrenocor- 
ticotropen Hormon 

Digitonin 
Heparin I I 15800 
Heparin IV 1 13800 
Chondroitinschwefel- 

saure CS 1 1 86500 
3-Phospho-~-glycerin- I 

aldehyd-Dehydro- j 
genase 117000 

14000 
Ribonuclease ' { 14000 

1 14000 
Cytochrom c 13300 

CO-Myoglobin 18 300 
Rhodanese 1 36300 
Alkoholdehydrogenase, 84400 

Altes gelbes Enzym 106000 
Myeloperoxydase 1 157000 

Rinderserumalbumin 

@-Lactoglobulin 

Myosin 

Poly-m-lysyl-L-tyrosin! 23700 
Lysozym 14100 
Apurinsaure 27 000 
Amylose-Fraktion I 2080000 
*) Lichtstreuung. 

Apomyoglobin I I 18800 

aus Leber 

- 
222 
410 
410 

I 400 
2 800 
2 500 
2 600 
1310 
15 500 
I3 700 

83000 

117000 

14000 

1 3 300 
17 200 
18500 
38 000 
83 300 

- 

- 

102 000 
149 000 
72200 
- 

67000-71000 
35 400 
- 

850000'") 
23900 

25000') 
2440000*) 

14000--17000~1) 

l -  
I -  
l -  

! -  I 13683 
I 13895 

- 

I -  

Tabelle 2. Ergebnisse der Molekulargewichtsbestimmungen nach 
dem Archibald-Verfrihren an natiirlich vorkommenden Makromole- 

kiilen und niedermolekularen Substanzen 

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

Das Traufman-Diagramm ist erst bei wenigen Messungen 
benutzt worden: Arnylo~e-Frakt ionen~~),  Histon-Frak- 
tionen44), R i b o n ~ c l e a s e ~ ~ ) ,  O v a l b u m i r ~ ~ ~ ) ,  PolyBthyien- 
glykolen 39,42v47), einem Hormon-Extrakt aus dem Thy- 

4 7 8 )  und Fraktionen von Copolymerisaten aus Fumar- 
saure-diathylester und Isobutylen4*). 
_ _ _ _  

P. H .  v. Hippe l ,  H .  K. Schachman, P .  Appel u. M. F .  Morales, 
Biochim. Biophysica Acta 28,504 [1958]. 

50) S .  S .  Cohen u. H .  K .  Schachman, Virology 3,575 [1957]. 
51) W .  Bushuk u. H .  Benoit, Canad. J. Chem. 36, 1616 [1958]. 
58) G. Kegeles 11. M. S .  Narsinga Rao, J. Amer. chem. SOC. 80, 5721 

119581. 
Is) M. S. Narasinga Rao, ebenda 80, 5724 [1958]. 
54) T. T. Otani u. A. Meisfer,  J. biol. Chemistry 224, 137 119541. 
Js) R. Wade, H. Winitz, u. J .  P. Greenstein, J. Amer. chem. SOC. 78, 

373 (19561. 
s6) S. M. Klainer u. G. Kegeles, Arch. Biochem. Biophysics 63, 247 

[1956]. 
07) F .  Patat u. H.-G. Elias, Hoppe-Seylers Z .  physiol. Chem. 315, 

58) H.-G. Elias u. F .  Patat, Naturwissenschaften 47, 10s [1960]; 
Abhandl. math. naturwiss. Klasse Akad. Wiss. Literatur Mainz 
1960, No. 4. 

Schramm u. H. H. Weber. ebenda 56, 61 [1950]. 

Academic Press Inc., New York 1953. 

364 119561. 

1 [1959]. 

5 9  F .  Micheel u. H .  L. Hulsmann, Chem. Ber. 93, 13 [1960]. 
6 " )  H .  Portzehl, 2. Naturforsch. 56, 75 [1950]; H .  Portzehl, G. 

