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Berichte der Deutschen Chemischen Gesellschaft.

1934, Nr. 11, — Abteilung A (Vereinsnachrichten) — 7. November.

The Svedberg:

Die Ultrazentrifuge und ihr Verwendungsgebiet.
[Zusammenfassender Vortrag, gehalten auf Veranlassung der Deutschen Chemischen
Gesellschaft anf der 93. Versammlung der Gesellschaft Deutscher Naturforscher
und Arzte in Hannover am zo. September 1934; eingegangen am z7. September 1934.]

Die Ausdehnung der Wahmehmungs- und MeBmoglichkeit kleiner Ob-
jekte iiber die vom gewshnlichen Mikroskop gesetzten Grenzen hinaus ist
im Ultra-mikroskop realisiert, und so wird die Abtrennung — und evtl.
auch die Messung — von Teilchen, welche gewshnliche Filter passieren,
durch das Ultra-filter ermdglicht. In Analogie mit diesen Bezeichnungen
wurde vom Verfasser der Name Ultra-zentrifuge fiir einen neuen Instru-
menten-Typus vorgeschlagen, der unter Ausnutzung der Zentrifugalkraft
die Messung von Teilchengréflen in hochdispersen Solen und die Bestimmung
von Molekulargewichten in Losungen hochmolekularer Stoffe bezwecken
sollte (2, 3) *).

Drei Hauptkennzeichen charakterisieren die Ultra-zentrifuge gegeniiber
den gewdhnlichen Zentrifugen: Konvektions-Freiheit, Anordnungen fiir die
genaue Messung der Sedimentation wihrend der Rotation, Zentrifugal-Felder
hoher Intensitit und Homogenitit. In den meisten Laboratoriums-Zentrifugen
bilden sich in den relativ langen Fliissigkeits-Sdulen infolge der Reibung der
Gefille an der umgebenden Luft und wegen der Lagerwdrme starke Kon-
vektions-Stréme aus, welche eine regelmillige Sedimentation sehr kleiner
Teilchen verhindern. Die Milch- und Ol-Separatoren, sowie die Winkel-
Zentrifugen vermeiden durch verminderte Fallh6he zum Teil diese schidliche
Konvektion. Wenn es sich aber um genaue Messungen handelt, miissen
Konvektions-Stréme vollkommen ausgeschlossen sein. Dies wird bei unseren
Ultra-zentrifugen durch Herabsetzung der Gas-Reibung und guten Wirme-
Ausgleich (Wasserstoff-Vakuum), durch Ol-Spiilung der Lager und durch
Beschrankung der zu studierenden Fliissigkeitsmengen auf sehr kleine Vo-
lumina (0.1—~1.0 ccm) erreicht. Die Messung der Sedimentation wird unter
Verwendung plan-paralleler, durchsichtiger Sedimentations-Zellen und be-
sonderer Beleuchtungs- und Beobachtungs-Anordnungen (meistens auf photo-
graphischem Wege) gemacht. Hohe Zentrifugalkraft wird durch schnelle
Rotation bei relativ kleinem Radius erreicht. Die Inhomogenitiat des Zentri-

*) s. Literatur-Verzeichnis auf S. 128/129.
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fugal-Feldes soll etwa 259, nicht iiberschreiten, was bei vorgeschriebener
Schichthdhe nur unter Innehalten eines hinreichend groflen Abstandes von
der Rotations-Achse zu erreichen ist. Die hohe Intensitit des Zentrifugal-
Feldes erfordert schnelle Rotation und hohe mechanische Widerstands-
fahigkeit des Rotors. Die Grenze der zu erreichenden Intensitit wird von
den Festigkeits-Figenschaften des legierten Stahles gesteckt.

Nach einigen mit J. B. Nichols (1) ausgefithrten Vorversuchen (Zentri-
fugalkraft = 500-faches der Erdschwere) wurde vom Verfasser, H. Rinde und
E. G. Bergstrom (2, 5, 11) die erste eigentliche Ultra-zentrifuge konstruiert.
Bei einem Radius von 45 mm wurde dabei das 5000-fache der Erdschwere
erreicht (Tourenzahl bis zu 10000 pro Min.). Anfang 1926 konnte die vom
Verfasser, F. Ljungstrom und A. Lysholm gebaute Olturbinen-Ultra-
zentrifuge, welche bei einem Radius von 52 mm und einer Schichthdhe von
12—15 mm eine Zentrifugalkraft vom 100000-fachen der Erdschwere lieferte
(Tourenzahl bis 45000 pro Min.), in Betrieb genommen werden (7, 8, g, 10).
Dieser Zentrifugen-Typus stellte sich als sehr leistungsfihig heraus und wurde
in den folgenden Jahren vom Verfasser und G. Boestad weiter entwickelt.
Schon im Sommer 1929 waren vomn Verfasser und A. I,ysholm einige Ver-
suche bei dem 165000-fachen der Erdschwere (55000 Uml./m; Radius 50 mm}
gemacht worden. Im Frithling 1931 konnten regelmiflige Bestimmungen
beim zooo0o0-fachen der Erdschwere (54000 Uml./min.; Radius 65 mm) ausge-
fithrt werden (Verfasser und G. Boestad, 18, 19). Mit gleichem Radius er-
hielten wir Neujahr 1932 das 260000-fache, im Friihling 1932 das 300000~
fache (20) und im Friihling 1933 das 400000-fache der Erdschwere (27, 28, 29).
Schliefilich konnten im Herbst 1933 Sedimentations-Messungen in einem
Felde vom 600000-fachen der Erdschwere (30) und in diesem Sommer Be-
stimmungen beim gooooo-fachen der Erdschwere ausgefithrt werden. Dabei
mufte jedoch der Radius auf 36 mm und die Schichthdhe auf 8 mm redu-
ziert werden (Tourenzahl 145000 pro Min.) (31).

