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ABSTRACT

A v e r a g e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  a n d  m o l e c u l a r  w e i g h t  d i s t r i b u t j o n s
a r e  i m p o r t a n t  p a r a m e t e r s  a f f e c t i n g  t h e  p e r f o r n a n c e  o f
p o l y s a c c h a r i d e s  a s  t h i c k e n i n g  a n d  g e l l i n g  a g e n t s  i n  f o o d s  a n d  i n
o t h e r  c o m m e r c i a l  a p p l i c a t i o n s .  D i f f i c u l t i e s  e n c o u n t e r e d  w i t h
p r e s e n t l y  w i d e l y  u s e d  t e c h n j . q u e s  f o r  t h e  d e t e r n r i n a t i o n  o f  t h e s e
n a r a m a t c r q  : r c  h i o h l  i o h t c d  T h 6  n ^ f a n f i r ' l  n F  I n u r  c n o a d

s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m  i n  t h e  a n a l y t i c a l  u l t r a c e n t r i f u g e  a s
a n  a l t e r n a t i v e  i s  d e m o n s t r a t e d ,  p a r t i c u l a r l y  i n  t h e  l i g h t  o f
some  recen t  t heo re t i ca l  &  expe r imen ta l  deve lopmen ts .

INl .RODUCTION

p ^ 1 1 7 c ^ . - h : r i ^ a c  a " ^ h  ^ ^  - l ^ i ^ ^ + ^ ^q r  q j y  ,  g a l a c t o m a n n a n s ,  x a n t h a n  &
ca rageenan  gums  a re  w ide l y  used  as  t h i cken ing  and  ge l l i ng  agen t s
i n  t h e  f o o d  i n d u s t r y  ( 1 ) .  T h e i r  p o t e n t i a l  i n  t h e  p h a r m a c e u t i c a l
i n d t t q f r r r  ( d r r r o  d c l  i r r c r r z  q r r q l . a m q )  r n / l  . i -  ^ i l  - i -  j - ^  / , . , ^ l r  ly  \ u r u Y  ,  - . . *  - n  o f r  m r n l n g  ( w e r t  o o r e
t e c h n o l o g y )  h a s  a l s o  b e e n  i d e n t i f i e d  ( 2 , 3 ) .  O n e  o f  t h e  m o s t
impo r tan t  f ac to r s  gove rn i ng  t he  pe r f o rmance  o f  such  

' commerc la l '

p o l y s a c c h a r r d e s  i s  t h e i r  m o l e c u l a r  w e i g h t s ,  a n d ,  s i n c e  f o r  a
g i v e n  p r e p a r a t i o n  t h e y  a r e  p o l y d i s p e r s e ,  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f
m o l e c u l a r  w e i g h t s .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  p e r f o r m a n c e  o f  p e c t i n s  i n
d r i nk i ng  yoghu r t s  has  been  re l a ted  t o  such  d i s t r i bu t i ons  o f  M_ ;
s o m e  c o n c e r n  h a s  a l s o  b e e n  e x p r e s s e d  o v e r  t h e  p o s s i b l e  t o x i c i t y
o f  I o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  s p e c i e s  i n  c a r a g e e n a n .  A s  a  r e s u l t ,
cons ide rab le  a t t en t i on  has  been  pa id  t o  po l ysaccha r i de  mo lecu la r
we igh t  de te rm ina t i on .  Un fo r t una te l y ,  t he  t echn ique  wh i ch  has
r e v o l u t i o n i s e d  p r o t e i n  b i o c h e m i s t r y  -  S D S  p o l y a c r y l a m i d e  g e l
e l e c t r o p h o r e s i s  ( S D S  P A G E )  -  c a n n o t  b e  a p p ) - i e d  t o
- ^ r " ^ ^ ^ ^ L ^ - i r ^ -  ^ -  a  a r r : n f i f : + i \ 7 6  l ^ ^ l  A l t h a r r n h  ^ 6 ? + . i hp u r y D a u u l l a r  a u s D  o J  n t  L r r v u g r l  u s r  L d r l l

c h a r g e d  p o l y s a c c h a r i d e s  s a t i s f y  s i m i l a r  c h a r g e  p e r  u n i t  I e n g t h
c r i t e r i a ,  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  p o l y s a c c h a r i d e s  h a s  t h u s  f a r
h a d  o n l y  a  f r a c t i o n  o f  t h e  i m p a c t  o f  i t s  p r o t e i n  c o u n t e r p a r t ,
t h r o u g h ,  f o r  e x a m p l e ,  d i f f i c u l t i e s  o f  c a l i b r a t i o n .

