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T h e  ult r a c e nt rif u g e

N o bel  Le ct ure,  M a y  1 9,  1 9 2 7

Z si g m o n d y’ s pi o n e e ri n g ult r a mi c r o s c o pi c r e s e a r c h, w hi c h w a s a w a r d e d t h e

1 9 2 5 N o b el P ri z e i n C h e mi st r y, c o nfi r m e d t h at t h e c oll oi d al s ol uti o n s a r e a

t r a n siti o n al s e ct o r b et w e e n c o a r s e s u s p e n si o n s a n d o r di n a r y s ol uti o n s. Z si g-

m o n d y’ s m et h o d i n hi s o w n a n d ot h e r r e s e a r c h e r s’ h a n d s h a s h el p e d u s t o a

c o m p r e h e n si v e k n o wl e d g e of t h e si z e of c oll oi d al p a rti cl e s. A r eli a bl e f o u n-

d ati o n f o r t h e st u d y of c oll oi d s c o ul d n ot b e l ai d u ntil t h e ult r a mi c r o s c o p e

w a s c o n st r u ct e d: t h e ult r a mi c r o s c o p e s h o w e d t h at t h e c oll oi d s a r e di s p e r s e

s y st e m s.  Z si g m o n d y’ s  m et h o d  -  alt h o u g h  e xt r e m el y  v al u a bl e  -  d o e s  s uff e r

f r o m a t w of ol d li mit ati o n h o w e v e r. Fi r stl y, t h e ult r a mi c r o s c o p e c a n b e u s e d

t o r e v e al t h e s m all e st p a rti cl e si z e s o nl y wit h o pti c all y f a v o u r a bl e m at e ri al.

T h e  i m p o rt a nt  l y o p hili c  c oll oi d s  i n  p a rti c ul a r  -  f o r  e x a m pl e  f e r ri c  h y d r at e,

sili ci c  a ci d,  p r ot ei n,  st a r c h,  c ell ul o s e,  r u b b e r  -  c a n n ot  a s  a  r ul e  b e  r e s ol v e d

i n t h e ult r a mi c r o s c o p e. S e c o n dl y, a n ult r a mi c r o s c o pi c st u d y gi v e s o nl y v e r y

i n c o m pl et e i nf o r m ati o n c o n c e r ni n g w hi c h diff e r e nt p a rti cl e si z e s a r e p r e s e nt

i n o n e a n d t h e s a m e c oll oi d. I n ot h e r w o r d s, t h e di st ri b uti o n of t h e p a rti cl e

si z e s c a n n ot b e d et e r mi n e d. A n d it i s p r e ci s el y t h e l y o p hili c c oll oi d s a n d t h e

fi n e st  g r ai n e d  a m o n g st  t h e m  t h at  pl a y  t h e  m o st  i m p o rt a nt  p a rt  i n  n at u r e,

a n d t h e di st ri b uti o n of t h ei r p a rti cl e si z e s i s of t h e g r e at e st i nt e r e st t o u s.

I n  1 9 0 8  P e r ri n  s h o w e d  t h e  a p pli c a bilit y  of  St o k e s’  l a w  t o  d et e r mi n ati o n

of p a rti cl e si z e s i n c o a r s e- g r ai n e d di s p e r s e s y st e m s. I n 1 9 1 1 E st r u p a n d t h e

a ut h o r s h o w e d t h e p o s si bilit y of d et e r mi ni n g t h e di st ri b uti o n of t h e p a rti cl e

si z e s b y m e a s u ri n g t h e f ri cti o n al r e si st a n c e e x e rt e d a g ai n st a si n gl e p a rti cl e

d u ri n g it s m o v e m e nt i n t h e s ol uti o n. T h e f ri cti o n al r e si st a n c e c a n b e m e a s-

ur e d  p artl y  b y  dr o p pi n g  t e st s  i n  t h e  ultr a mi cr o s c o p e  a n d  p artl y  b y  m e a s uri n g

t h e  B r o w ni a n  m o v e m e nt.

I n  1 9 1 6  a n d  t h e  f oll o wi n g  y e ar  O d é n  s u c c e e d e d,  b y  u si n g  a n  a ut o m ati c all y

r e c o r di n g b al a n c e d e si g n e d b y hi m s elf, i n p r e p a ri n g a n el e g a nt a n d r eli a bl e

m et h o d of d et e r mi ni n g t h e  p arti cl e- si z e  di stri b uti o n  i n  c o ar s el y  di s p er s e  s y s-

t e m s. Hi s m et h o d i s b a s e d o n s e di m e nt ati o n i n t h e g r a vit ati o n al fi el d. It w a s

a n  i m p ort a nt  st e p  t o w ar d s  t h e  s ol uti o n  of  t h e  g e n er al  pr o bl e m  of  d et er mi ni n g

t h e p a rti cl e- si z e di st ri b uti o n i n di s p e r s e s y st e m s i n g e n e r al.
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It  i s,  h o w e v e r,  o b vi o u s  t h at  s e di m e nt ati o n  a n al y s e s  i n  t h e  g r a vit ati o n al

fi el d  c a n  b e  c arri e d  o ut  o nl y  o n  di s p er s e  s y st e m s  c o n si sti n g  of  r el ati v el y  l ar g e

p a rti cl e s of hi g h s p e cifi c g r a vit y. T o b e a bl e t o st u d y t h e a ct u al c oll oi d s, t h e

fi el d of f o r c e m u st b e i n c r e a s e d m a n y t h o u s a n d ti m e s. T hi s c a n b e d o n e b y

r ot ati n g t h e s ol uti o n at hi g h s p e e d, i. e. b y c e nt rif u g ati o n. T h e o nl y m et h o d s

of  o b s e r v ati o n  a p pli c a bl e  u n d e r  s u c h  c o n diti o n s  a r e  t h e  o pti c al.  I n  1 9 2 2,