Aus den zahlreichen, in Upsala gebauten Versuchs-Modellen sind schlie}-
lich zwei Standard-Typen von Ultra-zentrifugen hervorgegangen. Der erste
Typus umfaBt das Zentrifugal-Beschleunigungsgebiet vom 500—15000-fachen
der Erdschwere, der zweite Typus liefert Zentrifugalfelder vom 15000- bis
gooooo-fachen der Schwerkraft. Fiir das niedere Geschwindigkeits-Gebiet
(bis etwa 20000 Uml./min.) kénnen Kugellager mit Vorteil benutzt werden;
der Kraftbedarf ist dementsprechend klein, und der Rotor kann deshalb
direkt mit einem elektrischen Hochfrequenz-Motor gekuppelt werden. Va-
kuum ist nicht erforderlich, die Rotation kann, ohne daBl schidliche Fr-
wirmung eintritt, in Wasserstoff von Atmosphirendruck vor sich gehen.
Fiir die hoheren Geschwindigkeiten (bis 150000 Uml.,/min.) miissen Gleit-
lager benutzt werden; der Antrieb geschieht am besten mittels Olturbinen.
Um die Gas-Reibung nach Moglichkeit herabzusetzen, mufl man die Ro-
tation in Wasserstoff mit reduziertem Druck (Optimum etwa 25 mm) vor
sich gehen lassen. Der Rotor muf} aus sorgfiltig ausgewihltem Stahl-Material
hergestellt sein und eine mechanisch moglichst giinstige Form haben. Genaue
statische und dynamische Balancierung ist erforderlich.

Die Figuren I und 2 zeigen die Apparatur fiir niedere Geschwindigkeiten
(14, 18, 20, 27, 28, 29, 30). Der Nickelstahl-Rotor mit der Zelle fiir die zu
untersuchende Losung (Fig. 1, Fig. 2, R und C) ruht auf der vertikalen Welle
eines speziellen elektrischen Drehstrom-Motors (Fig. 2, M), dessen Geschwin-



1934 A 119

digkeit durch Regulierung der Frequenz des Stromes verdndert werden kann.
Der Fliissigkeits-Raum der Zelle ist (wenigstens bei Messung der Sedimen-

Fig. 1: Rotor fiir Zentrifugal-Felder bis zum 15000-fachen Betrage der Schwerkraft;
die beiden Zellen fiir die zu untersuchende Lésung und eine Sektor-Blende sind heraus-
genommen.

tations-Geschwindigkeit), um radiale Sedimentation der Molekiile zu gewihr-
leisten, sektor-formig. Bei Sedimentationsgleichgewichts-Bestimmungen ist
es, wenn man eine moglichst schnelle
Einstellung des Gleichgewichts erzielen =]’
will,nach A, Tiseliusund K.O.Peder-
sen vorteilhafter, eine Zelle mit paralle-
len Winden zu benutzen. Zwei plan-
parallele Bergkrystall-Platten begrenzen K
die Losung senkrecht zur Richtung der
Sedimentation, Boden und Seitenwinde
sind aus Bakelit. Um den Zentrifugen-
Rotor und den Rotor des elektrischen
Motors zirkuliert Wasserstoff von Atmo-
sphédrendruck. Der Stator des Zentri-
fugen-Motors wird mit Wasser gekiihlt,
und das Rotor-Gehduse der Zentrifuge
ist von einem Thermostaten umgeben.
Ein Lichtbiindel von der Quecksilber-
lampe, Fig. 2, I, passiert die Lichtfilter
F,, F,, F; und wird, nach Reflexion an Fig. 2: Diagramm der Ultra-zentrifuge
d Pri P durch die Zelle C gefithrt. fl}r med»rlge.besch».vmdlgl‘celten (‘gns 18000
em rnsmaly etl-g Uml. /min.); Antrieb mittels direkt ge-
Die Kamera K, welche mit einem Ob- kuppelten Dreiphasen-Motors.
jektiv von 100 cm Brennweite versehen
ist, um parallaktische Fehler zu vermeiden, ermoglichte das Photographieren
der Losung wihrend der Rotation. Die Bilder werden mit Hilfe eines Mikro-
photometers registriert und die so erhaltenen Kurven fiir die Berechnung
des Molekulargewichtes oder die Sedimentations-Konstante verwendet. Statt
sich in dieser Weise mit Hilfe der Absorption des Lichtes durch die geloste
Substanz ein direktes kolorimetrisches Bild der Sedimentation zu verschaffen,
ist es, wie O. Lamm gezeigt hat, in vielen Fillen vorteilhafter, die infolge
der Konzentrations-Anderung eingetretene Variation in der Lichtbrechung
auszunutzen (12, 15, 24). Dies kann z. B. in der Weise geschehen, daf} eine
A 12%
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fein geteilte Skala durch die rotierende Iisung mit Licht solcher Wellenlinge
photographiert wird, dall keine Absorption stattfindet. Infolge der Refrak-
tions-Anderung mit der Konzentration tritt eine Verschiebung der Skalen-
Striche ein, und man kann durch sorgfiltige Ausmessung dieser Verschiebung
den Konzentrations-Gradienten sehr genau bestimmen.