O t h e r  
- r e l a t i v e -  

t e c h n i q u e s  ( i . e .  r e q u i r i n g  c a l i b r a t i o n
s tanda rds  o f  known  M-and  s j "m i l a r  con fo rma t i on ,  have  howeve r  been
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a p p l j e d  w i d e l y ,  a s  h a v e  
' a b s o l u r e '  ( v L z .  n o t  r e q u i r i n E

^ + - n i - r i ^ \  l ; ^ h +  - ^ : r r a r i n n  n r a c a d r r r a <  I ^ i a  n . \ u ,  h i n h l i a h +s t a n o a r o s  /  r r g n t  s c * - - , - r _ . ,  . ^ - y , , - - y . . .  s o m e
o f  t h e  d i f f i c u L t i e s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  l a t t e r ,  w h i c h  h a s
c o n t r i b u t e d  t o  c o n s i d e r a b l e  d a t a  v a r i a b i l i t y  ( s e e ,  e . g .  ,  4 - 6 )
and  demons t ra te  t he  po ten t i a l  o f  some  recen t  advances  i n  t he
r a t : f  i r r a t  r r  r r n r t a r - r r c a d  f  a n t r n i a r r o  n t  t ^ r ^ 7  - ^ ^ ^ i  - ^ i i m ^ h f  a f  i ^ ,.  .  - . .  s p e e o  s e o r m e n c d t r o n
o a r r i  I  i h r i r r m  i n  f h a  : n : l r z f i a : l ' r l + r A . a n + r i  f r r d av Y u | I ! v ! / L r U q ! r r u Y v .

L IGHT  SCATTERING

F o r  o v e r  f o u r  d e c a d e s  i  i g h t  s c a t t e r i n g  p r o c e d u r e s  h a v e
p r o v i d e d  p o w e r [ u  I  t o o l  s  f o r  e l u c i c i a t i n g  t h e  s i z c  a n d
c o n F o r m a t i o n  o I  b i o m o l e c u ] a r  s y s t e r n s  i n  s o l u t i o n .  T h e y  a r e
n : r t i c r r l : r l r ;  u r o l  I  e r r i l - a . l  f o r  1 - h o : r r a l r r q i e  n f  r o l : l -  i r u o l r r  l ;' * " r  "  ' - - j  - 3 r g e ,
t :  i  r ' l  r z  m n n a d i  -  c + ^ h -  - ^ i  l  - i ^ ^ i  " ^  L - .  ^  ^ . ' + ^ ^ - i  " - l  \ /r  u f  ! f  I  r t , v r r v u r r P L ! . L  5 y b L C l L l 5 r  d l l U  I I I U C C U r  W C  l l d V C  e x L e l l 5 I V L r J

e n n l  i o d  r h a c 6  t - a . h n i o r r e q  t o  s v s l - e m s  o f  v i r u s e s  a n d  b a c t e r i a l
s p o r e s  ( s e e ,  e . g ,  r e f .  7 ) .