Ri n d e a n d t h e a ut h o r c a r ri e d o ut t e st s wit h c o a r s e- g r ai n e d g ol d c oll oi d s i n

t h e  g r a vit ati o n al  fi el d  i n  o r d e r  t o  t r y  o ut  t h e  p o s si bilit y  of  c al c ul ati n g  t h e

di stri b uti o n  of  t h e  p arti cl e- si z e s  o pti c all y  b y  d et er mi ni n g  t h e  c h a n g e s  of  c o n-

c e nt r ati o n i n t h e s ol uti o n d u ri n g s e di m e nt ati o n. T h e c h a n g e s of c o n c e nt r a-

ti o n w e r e o b s e r v e d b y m e a n s of li g ht a b s o r pti o n i n t h e s ol uti o n. T h e m et h o d

p r o v e d t o b e f ull y a p pli c a bl e. D u ri n g   t h e  a ut h o r’ s  st a y  at  Wi s c o n si n  U ni-

v e r sit y  n e xt  y e a r,  Ni c h ol s  a n d  t h e  a ut h o r  b uilt  a  c e nt rif u g e  t o  st u d y  t h e

p a rti cl e- si z e di st ri b uti o n. T h e c o n c e nt r ati o n c h a n g e s w e r e o b s e r v e d b y p h o-

t o g r a p hi n g t h e s ol uti o n d u ri n g r ot ati o n. T h e c e nt rif u g al f o r c e att ai n e d w a s

o nl y a p p r o xi m at el y 1 5 0 ti m e s g r a vit y, s o t h at it w a s p o s si bl e t o st u d y o nl y

c oll oi d s of r el ati v el y l o w d e g r e e of di s p e r si o n. T h e p a rti cl e- si z e of g ol d c ol-

l oi d s d o w n t o c a. 2 0 m m r a di u s  w a s  d et e r mi n e d  wit h  t hi s  a p p a r at u s.  N e xt

y e a r ( 1 9 2 4) Ri n d e  a n d  t h e  a ut h o r  b uilt  a  c e nt rif u g e  w hi c h  e n a bl e d  a  fi el d

of  f o r c e  u p  t o  a p p r o xi m at el y  7, 0 0 0  ti m e s  g r a vit y  t o  b e  p r o d u c e d  ( m a xi-

m u m s p e e d a b o ut 1 2, 0 0 0 r. p. m.). Wit h t hi s a p p a r at u s - w hi c h w e c all e d t h e

ult r a c e nt rif u g e - it w a s p o s si bl e t o d et e r mi n e p a rti cl e- si z e s a n d t h e di st ri b u-

ti o n  of  p a rti cl e- si z e s  d o w n  t o  t h o s e  w hi c h  w o ul d  b e  i n vi si bl e  i n  t h e  ult r a-

mi c r o s c o p e.  I n  1 9 2 5- 1 9 2 6,  aft e r  m e a n s  h a d  b e e n  m a d e  a v ail a bl e  f r o m  t h e

A n d e r s s o n  M e di c al  R e s e a r c h  F u n d  a n d  f r o m  t h e  N o b el  C h e mi c al  F u n d,

L y s h ol m  a n d  t h e  a ut h o r  b uilt  a  n e w  ult r a c e nt rif u g e  w hi c h  p e r mitt e d  t h e

st u d y  of  s ol uti o n s  i n  fi el d s  of  f o r c e  of  u p  t o  a b o ut  1 0 0, 0 0 0  ti m e s  g r a vit y

( m a xi m u m  s p e e d  of  r e v ol uti o n  4 2, 0 0 0  r. p. m.).  Wit h  t hi s  ult r a c e nt rif u g e  it

i s  p o s si bl e  t o  c o v e r  t h e  e nti r e  s e ct o r  of  t h e  c oll oi d s  d o w n  t o  t h e  s m all e st

p a rti cl e si z e s a n d e v e n p e n et r at e sli g htl y i nt o t h e a ct u al m ol e c ul a r s ol uti o n s.

I n  s o  d oi n g  w e  r e a c h  a  fi el d  of  t h e  v e r y  g r e at e st  t h e o r eti c al  a n d  p r a cti c al

i m p o rt a n c e, t h e s u b st a n c e s of hi g h m ol e c ul a r w ei g ht, s u c h a s h a e m o gl o bi n,

p r ot ei n, st a r c h, et c. T h e li mit of t h e p o s si bl e h a s n ot y et b e e n r e a c h e d. T h e

a ut h o r  h o p e s  t h at  wit h  a  n e w  ult r a c e ntif u g e  it  will  b e  p o s si bl e  t o  d o u bl e

t h e fi el d of f o r c e a n d t h u s li n k u p t h e c e nt rif u g ati o n m et h o d a n al y si s wit h

c o n v e nti o n al  m ol e c ul a r- w ei g ht  a n al y si s  c a r ri e d  o ut  o n  s ol uti o n s  b y  d et e r-

mi ni n g  b oili n g  o r  f r e e zi n g  p oi nt.
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A c e ntrif u g al fi el d c a n b e utili z e d i n t w o diff er e nt w a y s t o d et er mi n e p arti cl e

si z e  a n d  m ol e c ul ar  w ei g ht.  Fir stl y,  t h e  s e di m e nt ati o n  s p e e d  it s elf  c a n  b e

m e a s ur e d,  a n d  s e c o n dl y  it  i s  p o s si bl e  t o  st u d y  t h e  st at e  of  e q uili bri u m  -  t h e

s o- c all e d  s e di m e nt ati o n  e q uili bri u m  -  w hi c h  i s  a s s u m e d  aft er  a  r el ati v el y

l o n g  p eri o d  of  c e ntrif u g ati o n.  B ot h  t h e s e  m et h o d s  li n k  u p  wit h  t h e  cl a s si c al

e x a mi n ati o n s  of  t h e  b e h a vi o ur  of  c o ar s el y  di s p er s e  s y st e m s  i n  t h e  gr a vit a-

ti o n al fi el d w hi c h w er e  c arri e d o ut i n 1 9 0 8 a n d t h e n e xt y e ar b y P erri n  a n d

hi s  c oll e a g u e s  a n d  w hi c h  w er e  a w ar d e d  t h e  N o b el  Pri z e  i n  P h y si c s  i n  1 9 2 6.