Fig. 3:"Rotor fiir Zentrifugal-Felder bis zum gooooo-fachen Betrage der Schwerkraft,
mit Zelle. An den Enden der Rotorwelle sind Doppelturbinen angebracht (gréter
Diameter des Rotors 104 mm, dullerer Diameter der Zelle 14 mm).

Die Apparatur fiir hohere Geschwindigkeiten ist in den Figuren 3 und 4
abgebildet (2o, 27, 28, 29, 30). Der Rotor (Fig. 3 und 4R) aus Chromnickel-
stahl (Bruchgrenze 170 kg/qmm, Streckgrenze 145 kg/qmm) ruht in horizon-
talen Gleitlagern B, und B, und wird mittels zweier kleinen Olturbinen, T,
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und T, (die fiir hochste Geschwindigkeiten als Doppelturbinen ausgebildet
sind), eine an jedem Ende der Welle angetrieben. Wasserstoff wird an der
Peripherie eingelassen und fortlaufend abgepumpt, so dafl ein Druck von etwa
25 mm aufrechterhalten bleibt. Iis ist wichtig, daf} eine reine Wasserstoff-
Atmosphire von anndhernd diesem Druck im Zentrifugen-Gehiuse herrscht,
denn schon eine Beimengung von wenigen Prozenten Luft geniigt, um Kon-
vektions-Strome hervorzurufen. Das Warmeleitungs-Vermdgen des Wasser-
stoff-Gases hat bei 25 mm noch nicht abzusetzen begonnen, andererseits ist
die Gas-Reibung geniigend reduziert. Die Thermo-elemente Th; und Th, in
den Lagern und in den inneren Mantelflichen des Zentrifugen-Gehiuses
dienen zur Temperatur-Kontrolle. Die Temperatur-Differenz zwischen der
rotierenden Zelle und dem Gehduse bei verschiedenen Tourenzahlen wird
durch Beobachtung des Schmielzens von gewissen, in der Zelle eingefiihrten
Standard-Substanzen ermittelt. Diese Differenz iibersteigt auch bei den
hochsten Touren-Zahlen nicht 15° ZEin Lichtbiindel von der Quecksilber-
lampe I, filtriert durch die Filter Fy, F,, F;, passiert die Zelle C in dem Rotor
und erreicht schlieBlich die Kamera. Die Expositionen werden mittels zweier
elektro-magnetischer Verschliisse S; und S, gemacht. Die Messung der Touren-
zahl erfolgt auf stroboskopischem Wege. Das Druckél fiir die Turbinen wird
von einem eigens dafiir konstruierten Kompressor geliefert und vor dem Ein-
treten in die Turbinen-Kammern gekiihlt. Das Schmiersl fiir die Lager wird
sorgfaltig filtriert und sein Druck mittels des Ventils V, auf 2 kg/qem ein-
reguliert. Die Tourenzahl hingt vom Druck des Turbinensls ab, der durch
Variieren der Geschwindigkeit des Kompressors, sowie durch Verstellen des
Ventils V; von o bis 19 kg/qem verdndert werden kann. Die Widerstands-
Thermometer Ry, R,, R; und die Mancmeter M;, M,, M; dienen zur Kontrolle
der Temperatur und des Druckes in den verschiedenen Teilen der Apparatur.

Zweierlei Messungen konnen mit der Ultra-zentrifuge gemacht werden (3):
Erstens kann man die Konzentrations-Anderung mit der Héhe in einer kleinen
Sdule der Losung bestimmen, die so lange der Wirkung des Zentrifugal-Feldes
ausgesetzt wird, bis sich ein Gleichgewicht zwischen Sedimentation und Diffu-
sion eingestellt hat (Sedimentations-Gleichgewichts-Methode, 4, 5).