. l w o  n r i  n e i  n l  c  1 - e e h n i  o l e s  h a v c  h c e n  a n n l  i  o d  ' t - n  n o l  r ' c : c n [ 3 a i f l g
v v  

v v  
t

s i z e  d e t e r m i n a t i o n s :  ( i )  - c l a s s i c a l '  
o r  

' d i f f e r e n t i a l '  
l i g h t

q . ^ j ' f a r i n o -  i n  w h i c h  j - h e  i n l e n s i t v  s e A f t c r c d  h v  a  d i e n e r q i o n  i se 1  r v s e

m e a s u r e d  a s  a  f u n c t i o n  o f  a n g l e  a n d  ( i i )  ' q u a s i - e l a s t i c '  
l i g h t

s c a t t e r i n g  ( Q L S )  i n  w h i c h  t h e  s h o r t - t i m e  ( n s  -  p s )  f l u c t u a t i o n s
i  n  i  n f e n s i  1 - v  a t -  a  o i  " ^ -  ^ - - 1  ^ ' J r e d .  F o r  m o l e c u l a rL t  u L  J  Y L V s I  a i l Y r E

w e i g h t  m e a s u r e m e n t  i n  (  i  )  a  d o u b l e  e x t r a p o l a t i o n  t o  z e r o  a n g l e
a n d  z e r o  c o n c e n t r a t i o n  (  ' Z i m m '  

p l o t )  i s  n o r m a l l y  e m p l o y e d ,  o r
m e a s u r e m e n L s  a r e  m a d e  a L  v e r y  l o w  a n g l e  a n d  a  s i n g l e
^ . , ! - ^ ^ ^ l - r i ^ -  r ^  - ^ .L v  z u r o  c o n c e n t r a t i o n  i s  s u f f i c i e n t  ( ' L o w  a n g l e
L i g h t  S c a t t e r i n g ,  L L S  )  ;  i n  (  i i  )  

' a u t o c o r r e l a t i o n '  
m e a s u r e m e n t s

n T  f h A  i n f F n q i f \ /  T l r r . l - r r ^ + i n n q  c : n  r | i o l d  l - h a  l z - a t t a r a a a \

t r a n s l a t i o n a l  d - i f f u s i o n  c o e f f i c i e n t r  D _ ,  a f t e r  a n  e x t r a p o l a t i o n
t o  z e r o  c o n c e n t r a t i o n .  T h i s ,  w h e n  c o m b l n e d  w i t h  t h e
s e d i m e n t a t i o n  c o e f i i c i e n t ,  c a n  a l s o  y j e l d  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t .

D e s n i f c  i h e i  r  w i d ^  - - - r  i  - ^ ! r  ^ -  - ' -  h e l  i c v e  l - h e s e  n r o c e d u r e su s  o ! / I , r

h a v e  i n h e r e n t  d i f f i c u l t i e s  w h e n  a p p l i e d  t o  h e t e r o g e n e o u s  s y s t e m s
s u c h  a s  p o l y s a c c h a r i d e s ,  l a r g e l l  b e c a u s e  o f  p r o b l e m s  o f  d u s t  a n d
e v e n  t r a c e  a m o u n t s  o f  l a r g e  a g g r e g a t e s ,  p a r t i c u l a r l y  I o r
m e a s u r e m e n t s  a t  l o w  a 4 g l e s .  Q L S  d i f f u s i o n  m e a s u r e m e n t s  a r e
o f t e n  p e r f o r m e d  a t  9 0 " ,  t o  m i n i m i s e  s u c h  c o n t a m i n a t i o n  e f f e c t s .
A l t h o u g h  r h i s  d o e s  n o r  l e a d  t o  a n y  a p p r e c i a b l e  e r r o r  [ o r  r i g i d
s p h e r i c a l  p a r t i c l e s ,  f o r  p o l y s a c c h a r i d e s  e x t r a p c l a t i o n  t o
z a r o - a n o l e  i q  n n r m r l l v  n o n o c q : r r r  h a c a r r g g  O f  t h e  f i n i t e