L et u s i m a gi n e a s m all q u a ntit y of a hi g hl y di s p er s e c oll oi d al s ol uti o n e n-

cl o s e d i n a w e d g e- s h a p e d c ell r ot ati n g at a n a n g ul ar v el o cit y w a b o ut a n a xi s

c oi n ci di n g  wit h  t h e  a p e x  of  t h e  w e d g e.

E a c h  p arti cl e  i s  s u bj e ct  t o  t h e  a cti o n  of  t w o  diff er e nt  a n d  o p p o s e d  f or c e s:

c e ntrif u g al f or c e, w hi c h i s   a n d  t h e  fri cti o n al  r e si st a n c e  w hi c h

i s  k. d x / dt,  w h er e v i s  t h e  p arti cl e  v ol u m e,   i s  t h e  p arti cl e  d e n sit y,  i s t h e

s ol v e nt  d e n sit y, x i s t h e di st a n c e of t h e p arti cl e fr o m t h e a xi s of r ot ati o n,

k t h e  c o effi ci e nt  of  fri cti o n,  a n d  d x / dt  t h e  s p e e d  of  s e di m e nt ati o n.  W e  t h er e-

f or e  h a v e:

  = 

If  t h e  p arti cl e s  c a n  b e  r e g ar d e d  a s  b ei n g  a p pr o xi m at el y  s p h eri c al  h a vi n g

r a di u s r, t h e n v = 4/ 3 π r 3 a n d k = 6  w h e r e  i s t h e vi s c o sit y of t h e s ol-

v e nt.  Aft er  s u b stit uti o n  a n d  i nt e gr ati o n:

  =
9 

If  t h e  s u b st a n c e  h a s  a  hi g h  m ol e c ul ar  w ei g ht,  w hi c h  will  b e  d e n ot e d  b y M,

t h e  p a rti al  s p e cifi c  v ol u m e V, a  m ol a r  c o effi ci e nt  of  fri cti o n f a n d  t h e  c o effi-

ci e nt  of  diff u si o n D, t h e n  w e  o bt ai n  i n st e a d  t h e  f oll o wi n g  e q u ati o n s

  a n d   = 

w h e n c e : R T 
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o r i nt e g r at e d :

If c e nt rif u g ati o n i s c a r ri e d o ut f o r a s uffi ci e nt l e n gt h of ti m e, e q uili b ri u m

i s  fi n all y  a s s u m e d  b et w e e n  s e di m e nt ati o n  a n d  diff u si o n.  I n  t h at  c a s e,  f o r-

m ul a e f o r t h e p a rti cl e v ol u m e a n d f o r t h e m ol e c ul a r w ei g ht c a n b e d e ri v e d

p a rtl y  ki n eti c all y  a n d  p a rtl y  t h e r m o d y n a mi c all y.  F o r  t h e  v ol u m e v, of t h e

si n gl e p a rti cl e w e h a v e:

a n d  f o r  t h e  m ol e c ul a r  w ei g ht:

  ( I  

w h e r e c 2 a n d c 1 d e n ot e  t h e  c o n c e nt r ati o n s  at  t h e  p oi nt s x 2 a n d xi.

St a rti n g  f r o m  t h e  a b o v e  f o r m ul a e,  it  i s  p o s si bl e  t o  e v ol v e  m et h o d s  of

c al c ul ati n g  t h e  p a rti cl e- si z e  di st ri b uti o n.  It  w o ul d,  h o w e v e r,  t a k e  t o o  l o n g

h e r e t o gi v e a n a c c o u nt of t h e m at h e m ati c s u s e d.

T h e c e nt rif u g e w hi c h w a s b uilt b y Ri n d e a n d t h e a ut h o r a n d w hi c h p e r mit s

o b s e r v ati o n s i n t h e fi el d of f o r c e u p t o 7, 0 0 0 ti m e s g r a vit y h a s p r o v e d v e r y

s uit a bl e f o r t h e st u d y of t h e s e di m e nt ati o n s p e e d i n r e a s o n a bl y hi g hl y di s-

p e r s e  c oll oi d s  a n d  f o r  a  st u d y  of  s e di m e nt ati o n  e q uili b ri u m  i n  e xt r e m el y

hi g hl y di s p e r s e c oll oi d s a n d c r y st all oi d s of hi g h m ol e c ul a r w ei g ht. T h e s ol u-

ti o n  or  s ol uti o n s  t o  b e  st u di e d  i s / ar e  e n cl o s e d  i n  pl a n e  p ar all el  w e d g e- s h a p e d

r o c k  c r y st al  c ell s.  E a c h  t e st  s ol uti o n  i s  c o v e r e d  wit h  a  l a y e r  of  v a c u u m  oil

t o p r e v e nt v a p o ri z ati o n a n d c o n v e cti o n c u r r e nt s o ri gi n ati n g t h e r ef r o m. T h e

c ell h ol d e r t o g et h e r wit h t h e c ell s i s pl a c e d i n a r ot o r r e sti n g o n t h e t o p of a

v erti c al  s h aft  m o u nt e d  i n  a  m o difi e d  s e p ar at or  st a n d.  T o  o bt ai n  a  s uffi ci e ntl y

c o n st a nt t e m p e r at u r e t h e st e p b e a ri n g of t h e v e rti c al s h aft i s p r o vi d e d wit h

a  t h e r m o c o u pl e- c o nt r oll e d  c o oli n g  s y st e m,  t h e  r ot o r  b ei n g  s u r r o u n d e d  b y