Fiir jede Molekelart gilt dabei die Formel:

o 2RTmeje L )
(1—V o) w? (x} —xi)
in der: M = Molekulargewicht, R = Gaskonstante, I' = absol. Temperatur, c = Kon-
zentration, V == partielles spezif. Volumen der gel6sten Substanz, p == Dichte des Losungs-
mittels, x = Abstand von der Rotations-Achse, & = Winkelgeschwindigkeit der rotie-

renden Losung bedeutet.

In dieser Weise bekommt man also direkt das Molekulargewicht.
Wenn mehrere Molekelarten gleichzeitig in der Losung vorhanden sind, so
erhilt man bei der Berechnung der Molekulargewichte in verschiedenen Ab-
stdnden von der Rotations-Achse einen Gang in den Werten. Die Abwesenheit
eines Ganges ist demnach ein sicheres Kriterium fiir Einheitlichkeit, also fiir
gleich groBe Molekiile. Wenn eine gemischte Lésurg Zentrifugal-Feldern ver-
schiedener Intensitit ausgesetzt wird und die einzelnen Molekulargewichte
nicht sehr benachbart sind, 148t sich ein Uberwiegen der einen oder der anderen
Komponente am Boden oder an der Decke der Fliissigkeitssaule erreichen und
auf diesem Wege eine, wenn auch unvollstindige, Molekulargewichts-Analyse
durchfiithren.
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Die zweite MeBmoglichkeit liegt in der Bestimmung der Sedimen-
tations-Geschwindigkeit (3, 7, 9). Wird diese Geschwindigkeit auf das
Einheitsfeld umgerechnet, d. h. durch w»?x geteilt, so erhilt sie die Benennung
Sedimentations-Konstante. Diese Konstante ist fiir jede Molekelart bei
einer gewissen Temperatur (z. B. 20% und in einem gewissen Losungsmittel
(z. B. Wasser) charakteristisch.

Eine Reduktion auf Normal-Bedingungen kann nach folgender Formel durchgefiihrt
werden :

1—Vp
s =dx/dt.1/wx.71/7,- Qo (2)
1—Vy
in der: s = Sedimentations-Konstante, dx/dt = Sedimentations-Geschwindigkeit, n =

Viscositdt des Losungsmittels, n, = Viscositdt des Wassers bei 20° bedeutet. Die iibrigen
Zeichen haben die frither angegebene Bedeutung.

Wenn die Gewichte der in Losung vorhandenen Molekelarten nicht zu nahe
beisammen liegen und ein Zentrifugal-Feld gentigender Intensitit angewendet
wird, kann die Sedimentations-Konstante fiir jede Molekelart bestimmt werden,
Die Molekulargewichte berechnen sich aus den Sedimentations-Konstanten
nach der Formel:

~ RTs
 D(E—Vy)
in der D die Diffusions-Konstante bedeutet.

Die Diffusions-Konstante kann in gewissen Fidllen direkt aus Zentri-
fugierungs-Versuchen bestimmt werden (g), in der Regel sind jedoch die so erhal-
terien Werte unsicher. Man mufl daher die Diffusions-Konstanten fiir die in
der Losung vorhandenen Molekelarten auflerhalb des Zentrifugal-Feldes be-
stimmen (A. Tiselius und D. Gross, 26} oder sich mit den Sedimentations-
Konstanten begniigen. In vielen Fillen geben diese in der Tat geniigenden
AufschluB3 iiber die Natur der verschiedenen Molekelarten.

Durch die Kombination einer Messung des Sedimentations-Gleichgewichts
und einer Messung der Sedimentations-Geschwindigkeit kann man ein Maf
fiir die Abweichung der Molekiile von der sphérischen Form
erhalten (13, 14). Das Verhiltnis:

in welchem N die Avogadrosche Konstante bedeutet, mul =1 sein, wenn
die Molekiile spharisch sind. Abweichungen von der sphirischen Gestalt geben
sich durch hohere Werte des angegebenen Bruchs zu erkennen.

Sind die sedimentierenden Molekiile elektrolytisch dissoziiert, so treten
gewisse Komplikationen auf. Wenn die Dissoziation in der Bildung eines
schweren, sedimentierenden und eines (oder mehrerer) leichten, nicht oder nur
langsam sedimentierenden Ions besteht, so findet man zu tiefe Werte fiir die
Molekulargewichte. Die Sedimentation der schweren Ionen wird ndmlich
auf Grund der elektrostatischen Anziehung durch die leichteren herabgesetzt.
Dieser Effekt 1d8t sich indessen durch Zusatz eines in dem betreffenden Zen-
trifugal-Felde nicht sedimentierenden Elektrolyten leicht eliminieren (A.
Tiselius, 6, 21; K. O. Pedersen, 22).
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Sedimentations-Messungen in der Ultra-zentrifuge konnen ferner zur
Bestimmung der Hiufigkeits-Verteilung der TeilchengréBen in
hochdispersen Kolloiden dienen (2, 3, 11). Es gilt fiir anndhernd sphi-
rische Teilchen, vorausgesetzt, da die Sedimentation so rasch verliuft, daB
die Diffusion vernachlissigt werden kann:

de/d .
dejar =818 e rwl/ onlx/xy ()
dr/dx Op—0) 0 ( t—t)
hier ist r = Teilchen-Radius und ¢, = Teilchen-Dichte, wihrend die iibrigen Zeichen

ihre frithere Bedeutung haben.