c o n t r i b u t l o n  t o  t h e  o b s e r v e d  a u t o c o r r e l a t i o n  p r o f i l e s  f r o m
r o t a t i o n a l  d j I f u s i o n  -  u n f o r t u n a t e l y  a t  I o w  a n g l e s ,  t h e  e f f e c t s
o I  a n y  d u s t , /  a g g r e g a t e s  a r e  a g g r a v a t e d .  C ] a r i f i c a t i o n
p r o c e d u r e s  r u n  t h e  r i s k  o F  n o t  r e m o v i n g  a g g r e g a t e s  o r  r e m o v i n g
n a r t  o r  f h e  d i s f r i h g l i 6 n  o f  s i z e s  t h a t  i s  a c t - l ^ l l v  h c i n o
a n a l r z s e d -  A  o n o d  d e m o n s t f a t i o n  o f  t h e  e [ f p e t q  o f  r o c r c n a f ^ ^  L ^ ^q l l q | f a g g a 9 Y r c Y a L c - | | d J

b e e n  g i v e n  f o r  g l y c o c o n j u g a t e s  b y  P r e s t o n  &  c o w o r k e r s  ( 8 ) .
Fu r t he r ,  appa ren t  ag reemen t  be tween  Z imm p lo t s  and  t he  Svedbe rg
e q u a t i o n  ( u s i n g  D -  v a l u e s  m e a s u r e d  b y  Q L S )  c a n  b e  m i s l e a d i n g  i n
t h a t  t h e  s a m e  e f f 6 c t s  p r o d u c i n g  h i g h  M -  v a l u e s  ( a n d  h i g h  n g
v a l u e s )  f r o m  t h e  Z i m m  m e t h o d  w o u l d  a l s b  p r o d u c e  l o w e r  D _  v a l u e s
f  :  n r l  h a n n o  h  i  n h a r  M  v r  I  r r a c  )  F r n m  ^ I  c

t  L )  v r t t  v t t e .

I f  Q L S  i s  b e i n g  t r s e d  f o r  s i z e  d i s t r i b u t i o n  a n a l y s i s ,  i t  r s
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: L 1 ^  r ^  r j - ! r - ^ . - j - L  - o n r r i n a  n n l r z ^ j q n o r c it l o L  I I O I  j l l d l l y  p O S S l O l e  L O  O i S t _ L n g U a S n  S _ - - * _ - - -  . _ .  ,  _ r _ . - - " - _ t y

( v l z .  n o n - i n t e r a c t i n g  s p e c i e s  o f  d i f f e r e n t  m o l e c u l a r  s i z e )  f r o m
< a l f - a q c a a i a f i n n  n h n n n m a n : .  e . r n h  a n r 1 , ' s c s  ? l q o  o e n a r a i l r -  f 6 i l  1 6

t ake  i n t o  cons ide ra t l on  t he  e f f ec t s  o f  t i r e rmodynam ic
n o n - i d e a l i t y .  F i n a 1 1 y ,  a n  a c c u r a t e  m e a s u r e m e n t  o f  c o n c e n t r a t i o n
i s  n o r m a l l y  n e c e s s a r y  ( f o r  b o t h  t h e  Z i m m  p l o t  a n d  d i f f u s i o n
c o e f f i c i e n t  e x t r a p o l a t i o n s )  a n d  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  r e f r a c t i v e
l nc remen ts :  concen t ra t i ons  can  ra re lV  be  measu red  t o  be t t e r  t han
5 2 .

B e c a u s e  o f  t h e s e  d i f f i c u l t i e s ,  1  i g h t  s c a L L e r i n g  t e c h n i q u e s
w o u l d  n o t ,  w h e r e  p o s s i b l e ,  b e  o u r  m e t h o d  o f  c h o i c e :  i f  l i q h t
s c a t t e r i n g  h a s  t o  b e  u s e d ,  w e  f e e l  t h a t  s o m e  f o r m  o f
c o n f i r m a t i o n  o f  r e s u l t s  u s i n g  a n  i n d e p e n d e n t  p r o c e d u r e  ( s u c h  a s
I o w  s p e e d  s e d i m e n t a t i o n  e q u i L i b r i u m )  w o u l d  b e  d e s i r a b l e .