a h y d r o g e n at m o s p h e r e. T h e f ri cti o n i n h y d r o g e n i s m u c h l e s s t h a n i n ai r,

w hil e  i n  a d diti o n  a s  a  r e s ult  of  it s  hi g h  t h er m al  c o n d u cti vit y  h y dr o g e n  e q u al-
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i z e s  a n y  t e m p e r at u r e  diff e r e n c e s.  T h e  c e nt rif u g e  h o u si n g  i s  p r o vi d e d  wit h

t w o  wi n d o w s  s o  t h at  a  b e a m  of  li g ht  c a n  b e  a p pli e d  t h r o u g h  t h e  s ol uti o n

d u ri n g  it s  r ot ati o n.  C o n diti o n s  at  v a ri o u s  ti m e s  d u ri n g  c e nt rif u g ati o n  a r e

d et e r mi n e d b y a c a m e r a. P h ot o g r a p hi c d et e cti o n of t h e c h a n g e s of c o n c e n-

t r ati o n i n t h e s ol uti o n p r e s u p p o s e s t h at t h e s u b st a n c e di s s ol v e d h a s a b s o r p-

ti o n  i n  t h e  w a v el e n gt h  r a n g e  of  t h e  ill u mi n ati n g  li g ht.  Si n c e  o nl y  r el ati v e-

l y  f e w  s u b st a n c e s  a b s o r b  i n  t h e  vi si bl e  p a rt  of  t h e  s p e ct r u m  b ut  m o st  s u b-

st a n c e s d o s o i n t h e ult r a vi ol et p a rt, ult r a vi ol et li g ht i n m o st c a s e s h a s t o b e

u s e d f o r t h e p h ot o g r a p h y. A s uit a bl e w a v el e n gt h r a n g e c a n b e i s ol at e d f r o m

a  m e r c u r y-l a m p  r a di ati o n  b y  m e a n s  of  filt e r s  c o nt ai ni n g  c hl o ri n e  a n d  b r o-

mi n e.

A  n u m b e r  of  diff e r e nt  c o n c e nt r ati o n s  of  t h e  s a m e  s ol uti o n  a r e  p h ot o-

g r a p h e d  o n  t h e  p h ot o g r a p hi c  pl at e  b e a ri n g  t h e  e x p o s u r e s  of  t h e  s ol uti o n

d u ri n g c e nt rif u g ati o n.

Fi g. I.  Ultr a c e ntrif u g e  c ell  (l o n git u di n al  s e cti o n  a n d  cr o s s- s e cti o n).  T h e  s ol uti o n  i s  e n-
cl o s e d  i n  t h e  pl a n e- p ar all el  w e d g e- s h a p e d  s p a c e  b et w e e n  t w o  gl a s s  or  q u art z  pl at e s.

Fi g. 2. T h e ultr a c e ntrif u g e r ot or wit h o n e of t h e c ell c artri d g e s r e m o v e d.
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Aft e r  d e v el o p m e nt,  t h e  pl at e  i s  a n al y s e d  b y  m e a n s  of  Si e g b a h n’ s  s elf-

r e c o r di n g mi c r o p h ot o m et e r, a n d g r a p h s a r e pl ott e d t o s h o w t h e c h a n g e s of

c o n c e nt r ati o n  d u e  t o  c e nt rif u g ati o n.

A s  al r e a d y  st at e d,  v e r y  st r o n g  fi el d s  of  f o r c e  a r e  r e q ui r e d  f o r  t h e  st u d y

of t h e s e di m e nt ati o n s p e e d i n v e r y hi g hl y di s p e r s e c oll oi d s. T h e ult r a c e nt ri-

f u g e  w hi c h  w a s  b uilt  b y  L y s h ol m  a n d  t h e  a ut h o r  i n  a c c o r d a n c e  wit h  t h e

I 1

Fi g.  4.  T h e  ultr a c e ntrif u g e  oil  a n d  h y dr o g e n  cir c ul ati o n  s y st e m.
( A) el e ct ri c  m ot o r ( H) oil  t a n k

( B) oil p u m p (J)   oil  p u m p
( C) oil  t a n k ( K)  oil filt e r
( D) oil  c o ol e r ( L)   s e ali n g  oil  t a n k
( E) ult r a c e nt rif u g e ( M)  v a c u u m  p u m p
( F) di s c h ar g e  pi p e  fr o m  t ur bi n e s ( N) t hr e e- w a y  c o c k

(C G ) d is c h a rg e  p ip e  fro m  b e a rin g s    ( O)  dri p  tr a p
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t h e o ri e s  of  F.  Lj u n g st r ö m,  a n d  w hi c h  p e r mit s  o b s e r v ati o n s  i n  fi el d s  u p  t o

a b o v e 1 0 0, 0 0 0 ti m e s g r a vit y, i s s uit a bl e f o r s u c h e x a mi n ati o n. T h e c ell s h a v e

a  ci r c ul a r  o ut e r  c o nt o u r  a n d  a r e  c e m e nt e d  i nt o  st e el  sl e e v e s  ( Fi g. 1). F o u r

s u c h  sl e e v e s  a r e  i nt r o d u c e d  i nt o  a n d  s c r e w e d  f a st  i n  t h e  r ot o r  ( Fi g.  2)  of

c h r o m e- ni c k el  st e el.  T h e  r ot o r  i s  m o u nt e d  h o ri z o nt all y  a n d  i s  r ot at e d  b y

m e a n s  of  t w o  s m all  oil  t u r bi n e s.  Fi g.  3  gi v e s  a n  i d e a  of  t h e  c o n st r u cti o n  of

t h e  c e nt rif u g e.