Das Verwendungsgebiet der Ultra-zentrifuge ist ziemlich um-
fassend (7). Es lassen sich mit diesem Instrument Molekulargewichts-Be-
stimmungen an hochmolekularen Stoffen niederer Dichte von 6000000 bis
etwa 1000 herunter und an niedrigmolekularen Stoffen héherer Dichte bis
etwa 200 herunter machen. Ferner kann man TeilchengroBlen-Verteilungen
in hochdispersen kolloiden Losungen damit registrieren. Von ganz besonderem
Interesse ist die Moglichkeit, mittels der Ultra-zentrifuge eine Analyse der in
einer Mischung vorhandenen Molekel-Arten ausfithren zu konnen. Die Sedi-
mentations-Konstante ist eine sehr charakteristische Molekiil-Konstante, und
mit deren Hilfe ist es oft mdglich, empfindliche Aggregations- und Disso-
ziations-Reaktionen in biologischen Medien zu verfolgen. Das Kombinieren von
Gleichgewichts- und Geschwindigkeits-Messungen erlaubt, wie schon hervor-
gehoben wurde, gewisse Schliisse beziiglich der Gestalt der Molekiile zu ziehen.
Dies ist bei Untersuchungen iiber hochmolekulare Stoffe oft von Bedeutung.

Bisher wurden folgende Korperklassen studiert: Proteine, Poly-
saccharide, Poly-styrole, Farbstoffe und andere synthetische
hochmolekulare organische Verbindungen, sowie einige anorgani-
sche Kolloide und anorganische Salze. Am eingehendsten sind die
Proteine untersucht worden. Einige der Hauptergebnisse der EiweiB-Studien
mogen erwihnt werden (16, 27): Die nativen Eiweikorper sind im Gegensatz
zu den synthetischen Kolloiden auBerordentlich homogen. Dies gibt sich da-
durch kund, dall bei rascher Sedimentation, bei der sich die Diffusion nur
schwach bemerkbar macht, die Grenzfliche zwischen Lésung und Losungs-
mittel scharf bleibt. Als Beispiel sei angefithrt (nach Verfasser und E. Chir-
noaga) die Sedimentation von Himocyanin aus Schneckenblut
(M =6600000, s =100.1071%) in einem Zentrifugal-Felde von der 37 coo-fachen
Grofe der Schwerkraft in Zeit-Intervallen von 3 Min. (Fig. 5, oberes Bild) und
zum Vergleich damit die Sedimentation eines Gold-Kolloids unter dhnlichen
Bedingungen (Fig. 5, unteres Bild). Im ersteren Falle ist die Grenzlinie
zwischen Losung und Losungsmittel vollkommen scharf, einen hohen Grad
von Homogenitidt anzeigend, im zweiten Falle verwischt sich diese Grenze
mit der Zeit infolge Verschiedenheiten in der GroSle der Goldteilchen.

Fiir die Priifung der Homogenitit von Substanzen mit wenig hohem
Molekulargewicht muB man die Zentrifugalkraft entsprechend erhdhen.
Fig. 6 zeigt die Sedimentation von Hamoglobin aus Menschenblut
(M =69000; s =4.4.10713) in einem Felde vom gooooo-fachen der Erdschwere
(Zeit-Intervall 3 Min.) nach Svedberg und Inga-Britta Eriksson-
Quensel. Die Grenzlinie ist scharf und die geloste Substanz folglich homogen.

Auch durch Bestimmungen des Sedimentations-Gleichgewichtes kann, wie
schon hervorgehoben wurde, eine, wenn auch weniger scharfe, Priifung der
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Homogenitat ausgefiihrt werden. Fig. 7 gibt die Gleichgewichtskonzentrations-
Verteilung eines homogenen Stoffes, Phyko-erythrin, mittels der Refrak-
tionsmethode gemessen, sowie die daraus berechnete Molekulargewichts-
Kurve (I.-B. Eriksson-Quensel).

Molekulargewicht

] o 300000
v - v M
=Y °
g i 200000
2 Sedimentationsgleichgewicht’ von Phyko- erythrin
2 in Phosphatpuffer von p,68 mit 1% Nacl bei 20°C
3 gemessen nach 108,120.132,139,135 51dn
s
.
m —
)
=
n
[~
L
Q
X
I
sop- 1

—»  Abstand von der Rotaticnsachse

| ! L 1
550 560 $70 580 590 ¢m

Fig. 7: Sedimentations-Gleichgewicht von Phyko-erythrin, refraktometrisch gemessen;

das Diagramm gibt sowohl die Konzentrations-Verteilung beim Gleichgewicht als auch

die daraus berechneten Molekulargewichte in ihrer Abhdngigkeit vom Abstande von der
Rotations-Achse wieder (Inga-Britta Eriksson-Quensel).