RELATIVE TECHNIQUES: CALIBRATED GEL CHROMATOGRAPHY (CGC) AND
INTRINS IC  V ISCOSITY

Ca l i b ra ted  ce l  Ch roma tog raphy ,  l l ke  SDS pAGE,  i s  ano the r
+ a - h h i d ' r 6  t h r +  h : c  r a r r n l , r f i ^ n i c 6 ^  ^ y ^ + e i n  h i o e h e m i q j - r \ /  ^ n du ,  y  q r r

n o l r u m e r  q c i o n c a  r q  :  u r l , r n l o  T h a  m r i n r  i i f F i ^ , , 1 f , , L y 7  u L r L e  d ' i

a p p r o p r i a t e  g e I  m a L e r i a l  a n d  d e t e c t i o n  s y s t e m  h a s  b e e n  c h o s e n
f o r  a  g i v e n  s e p a r a t i o n f  i s  i n  t h e  c a l i b r a t i o n ,  u s i n g  s t a n d a r d s

;:,";T:i: i";";::i:?::"1,3ilu=Ts"53,::'"::-:::"?i;"3"31i1ili51' u",
p o l y s a c c h a r i d e s  t h i s  i s  n o t  s o  e a s y ,  b e c a u s e  o f  u n c e r t a i n t i e s
conce rn ing  con fo rma t i on :  t he  popu la r  use  o f  dex t rans  as
s t a n d a r d s  i s  n o t  g e n e t - a 1 1 y  r e l i a b l e .  T h e  o n l y  r e l  i a b l e  w a y
w o u l d  a p p e a r  t o  b e  t o  m e a s u r e  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  i s o l a t e d
n a r r o w  f r a c t j o n s  u s i n g  a n  a b s o l u l e  t e c h n i q u e  s u c h  a s  1  i g h t
s c a t t e r i n g ,  ( g i v e n  t h e  l i m i t a t i o n s  r e f e r r e d  t o  a b o v e ) .  T h e
a s s u m p t i o n  h a s  t o  b e  m a d e  t h a t  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  m o l e c u l a r
r r o i a h f  c  i c  n  r a  f ^  ^ F n r r i n a  n n l r r ; i c n a - e i t v  ( i  - e -  l - h c  n r o c c n 6 g  g f

v r  L . e r r

non - l - n te rac t i ng  componen ts  o f  d i f f e ren t  mo lecu la r  we iqh t )  as
o p p o s e d  t o  a  s e l f - a s s o c i a t i o n .

T h e  o t h e r  w i d e l y  u s e d  r e l a t i v e  p r o c e d u r e  i s  i n  t h e  u s e  o f
i n f r i n s i e  V i q e o q i f ( /  m a ^ q r r r a m a n l - q  c : l  i l r r a l - o d  h w  I  i a h +  < n : f + a r i n nr e q L u u L  ! r r Y

o r  some  o the r  
' abso lu te  

t echn ique '  us i ng  t he  Mark *Houw ink
e q u a t i o n .  T h i s  p r o c e d u r e  a g a i n  r e q u i r e s  t h e  u s e  o I  s t a n d a r d s  o f
known  M-  and  s lm l l a r  con fo rma t i on / so l va t i on  t o  t he
p o l y s a c - c h a r i d e  w h o s e  M ,  i s  r e q u i r e d .

LOW SPEED SEDIMENTATION EQUILIBRIUM

T h i s  i s  a  t e c h n i q u e  t h a t  h a s  b e e n  a v a i l a b l e  i n  v a r i o u s  f o r m s
[ O r  O V e f  f o u r  d e C a d e q  q i n c p  i 1 - c  i n - a n + i o n  h v  S v c r ] h c r d  i n  t h eL ! Y  J  I L