T o k e e p t h e h e ati n g   wit hi n  r e a s o n a bl e  li mit s,  t h e  r ot o r  s h o ul d  r ot at e  i n

h y d r o g e n at a p r e s s u r e of a b o ut 1 5 m m H g. T hi s p oi nt r e p r e s e nt s a n o pti-

m u m. T h e r e a s o n f o r t hi s i s t h at t h e f ri cti o n al w o r k d r o p s wit h t h e p r e s s u r e,

w hil e t h e t h e r m al c o n d u cti vit y a n d h e n c e t h e c o ol a bilit y, i s c o n st a nt d o w n

t o  a  f ai rl y  l o w  p r e s s u r e.  T h e  b e a ri n g s  a r e  c o ol e d  b y  a  vi g o r o u s  fl o w  of  oil

a n d t h e r m o c o u pl e s a r e u s e d t o c o nt r ol t h e t e m p e r at u r e. Fi g. 4 i s a di a g r a m

of  t h e  oil  a n d  h y d r o g e n  ci r c ul ati o n  s y st e m.  Fi g.  5  i s  a  di a g r a m  of  t h e  ill u-

mi n ati o n a n d p h ot o g r a p hi c s y st e m s. T h e m et h o d s of o b s e r v ati o n a r e si mil a r

t o  t h o s e  u s e d  wit h  t h e  s m all e r  c e nt rif u g e.  T h e  r ot o r  s p e e d  i s  r e a d  f r o m  a

st r o b o s c o pi c  t a c h o m et e r  ( o n  t h e  ri g ht  i n  Fi g.  5).

T h e  a b o v e- d e s c ri b e d a p p a r at u s  h a s  hit h e rt o  b e e n  u s e d  f o r  e x a mi n ati o n  of

Fi g. 5. Ill u mi n ati o n a n d p h ot o gr a p hi c s y st e m, t o g et h er wit h str o b o s c o pi c t a c h o m et er,
f o r  t h e  ult r a c e nt rif u g e  :

( A) w at er- c o ol e d  l a m p  h o u si n g ( H) o bj e cti v e

( B) l a m p (J) m ot o r
( C) w at er filt er ( K)  str o b o s c o pi c  di s c
( D) li g ht  filt er ( L) r e si st or
( E) s h utt er ( M)  g e n er at or
( F) ult r a c e nt rif u g e ( N) h ot- wir e  a m m et er

( G) c a m er a gr a d u at e d i n r. p. m.
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Fi g. 6. C o n c e ntr ati o n di stri b uti o n i n a hi g hl y di s p er s e g ol d c oll oi d 5, 1 0, 1 5, 2 0 mi n-
ut e s aft er b e gi n ni n g of c e ntrif u g ati o n; fi el d of f or c e 2 8, 8 0 0 ti m e s gr a vit y ( a c c or di n g t o

H.  Ri n d e).

s y nt h eti c  i n o r g a ni c  c oll oi d s  a n d  f o r  st u di e s  i n  c o n n e cti o n  wit h  n at u r al

p r ot ei n s.

L et u s fi r st c o n si d e r t h e d et e r mi n ati o n of t h e p a rti cl e- si z e di st ri b uti o n i n

t h e g ol d c oll oi d s w hi c h a r e s o w ell k n o w n f r o m Z si g m o n d y’ s cl a s si c w o r k.

I n t hi s fi el d Ri n d e h a s c a r ri e d o ut e x h a u sti v e t e st s w hi c h h a v e s h o w n t h at

t h e s e c oll oi d al s ol uti o n s a r e i n n o w a y a s e q u al- g r ai n e d a s w a s p r e vi o u sl y

t h o u g ht.  A s  a n  e x a m pl e  w e  will  c h o o s e  t h e  fi n e st  g r ai n e d  of  all  t h e  g ol d

c oll oi d s, t h e o n e r e d u c e d f r o m c hl o r o a u ri c a ci d wit h p h o s p h o r u s. Ri n d e h a s

d et e r mi n e d t h e p a rti cl e di st ri b uti o n i n s u c h a s ol uti o n p a rtl y b y m e a s u ri n g

t h e  s p e e d  of  s e di m e nt ati o n  a n d  p artl y  b y  m e a s uri n g  t h e  s e di m e nt ati o n  e q ui-

li b ri u m. Fi g. 6 r e p r o d u c e s t h e c o n c e nt r ati o n c u r v e s c al c ul at e d f r o m a s e ri e s

of  e x p o s u r e s  of  s u c h  a  c oll oi d  wit h  s e di m e nt ati o n  i n  a  fi el d  2 8, 8 0 0  ti m e s

g r a vit y;  t h e  ti m e  b et w e e n  t w o  e x p o s u r e s  i s  5  mi n ut e s.

Fi g. 7 s h o w s t h e di st ri b uti o n c u r v e. A s will b e a p p a r e nt f r o m t hi s c u r v e,

p arti cl e s  ar e  pr e s e nt  b et w e e n  0. 7  a n d  2. 2 m m. T h e  m a xi m u m  i s  at  a b o ut  1. 5 m m.

T h e  s e di m e nt ati o n  e q uili b ri u m  f o r  a  si mil a r  g ol d  c oll oi d  of  r at h e r  c o a r s e r

g r ai n i n a fi el d 3 5 0 ti m e s g r a vit y i s r e p r o d u c e d di a g r a m m ati c all y i n Fi g. 8.

Fi g.  g  s h o w s  t h e  di st ri b uti o n  c u r v e.
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Fi g.  7.  T h e  p arti cl e  di stri b uti o n  i n  a  hi g hl y  di s p er s e  g ol d  c oll oi d  c al c ul at e d  fr o m  t h e
gr a p h  i n  Fi g. 6  ( a c c or di n g  t o  H.  Ri n d e).