Die molekulare Einheitlichkeit eines Eiweilkorpers bleibt auch bei Ver-
inderung des py der Losung innerhalb gewisser Grenzen unverindert. Jeder
Eiweillkorper hat sein eigenes, wohldefiniertes pp-Stabilitits-Gebiet. Beim
Uberschreiten der Stabilitits-Grenzen tritt Zerfall des Molekiils in kleinere
Bruchstiicke oder Aggregation zu groBeren Teilchen ein.

Die Molekulargewichts-Analyse mittels der Ultra-zentrifuge hat in vielen
Fillen nahe an der Stabilitidts-Grenze die Existenz von einem oder mehreren
Dissoziationsprodukten wohldefinierter Molekulargewichte, neben den unver-
anderten Molekiilen, zutage gefordert. Dies gilt vor allem fiir die nativen
Eiweillkorper von hohem Molekulargewicht. Die Dissoziation ist reversibel.
Als Beispiele dieses Phdnomens mogen die Himocyanine von Helix und
Limulus angefithrt werden. In einer Losung von Helix-Hamocyanin an der
alkalischen Stabilitits-Grenze sind neben den unverinderten Molekiilen
(M =6600000) zwei Dissoziationsprodukte vom Gewicht !/, und !/; des ur-
spriinglichen Molekiils vorhanden. Fig. 8 zeigt in dhnlicher Weise die Sedi-
mentation von Limulus-Hamocyanin am iso-elektrischen Punkt (nach I.-B.
Eriksson-Quensel). Hier koexistieren, wie es das Konzentrationsvertei-
lungs-Diagramm deutlich zeigt, 4 Komponenten, welche wahrscheinlich die
Molekulargewichte 3300000, 1600000, 400000 und 100000 besitzen, und deren
Massen also etwa im Verhéltnis 1 : 1/, : }/g : /5, stehen. In Fig. g sind die
vollstandigen py-Stabilitits-Kurven fiir Helix- und Limulus-Himocyanin
wiedergegeben. Man ersieht daraus, wie regelmiflig der Zerfall dieser Molekiile
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X //// | A Fig. 8: Sedimentations-Analyse von Li-
N // / mulus - Hinlocyanin am iso-elektrischien
AN / - —J Punkte; Zentrifugal-Feld 100000-faches
% /, /) T | der Erdschwere; Zeit zwischen den Auf-
X I *_Jf; nahmen 5 Min.; es sind Molekiile von
S I S vier verschiedenen Gewichten anwesend
T u l l ‘ LJ, A_L,, (Tnga - Britta Iiriksson- Quensel).
7 a5 e

— Abstand von der Jber/idcte Ger Losung

Iig. 14: Negative Sedinmientation
eines polydispersen Poly-styrols vom
durchschnittlichen Molekulargewicht
80000, in Chloroform gelést. Zen-
trifugal-Feld 130000-faches der Iird-
schwere (43000 Uml./min.); Zeit
zwischen den Aufnahmen 15 Min.
(R. Signer u. H. Grof).
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bei einer Veranderung des py verliuft. Ein Helix-Molekiil zerfillt an der
alkalischen Seite des Stabilitits-Gebietes zuerst in 2 Hilften und jede Halfte
in 4 Teile. An der sauren Seite gelingt es nicht, die Dissoziation weiter als bis
zu den Halbmolekiilen zu verfolgen. Die beiden hoheren Limulus-Himo-
cyanine geben an der sauren Seite Molekiile vom Gewicht 24 X 34500, die also
ebenso schwer sind wie die Molekiile des Endprodukts vom Helix-Himocyanin.
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Fig. 9: Die Pg-Stabilitdts-Kurven der Himocyanine von Limulus und Helix
(Inga-Britta Eriksson- Quensel),

In gewissen Fdllen ist der
Assoziations-Zustand des Eiweil3-
Molekiils auch von der Verdiin-
nung und von der Anwesenheit
anderer Proteine abhingig. Sohat
man vor kurzem durch Untersu-
chungen mit der Ultra-zentrifuge
nachweisen konnen, dafl das Se-
rum-Globulin je nach der Kon-
zentration des gleichzeitig an-
wesenden Serum-Albumins in
verschiedener MolekiilgroBe auf-
tritt (A. S.McFarlane, unpu-
blizierte Untersuchungen). Pa-
thologische Zustinde des Orga-
nismus bedingen charakteristi-
sche Verinderungen in dem FEi-
weil-Bilde (Fig. 10), was die
Hoffnung erweckt, daB die Ul-
tra-Zentrifuge sich vielleicht in
der Zukunft als Instrument zur
Diagnostizierung von Krank-
heiten ausnutzen lassen wird.