1 9 2 0 ' s  ( s e e ,  e . g . ,  9 r .  I t s  r o u t i n e  u s e  i n  b i o c h e m j - c i I
l a b o r a t o r i e s  h a s  d e c l i n e d ,  p r i m a r i l y  w i t h  t h e  a d v e n t  o f  S D S  P A G E
^ ^ A  . a a  F ^ -  ^ ' ^ + ^ i -  W O r k .  F o r  d i f f i C U l t  h c t e r o o a n e o l qL ! ! v Y L r r s v u o

t he rmodynam ica l l y  non - i dea I  sys tems  -  t he  ha l lma rk  o f
p o l y s a c c h a r i d e s  -  i t s  u s e f u l n e s s  i s  h o w e v e r  r e t a i n e d ,
p a r t i c u l a r l y  i n  t h e  l i g h t  o f  r e c e n t  a d v a n c e s .  N o n e t h e l e s s ,

t 7
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r r n l  i l r a  I  i d h f  c ^ ^ + + a r i  n d  + h a r a  ^  f 6 k ,  ^ a n r r a c  n F  a v n a r +  i  q a

I e f t  w i t h  t h i s  t e c h n i q u e ,  b o t h  i n  E u r o p e  &  i n  t h e  U S A .  T h i s  i s
s o m e w h a t  s u r p r i s i n g  c o n s i d e r i n g  a l o n e  i t s  p o t e n t i a l  i n  t h e
n o l v s a c c h a r i d e  f i e l d  T h a  l a n n l - h  ^ F  l - i m e  r e o r ; j r e d  t o  r e a c hy v l ] U g v v r r q ! r r | u r L r r Y

e o r i i l i h r i r r m  ( u n  t o  t h r e e  d a v s )  a n d  t h e  s h e a r  s i z e  o f  t h e
m a c h i n e r y  r e q u i r e d  w h e n  c o m p a r e d  w i t h  I i g h t  s c a t t e r i n g  a r e  n o
d o u b t  c o n t r i b u t o r y  f a c t o r s  t o  i t s  I a c k  o f  p o p u l a r i t y .  I n
a d d i t i o n ,  t h e  

' h i g h  
s p e e d '  o r  m e n i s c u s  d e p l e t i o n  m e t h o d ,  w h i c h

f a c i l i t a t e s  m u c h  e a s i e r  d a t a  h a n d l i n g ,  i s  n o t  g e n e r a l l y  s u i t a b l e
f o r  p o l y s a c c h a r i d e s  b e c a u s e  o f  t h e  d i f f i c u l t y  o f  d e p l e t i n g  t h e
m e n i s c u s  o f  l o w  n o l e c u l a r  w e i g h t  m a t e r i a l ,  w i t h o u t  l o s i n g
o p t i c a l  r e g i s t r a t i o n  a t  t h e  c e l l  b a s e :  a  p i t f a l l  i s  t o  a s s u m e
d e p l e t i o n  c o n d i t i o n s  w h e n  t h i s  i s  n o t  v a l i d  ( 1 0 ) .  I  w a n t  t o  n o w
d e s c r i b e  s o m e  o f  t h e  r e c e n t  a n a l y t i c a l  d e v e l o p m e n t s  i n v o l v i n g
t h e  c ^ n t r r r F  a n d  a n a l v s i s  o f  t h t r  d a t a  t h a t  w e  h a v e  b e e n  i n v o l v e d
l v i t h  wh i ch  I  f ee l  now  make  t he  t echn ique  pa r t i cu l a r l y
a t t r ac t i ve .  Th i s  i nc l udes  an  imp roved  me thod  f o r  t he  ex t r ac t i on
o f  t h e  w e i g h t  a v e r a g e  m o l e c u l a r  w e i g h t  f o r  t h e  w h o l e  s a m p l e
d i s t r i bu t i on  and  how  we  cope  w i t h  t he rmodynam ic  non - i dea l i t y .
O t h e r  d e v e l o p m e n t s  i n c l u d e  b o t h  a n  

' i n d i r e c t '  
a n d  a  

' d i r e c t '

app roach  t o  t he  cha rac te r i sa t i on  o f  d i s t r i bu t i ons  o f  M_  and  a l so
a  comb ined  app roach  l v i t h  ge I  ch roma tog raphy .  I  w i l l  d6mons t ra te
h o w  a  n e w  m e t h o d  f o r  o f f - I i n e  f r i n g e  a n a ] y s i s  h a s  o p e n e d  u p  t h e
p o s s i b i l t y  o f  u s i n g  a  s e r i e s  o F  m o s t  i n t e r e s t i n g  m e t h o d s  d e r i v e d
^ \ 7 a r  l - h a  l a e f  ? n  r r a : r <  h r r l -  n r a r r i n r r c l  d i f f i n r r l t  r n

i m p l e m e n t  b e c a u s e  o f  t h e  s e v e r e  r e q u i r e m e n t s  o n  t h e  p r e c i s i o n  o f
t h e  f r i n g e  d a t a .