A n ot h e r  fi el d  w hi c h  d u ri n g  t h e  l a st  t h r e e  y e a r s  h a s  b e e n  t h e  o bj e ct  of

c e nt rif u g ati o n st u d y at t h e P h y si c al C h e mi st r y L a b o r at o r y at U p p s al a, i s t h e

p r ot ei n s. I n t hi s c a s e w e d et e r mi n e d t h e m ol e c ul a r w ei g ht s p a rtl y b y m e a s-

u ri n g t h e s e di m e nt ati o n e q uili b ri u m a n d p a rtl y b y m e a s u ri n g t h e s e di m e n-

t ati o n s p e e d. B y m e a n s of t h e c e nt rif u g ati o n m et h o d it i s p o s si bl e t o d et e r-

mi n e  m ol e c ul a r  w ei g ht s  i n  v e r y  dil ut e  s ol uti o n s  ( h u n d r e dt h s  of  o n e  p e r

c e nt).  T hi s  i s  i m p o rt a nt  si n c e  m a n y  p r ot ei n s  h a v e  o nl y  l o w  s ol u bilit y.  It  i s

al s o p o s si bl e i n t hi s w a y t o d et e r mi n e w h et h e r a p r ot ei n s ol uti o n i s o r i s n ot

c o n si st e nt  i n  r e s p e ct  of  m ol e c ul a r  si z e.  I n  c a s e s  w h e r e  a  p r ot ei n  h a s  m o r e

t h a n  o n e  li g ht  a b s o r pti o n  b a n d,  it  i s  al s o  p o s si bl e  t o  t e st  w h et h e r  t h e s e
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v a ri o u s b a n d s r el at e t o t h e s a m e m ol e c ul a r w ei g ht. T h u s Ni c h ol s h a s s h o w n,

i n c o n n e cti o n wit h c a r ef ull y p u rifi e d h a e m o gl o bi n, t h at t h e li g ht a b s o r pti o n

i n g r e e n, bl u e, a n d l o n g- w a v e ult r a vi ol et a n d i n s h o rt- w a v e ult r a vi ol et h a s

a s it s v e hi cl e a s u b st a n c e h a vi n g a m ol e c ul a r w ei g ht i n t h e r e gi o n of 6 8, 0 0 0.

Fi g.  8.  C o n c e ntr ati o n  di stri b uti o n  i n  a  hi g hl y  di s p er s e  g ol d  c oll oi dFi g.  8.  C o n c e ntr ati o n  di stri b uti o n  i n  a  hi g hl y  di s p er s e  g ol d  c oll oi d
e q uili bri u m  i n  a  fi el d  of  f or c e  3 5 0  ti m e s  gr a vit y  ( a c c or di n g  t oe q uili bri u m  i n  a  fi el d  of  f or c e  3 5 0  ti m e s  gr a vit y  ( a c c or di n g  t o

at  s e di m e nt ati o n
H.  Ri n d e).

Fi g.  9.  T h e  p arti cl e  di stri b uti o n  i n  a  hi g hl y  di s p er s e  g ol d  c oll oi d,  c al c ul at e d  fr o m  t h e
gr a p h i n Fi g. 8 ( a c c or di n g t o H. Ri n d e).



7 8       1 9 2 6   T . S  V  E  D  B  E  R  G

I gi v e s o m e d at a c o n c e r ni n g t h e e x a mi n ati o n of h a e m o gl o bi n. T h e st u d y

of  t h e  s e di m e nt ati o n  e q uili bri u m  w a s  c arri e d  o ut  b y  F å hr a e u s  a n d  t h e  a ut h or

( 1 9 2 4- 1 9 2 5)  a n d  w a s  c o nti n u e d  b y  Ni c h ol s  ( 1 9 2 6  a n d  1 9 2 7);  a  st u d y  of  t h e

s e di m e nt ati o n s p e e d w a s c a r ri e d o ut b y Ni c h ol s a n d t h e a ut h o r ( 1 9 2 6- 1 9 2 7).

Fi g. 1 0 i s a s e ri e s of e x p o s u r e s of a 0. 9 % s ol uti o n of a c o m p o u n d of c a r b o n

Fi g. 1 0. C e ntrif u g ati o n of a s ol uti o n of t h e c o m p o u n d of c ar b o n m o n o xi d e a n d h a e m o-
gl o bi ni n afi el d of f or c e 9 4, 0 0 0 ti m e s gr a vit y; ti m e b et w e e n e x p o s ur e s ½, h o u r;  c o n c e n-

tr ati o n s c al e at t o p.

Di st a n c e  fr o m  s urf a c e  of  li q ui d

Fi g.  1 1. T h e c o n c e ntr ati o n di stri b uti o n i n a s ol uti o n of t h e c o m p o u n d of c ar b o n m o n-
o xi d e a n d h a e m o gl o bi n ½, 1, 1 ½, 2, 2 ½, a n d 3 h o ur s aft er t h e b e gi n ni n g of c e ntrif u g a-
ti o n;  fi el d  8 1, 0 0 0  ti m e s  gr a vit y  ( c ur v e s  ar e  c orr e ct e d  f or  r e d u cti o n  i n  c o n c e ntr ati o n

d u e  t o  w e d g e- s h a p e  of  c ell  a n d  fi el d  i n h o m o g e n eit y).
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m o n o xi d e  a n d  h a e m o gl o bi n,  t a k e n  1,  1 ½,  2,  2 ½,  a n d  3  h o u r s  aft e r  t h e  b e-

gi n ni n g of c e nt rif u g ati o n. T h e fi el d of f o r c e w a s a p p r o xi m at el y 9 4, 0 0 0 ti m e s

g r a vit y, t h e t e m p e r at u r e 3 0 o C. T a bl e I s h o w s t w o t e st s e ri e s f o r d et e r mi ni n g

t h e m ol e c ul a r w ei g ht of h a e m o gl o bi n. T h e s e di m e nt ati o n e q uili b ri u m g a v e