Aonzentraltions gradierns

G
Abstand von der Obery/Yacte der Lo5ung

Fig. 10: Refraktometrisches Sedimentations-

Diagramm von verdilnntem Blutplasma eines

Myelom-Patienten nach 1/,-stdg. bzw. 1-stdg.

Sedimentation in einem Zentrifugal-Felde vom

260000-fachen der Erdschwere {A. S. Mc Far-
lane).
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Die ultra-zentrifugalen Untersuchungs-Ergebnisse anderer Korperklassen
selen hier nur andeutungsweise gegeben. Von Xohlenhydraten wurden
Cellulose und Stéarke studiert. Die erstere Substanz in Kupfer-tetrammin-
salz-Losungen wurde in Upsala von A.J.Stamm (17), in Wilmington von
E. O. Kraemer und W. D. Lansing (32) untersucht. Wegen der Empfind-
lichkeit solcher I,6sungen gegeniiber Sauerstoff (wobei Abbau eintritt) ist es
schwierig, genaue Molekulargewichts-Werte zu bekommen. Kraemer und
Lansing finden filr native Cellulose durch Extrapolation etwa 300000.
Losungen von Stirke zeigen nach Untersuchungen von O.Lamm (34), je
nach der Vorgeschichte, ein sehr verschiedenes Verhalten in der Ultra-zentri-
fuge. Poly-dispersitit ist fast immer vorherrschend. Kaltbereitete Iosungen
in ZnCl, sind niedrig-dispers, M ~ 1000000, iiberhitzte wilBrige IOsungen
geben Molekulargewichte von der Groflenordnung 100000, widhrend sdure-
behandelte Priparate zwei deutliche Maxima, etwa M = 60000 und M= 200000,
zeigen, die von Amylose und Amylo-pektin herrithren (Fig. 11). Der Dis-

(Z (mm10°) 4

——
o

Konrzentraronsgradiens
AKorzentralionsgradsernr

— X(mm)

WY 4 1 L L L L L L L L J i L t

Absrand von der Ober/Zche der {Ssung Abstard von der Oberflithe der Lo5ung

Fig.11: Refraktometrisches Sedimentations- Fig. 12: Refraktometrisches Sedimenta-
Diagramm einer Ldsung von sdure-behan- tions-Diagramm der Stdrke-Losung von
delter Stirke in einem Zentrifugal-Felde vom Fig. 11 nach Entfernung der Amylopektin-
145000-fachen Betrage der Erdschwere; das Komponente dnrch Elektrodialyse
rasch sedimentierende Maximum riihrt von (0. Lammy).
Amylo-pektin, das langsam sedimentierende

von Ampylose her (O. Lamm).
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persitiatsgrad des Amylo-pektins héngt von der Art der Sidure-Behandlung
stark ab. Durch Elektro-dialyse wird das stark poly-disperse Amylo-pektin
entfernt und nur das schirfere Amylose-Maximum (M = 60000) bleibt zuriick
(Fig. 12). Eine Molekulargewichts-Analyse mittels der Sedimentationsgleich-
gewichts-Methode gab die in Fig. 13 gezeichnete Verteilung. Tolglich ist auch
die Amylose poly-dispers.

300000
M
t
7 250000
S e
R 200000
3
3 s
N 150000
3
Y 4
& 100000
N
X 3
Kt-v 50000
\2 2
D
5 1
= — X(2-1c52cm)
~N
[o [y S L L 1 1 i " 1 L 4 1 L L 1 1

Sescm.
Abstand vor der Oberfracke der Losung

Fig. 13: Sedimentations-Gleichgewicht von Amylose, refraktometrisch gemessen; das

Diagramm gibt sowohl die Konzentrations-Verteilung beim Gleichgewicht als auch die

daraus berechneten Molekulargewichte in ihrer Abhéngigkeit vom Abstande von der
Rotations-Achse wieder (O. Lamm).

Aus den Untersuchungen {iber hochmolekulare organische Verbindungen
sei erwihnt die Bestimmung des Molekulargewichts von polymerer w-Oxy-
decansdure (E. O. Kraemer und W. D. Lansing, 25) durch Messung des
Sedimentations-Gleichgewichtes. Gefunden wurde dabei M == 2% 000, wihrend
die Titration mit Alkali 25000 ergab. Uber das Verhalten der Poly-styrole
in der Ultra-zentrifuge liegen umfassende Arbeiten von R. Signer und
H. Gross (33) vor. Von besonderem Interesse ist, daf} es gelang, eine Reihe
von verschiedenen organischen Losungsmitteln zu verwenden, wobei sogar
eine Umkehrung der Sedimentation beobachtet werden konnte. Es zeigte sich,
daB solche Faden-Molekiile in konzentrierter Losung stark verfilzt sind, so daB
die freie Beweglichkeit nur bei hoher Verdiinnung gewihrleistet ist. Deutliche
Parallelitat zwischen Molekulargewicht und Viscositit wurde gefunden. Dank
der jetzt in Upsala verfiigbaren, intensiven Zentrifugal-Felder kénnen quan-
titative Poly-dispersitats-Analysen leicht ausgefilhrt werden. Die meisten
Poly-styrol-Fraktionen stellten sich dabei als ziemlich inhomogen heraus.
Fig. 14 gibt die (negative) Sedimentation eines Poly-styrols vom durchschnitt-
lichen Molekulargewicht 80000 wieder. Die Grenzlinie verwischt sich mit der
Zeit infolge Inhomogenitit der gelosten Substanz. Die Poly-dispersitits-
Analyse zeigte, dafl nur etwa 25 Gew.-9, zwischen M = %5000 und M = 85000
fallen.