81) J .  T. Edsall, in H .  Neurath u. K. Bailey: The Protelns, Vol. I B, 

@ I )  D .  B. Smith, G. C. Wood u. P .  A. Charlwood, Canad. J. Chem. 34, 
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I Molekulargewichte r- 
Substanz I %- ' t AsD 1 ?& , 1 it 

H 6000 
H I0000 
AG 29000 
w 182 
WSR 35 
WSR 205 
WSR 301 
Coagulant 

1 7i50 
10500 I 34000 

I 49000 
73 000 

I I60000 
735000 
700 000 

7 350 

31 000 
4.8 500 

I l2000 

I -  
i -  - 

- 
10500 
32 000 

76000 
I 50 000 
755 000 
800000 

- 

i (Osmose) [ 
I 

1 9680 ' 29000 

5 300 

I 

6410 j 

43700 1 
Tabelle 3. Archibald-Versuche an Polyathylenglykolen in  Wasser 

Vorteilhaft ist, daB das Archibald-Verfahren auch dann 
gute Werte liefert, wenn in der urspriinglichen Losung 
Aggregate vorhanden warend9) , was leicht an der Verbrei- 
terung des kiinstlichen Bodens erkannt werden kann5O). In 

I Analytirch-technische Untersuchungen I 

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

Ein besonders wichtiges Anwendungsgebiet fur das 
Archibald-Verfahren scheint die Bestimmung des Gewichts- 
mittels des Molekulargewichtes A, von Copolymeren zu 
werden. Streulicht-Messungen versagen hier haufig und 
liefern u. U. um GroBenordnungen falsche Wertesl). AuBer 
zur Molekulargewichts-Bestimmung laat sich die Methode 
auch zur Untersuchung von Assoziations-Dissoziations- 
Gleichgewichten verwenden, wie es fur das Studium von 
Monomer-Dimer-Gleichgewichten vorgeschlagen 36), fur ver- 
schiedene Reaktionstypen durchgerechnet 52) und bei der 
Untersuchung der Assoziation von a-Chymotrypsin auch 
experimentell benutzt ~ u r d e ~ ~ ) .  

Eingegangen a m  30. September 1960 (k 1101 

Die Ampullentechnik, eine einfache Prazisionsmethode 
fur gaschromatographische Untersuchungen 

Von Dr. H. C H E R D R O N ,  Dip1.-Chem. L. H o H R  und Prof. Dr. W E R N E R  K E R N  

Inslitut fur  organische Chemie der Universitat M a i m  

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

Diese Arbeitstechnik ist zur  gaschromatographischen Untersuchung hochsiedender Flussigkeiten 
oder  Festsubstanren (Hochpolymeren) geeignet, kann aber  auch bei d e r  Reaktionsgaschromatogra- 
phie angewandt werden. Man schmilzt die Probe in eine evakuierte Glasampulle ein und unterwirft 
sie dann z. B. einer schonenden Pyrolyse oder  Hydrolyse. AnschlieRend wird die Ampulle zertrummert 
und deren lnhalt mit dem Tragergas in  den Gaschromatographen gespult. An d e r  Zersetzung von 
Polyoxymethylenen wird die Arbeitstechnik er lauter t ;  die hier erzielte Genauigkeit liegt bei e t w a  1%. 

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 Trennsriule bringen kann. Aus apparativen Griinden 
konnen dabei nur solche Stoffe analysiert werden, deren 
Siedepunkt unter 450 "C liegt. In letzter Zeit sind Arbeiten 
bekannt geworden, in denen die Gaschromatographie auch 
zur Untersuchung von hochsiedenden Flussigkeiten oder 
von Feststoffen herangezogen wird. Im Prinzip beruhen 
diese'verfahren darauf, daO man die Molekiile der zu unter- 
sbchenden Probe chemisch oder thermisch in Bruchstiicke 
iiberfiihrt, die unterhalb 450°C sieden. So gelang esl) ,  
schwer fliichtige 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 Yaliumsalze bestim- 
menz). Auch bei der Untersuchung von Polymeren wurde 
diese Methodik angewandt, beispielsweise bei der Analyse 
von Homo- und Copolymeren von Acryl- und Methacryl- 
saure-estern s-5) und von Vinylacetat-Vinylchlorid-Copoly- 
merens). 
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32, 454 [1960]. 

3, 61 [1960]. 

Die Genauigkeit und Reproduzierbarkeit hangt 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 Rohr- 
chen auOerhalb des Gaschromatographen und kondensiert 
die Spaltprodukte in einer Yiihlfalle bzw. spiilt sie direkt 
mit dem Tragergas in den Gaschromatographen ein, oder 
man nimmt die Zersetzung im Gaschromatographen selbst 
(z. B. am Eingang der Trennsaule) 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 Saule aus. So muB beispielsweise die thermi- 
sche Zersetzung eines Polyacryl- bzw. Polymethacrylsaure- 
 ester^^-^) 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 konnen na- 
tiirlich Sekundarreaktionen eintreten, so daR die Zahl der 
Spaltstiicke zunimmt und damit vor allem die quantitative 
Analyse erschwert wird. Das gleiche gilt fur 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. 0. 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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