6 7, 8 7 0,  t h e  s e di m e nt ati o n  s p e e d  6 8, 3 5 0.  Fi g. 1 1 s h o w s  t h e  c o n c e nt r ati o n

c u r v e s  f r o m  t h e  l a st  s e ri e s  ( aft e r  c o r r e cti o n  f o r  r e d u cti o n  of  t h e  c o n c e nt r a-

ti o n a s a r e s ult of t h e w e d g e- s h a p e of t h e c ell a n d t h e i n h o m o g e n eit y of t h e

fi el d  of  f or c e).  T h e  s oli d  li n e s  r e pr e s e nt  t h e  e x p eri m e nt al  v al u e s.  T h e  br o k e n-

li n e  c u r v e s  s h o w  t h e  c o n c e nt r ati o n  di st ri b uti o n  t h at  w o ul d  b e  e x p e ct e d  if

all  t h e  h a e m o gl o bi n  m ol e c ul e s  ( o r  p a rti cl e s)  w e r e  of  t h e  s a m e  si z e.  It  will

b e  cl e a r  t h at  t h e  d e vi ati o n  i s  i n si g nifi c a nt.  C al c ul ati o n s  s h o w  t h at  at  l e a st

T a bl e I.  H a e m o gl o bi n.

Se di me nt ati o n  e q uili bri u m.
( s pee d =  8, 7 0 8  r. p. m.; ce ntrif u g ati o n ti me = 3 9 h o ur s; T = 2 9 3 ;

w = 2 9 0. 3 π; V =  0. 7 4 9)

Se di me nt ati o n  s pee d.
( c o n ce ntr ati o n  =  0. 9 6 %; T = 3 0 3; V  =  0. 7 5 5;  D  =  0. 0 7 0)
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T a bl e  2.  O v al b u mi n  ( s alt-fr e e).

Se di me nt ati o n  e q uili bri u m.
( s pee d =  1 0, 7 0 0  r. p. m.; ce ntrif u g ati o n  ti me =  5 9. 5  h o ur s; T = 2 8 8;

w = 3 5 6. 6 π; V  =  0. 7 4 9)

O v al b u mi n  ( 1 %  N a Cl).

Se di me nt ati o n  e q uili bri u m.
( s pee d = 1 0, 9 0 0 r. p. m. ; ce ntrif u g ati o n  ti me =  4 1. 5  h o ur s; T = 2 9 1. 5;

w = 3 6 3. 3 7 π;   =  1. 0 0 7 7; V =  0. 7 4 1)

8 0 t o 9 0 % of t h e h a e m o gl o bi n i n q u e sti o n c o n si st s of m ol e c ul e s of a w ei g ht

of  6 8, 0 0 0.  M o r e  r e c e nt  m e a s u r e m e nt s  b y  Ni c h ol s  h a v e  gi v e n  e v e n  hi g h e r

p e r c e nt a g e s  f o r  t hi s  t y p e  of  m ol e c ul e.  It  i s  t h e r ef o r e  cl e a r  t h at  t h e  p r ot ei n

h a e m o gl o bi n i s a s u b st a nti all y h o m o g e n e o u s c h e mi c al i n di vi d u al. B y c e nt ri-



U  L  T  R  A  C  E  N  T  R I F  U  G  E 8 1

f u g ati o n  of  h a e m o gl o bi ni n  v ari o u s  b uff er  s ol uti o n s  Ni c h ol s  w a s  a bl e  t o  pr o v e

t h at  t h e  m ol e c ul a r  w ei g ht  i s  i n d e p e n d e nt  of  t h e  d e g r e e  of  a ci dit y,  at  l e a st

wit hi n  t h e  r a n g e  of  p H  6. 0- 9. 0.

T h e  f oll o wi n g  al b u mi n oi d s  w e r e  al s o  st u di e d:  o v al b u mi n  ( Ni c h ol s  a n d

t h e a ut h o r), p h y c o c y a ni n a n d p h y c o e r yt h ri n ( L e wi s a n d t h e a ut h o r), h a e m-

o c y a ni n  ( C hi r n o a g a  a n d  t h e  a ut h o r).  T h e  e x a mi n ati o n  of  t h e  fi r st  t h r e e

i s  al m o st  c o m pl et e.  T h e  r e s ult  h a s  b e e n  t h at  all  m u st  b e  r e g a r d e d  a s  s u b-

st a nti all y u nif o r m c h e mi c al i n di vi d u al s. Fi g. 1 2 i s a p h ot o g r a p h of t h e s e di-

m e nt ati o n e q uili b ri u m i n a n o v al b u mi n s ol uti o n wit h a n o p e r ati v e f o r c e of

5, 8 0 0  ti m e s  g r a vit y.  Fi g.  1 3  i s  t h e  c o n c e nt r ati o n  c u r v e.  T a bl e  2  gi v e s  t w o

t e st s e ri e s wit h o v al b u mi n, o n e f o r a u nif o r m m at e ri al, a n d t h e ot h e r f o r a

m at e ri al  c o nt ai ni n g  a  c o m p o n e nt  of  hi g h  m ol e c ul a r  w ei g ht.  Fi g.  1 4  fi n all y

s h o w s  a  c e nt rif u g ati o n  s e ri e s  wit h  p h y c o e r yt h ri n.  T h e  fi el d  of  f o r c e  w a s

9 0, 0 0 0 ti m e s g r a vit y, t h e t e m p e r at u r e 3 0 ° C a n d t h e ti m e b et w e e n e x p o s u r e s

2 0 mi n ut e s.

T a bl e  3.