Anorganische Xolloide waren die ersten Objekte ultra-zentrifugaler
Dispersitats-Untersuchungen. Ausgedehnte Messungen an Gold-Solen von
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H. Rinde, Upsala (2, 11) liegen vor, ferner in Wilmington von J. B. Nichols,
E. O. Kraemer urd E. D. Bailey (23) ausgefithite Studien iiber Teilchen-
gréfe und Konstitution von Eisenoxyd-Solen.

Zum Schluf} sei noch erwihnt, dafl in Upsala vor kurzem von K. O.
Pedersen (35) Losungen von anorganischen Salzen in der Ultra-
zentrifuge studiert worden sind, und zwar mittels der Sedimentationsgleich-
gewichts-Methode. In den meisten bisher untersuchten Fillen (CsJ, KJO,,
TINO,, HgCl,) stimmen die gefundenen Molekulargewichte sehr gut mit den
aus der chemischen Formel berechneten iiberein (mittlerer Fehler etwa 10 %);
Abweichungen wurden bei Cs] und CdJ, gefunden. Die Untersuchung wird
von C. Drucker fortgesetzt, um zu sehen, ob die Ultra-zentrifuge sich auch
fiir die Messung der thermodynamischen Aktivitit resp. der Assoziation in
Salzlsungen eignen wird.

Die angefithrten Beispiele mogen gentigen, um das Verwendungs-Gebiet
der Ultra-zentrifuge zu charakterisieren. Dispersitits- und Molekulargewichts-
Analysen m Losungen hochmolekularer Stoffe bilden das Hauptthema. Dabei
ist es oft von Vorteil, daB solche Studien an Originalproben gemacht werden
kénnen, die von chemischen Eingriffen verschont bleiben. Auch die Gestalt
der gelosten Molekiile kann bis zu einem gewissen Grade durch ultra-zentri-
fugale Untersuchungen beleuchtet werden. Dank der verhdltnismiflig grocflen
Prazision der verwendeten optischen MeBmethoden, speziell der refrakto-
metrischen, ist die Genauigkeit der mittels der Ultra-zentrifuge gewonnenen
Daten recht befriedigend. Mit der Inanspruchnahme der jetzt in Upsala an-
gestrebten, sehr intensiven Zentrifugal-Felder (von der GréBenordnung
=1000000-faches der Erdschwere), wird sich wohl auch die Sedimentations-
Analyse auf geloste Stoffe von niedrigerem Molekulargewicht ausdehnen lassen.
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Walter Hiickel: Molekiilbau und Reaktionsgeschwindigkeit.
[Zusammenfassender Vortrag, gehalten auf Veranlassung der Deutschen Chemischen

Gesellschaft auf der 93. Versammlung der Gesellschaft Deutscher Naturforscher
und Arzte in Hannover am 19. September 1934; eingegangen am 16. Oktober 1934.]

Allgemeines,

Wie wichtig eine Kenntnis der Zusammenhinge zwischen Molekiil-
bau und Reaktionsgeschwindigkeit ist, ergibt sich schon aus der Tat-
sache, dall eine Ergriindung der Struktur organischer Verbindungen nur
deswegen moglich ist, weil die einzelnen Stellen eines Molekiils von ver-
schiedenen Reagenzien mit verschiedenen Geschwindigkeiten angegriffen
werden. Gegen welche Bindung sich unter gegebenen Versuchs-Bedingungen
der Angriff eines bestimmten Reagens vorzugsweise richtet, ist zunéchst
nur auf Grund eines reichen, durch Erfahrung gewonnenen Materials vorher-
zusehen. Es 148t sich keine allgemein giiltige Einordnung der einzelnen
funktionellen Gruppen oder Atom-Bindungen in ein Schema vornehmen,
das die Abstufung der Reaktionsgeschwindigkeiten gegeniiber den einzelnen
Reagenzien wiedergibt. Denn dieselbe funktionelle Gruppe kann je nach
den konstitutiven Eigentiimlichkeiten einer Verbindung ganz verschiedene
Geschwindigkeiten gegeniiber demselben Reagens zeigen. Als Beispiel sei
eine kiirzlich von Skrabal gegebene Zusammenstellung der Geschwindig-
keiten, mit der die durch das Wasserstoff-Ion katalysierte Spaltung
von -C-O-C-Bindungen, also die Hydrolyse von 4ther-artigen
Bindungen, verliduft, angefiihrt.