S u bst a n ce
M ole c ul ar

w ei g ht
M et h o d O b s e r v e r

O v al b u mi n
( el e ctr ol yt e-fr e e)

H a e m o gl o bi n
( el e ctr ol yt e-fr e e)

H a e m o gl o bi n
( el e ctr ol yt e-fr e e)

H a e m o gl o bi n
( b uff er  p H  6. 2- 7. 7)

P h y c o c y a ni n
( b uff e r p H 7. 0- 7. 9)

P h y c o c y a ni n
( b uff er  p H  7. 0)

P h y c o er yt hri n
( b uff e r  p H  5. 0- 6. 8)

P h y c o er yt hri n
( b uff e r  p H  5. 0- 6. 8)

3 4, 5 0 0

6 7, 7 0 0

6 8, 0 0 0

6 8, 1 0 0

1 0 5, 9 O O

1 0 5, 0 0 0

2 0 7, 7 0 0

2 2 6, 8 0 0 *

e q uili bri u m

e q uili b ri u m

s p e e d

s p e e d

e q uili b ri u m

s p e e d

e q uili b ri u m

s p e e d

Ni c h ol s  a n d  a ut h or  1 9 2 6

F å h r a e u s  a n d  a ut h o r  1 9 2 5

A ut h o r  1 9 2 6

Ni c h ol s  1 9 2 7

L e wi s a n d a ut h or 1 9 2 7

L e wi s a n d a ut h or 1 9 2 7

L e wi s  a n d  a ut h or  I 9 2 7

L e wi s a n d a ut h or 1 9 2 7

*  O wi n g  t o  t h e  diffi c ult y  of    m e a s uri n g  t h e  s p e e d  of  diff u si o n  of  t h e  p h y c o er yt hri n
e x a ctl y, t hi s v al u e i s l e s s a c c ur at e t h a n t h e pr e c e di n g v al u e.
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A B

Fi g. 1 2. C e ntrif u g ati o n  of  a n  o v al b u mi n  s ol uti o n:  ( A )  at  b e gi n ni n g  of  c e ntrif u g ati o n;
( B)  aft er  r e a c hi n g  s e di m e nt ati o n  e q uili bri u m;  fi el d  of  f or c e  5, 8 0 0  ti m e s  gr a vit y

( a c c or di n g t o J. B. Ni c h ol s).

Fi g. 1 3. T h e c o n c e ntr ati o n di stri b uti o n i n a n o v al b u mi n s ol uti o n at s e di m e nt ati o n
e q uili bri u m  i n  a  fi el d  of  f or c e  5, 8 0 0  ti m e s  gr a vit y  ( a c c or di n g  t o  J.  B.  Ni c h ol s).

Fi g. 1 4. C e ntrif u g ati o n of a p h y c o er yt hri n s ol uti o n i n a fi el d of f or c e 9 0, 0 0 0 ti m e s
gr a vit y;  ti m e  b et w e e n  e x p o s ur e s  2 0  mi n ut e s  ( a c c or di n g  t o  N.  B.  L e wi s).
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T a bl e  3  gi v e s  t h e  m ol e c ul a r  w ei g ht s  of  t h e  p r ot ei n s  hit h e rt o  st u di e d  b y

t h e  c e nt rif u g ati o n  m et h o d.  T h e  v al u e s  o bt ai n e d  b y  s e di m e nt ati o n  e q uili-

b ri u m  a n d  s e di m e nt ati o n  s p e e d  c o r r e s p o n d  t o  o n e  a n ot h e r  wit hi n  t h e  t e st

e r r o r li mit s. It i s i nt e r e sti n g t o n ot e h o w t h e m ol e c ul a r w ei g ht of p h y c o e r y-

t h ri n  i s  a p p r o xi m at el y  t wi c e  t h e  m ol e c ul a r  w ei g ht  of  p h y c o c y a ni n.  T h e s e

t w o  pr ot ei n s  o c c ur  t o g et h er  i n  r e d  al g a e  (t h e  m at eri al  st u di e d  ori gi n at e s  fr o m

a S w e di s h s p e ci e s of t h e g e n u s C e r a mi u m. A c c o r di n g t o a n al y s e s b y K yli n

( 1 9 1 0) a n d Kit a s at o ( 1 9 2 5), t h ei r el e m e nt a r y c o m p o siti o n i s i d e nti c al wit hi n

t h e a n al y si s e r r o r li mit s. A c c o r di n g t o t h e c e nt rif u g ati o n e x a mi n ati o n c a r ri e d

o ut b y L e wi s, it i s t h e r ef o r e p r o b a bl e t h at t h e m ai n diff e r e n c e b et w e e n t h e m

i s t h at p h y c o e r yt h ri n h a s t wi c e t h e m ol e c ul a r w ei g ht of p h y c o c y a ni n. P h y c o-

e r yt h ri n i s r e d ( st r o n g a b s o r pti o n b a n d i n g r e e n), w hil e p h y c o c y a ni n i s bl u e

( st r o n g  a b s o r pti o n  b a n d  i n  y ell o w).  Si n c e  t h e s e  t w o  p r ot ei n s  a r e  r el ati v el y

diffi c ultl y s ol u bl e a n d t h e y al s o c o nt ai n n o m et alli c c o n stit u e nt s, it w a s i m-

p o s si bl e t o d et e r mi n e o r e sti m at e t h ei r m ol e c ul a r w ei g ht i n a n y w a y ot h e r

t h a n b y c e nt rif u g ati o n.

E x a mi n ati o n of hi g hl y di s p e r s e c oll oi d s a n d ot h e r s ol uti o n s of si mil a r p r o p-

e rti e s  b y  c e nt rif u g ati o n  i s  still  at  it s  v e r y  b e gi n ni n g.  T h e  r e s ult s  o bt ai n e d

cl e a rl y s h o w t h at i n t hi s w a y it will b e p o s si bl e g r a d u all y t o c oll e ct a v al u-

a bl e  f u n d  of  k n o wl e d g e  c o n c e r ni n g  s u c h  m e di ci n all y  a n d  t e c h ni c all y  i m-

p o rt a nt  g r o u p s  a s  t h e  p r ot ei n s,  p ol y m e ri c  h y d r o c a r b o n s  (f o r  e x a m pl e  r u b-

b e r),  p ol y m e ri c  c a r b o h y d r at e s  (f o r  e x a m pl e  st a r c h,  c ell ul o s e),  et c.