De te rm ina t i on  o f  h re i t  a v e r a q e  m o l e c u l a r  w e i q h t s :  t h e  
- s t a r

One  o f  t he  mos t  f undamen ta l  p i eces  o f  i n f o rma t i on  t o  be
ob ta i ned  f r om a  sed imen ta t i on  equ i l i b r i um  expe r imen t  i s  t he
we igh t  ave rage  mo lecu la r  v re i gh t  ove r  t he  who le  so lu te
d i s t r i b u t i o h ,  M _ _ " .  T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  s o l u t e  a t  s e d i m e n t a t i o n
o n r r i  l  i h r i r r m  i  c  S n c t  ^ - ^ r r r ^ + a l r r  r a n n r r i a A  r r c i n n  P : r z l a i a h

I n t e r f e r e n c e  O p t i c s :  M _ _ " c a n  b e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  m e a n  s l o p e  o f
a  p l o t  o f  L n  J  ( w h e r e  J w i s  t h e  a b s o l u t e  f r i n g e  n u m b e r
d i sp l acemen t )  ve r sus  t he  sgua re  o f  t he  rad ia l  d i sp l acemen t  f r om
t h e  c e n t r e  o f  t h e  r o t o r ,  r ' .  A t  e q u i l i b r i u n  i n  a  

' l o w  
s p e e d '

expe r imen t  t he  concen t ra t i on  a t  t he  a i r / so l u t i on  mens i cus
rema ins  f i n i t e ,  bu t  can  be  f ound  w i t hou t  t oo  much  d i f f i cu l t y  by
m a t h e m a t i c a l  m a n i p u l a t i o n  o f  t h e  f r i n g e  d a t a  { 1 1 ) .

F 6 r  n 6 l  r r q a c c h a r i  d o q  :  n l 6 f  o f  T . n . 1  \ 7 a r q 1 r q  r -  i  q  n n l .  a a n a r :  l  I  r r
Y L r r s r q f r l

l i n e a r ,  b e c a u s e  o f  p o l y d i s p e r s i t y  ( p r e s e n c e  o f  n o n - i n t e r a c t i n g
componen ts  o f  d i f f e ren t  mo lecu la r  we igh t )  and ,  some t i nnes ,
se l f - assoc ia t i ve  phemomena ,  bo th  wh i ch  p roduce  upward  cu rva tu re i
and  a l so  t he rmodynam ic  non - i dea l i t y  ( t h rough  exc lus i on  vo lume  &
cha rge  e f f ec t s )  wh j - ch  p roduces  downward  cu rva tu re .
IOccas iona l l y  t hese  e f f ec t s  can  cance l  each  o the r  ou t  and  l i nea r' p s e u d o - i d e a l '  

p l o t s  a r e  o b t a i n e d  w h i c h  c a n  b e  m l s l e a d i n g l .  T h e
p r i n c i p l e  d i f f i c u l t y  i n  o b t a i n i n g  a  v a l u e  f o r  t h e  m e a n  s l o p e
I i e s  i n  e s t a b l i s h i n g  a n  a c c u r a t e  v a l u e  f o r  J  a t  t h e  c e l l  b a s e .
Th i s  can  be  avo ided  by  us i ng  a  new  t ype  o f  po in t  ave rage
m o l e c u l a r  w e i g h t ,  t h e  s t a r  a v e r a g e ,  M *  ( 1 1 ) .  T h e  M *  f u n c t i o n
has  many  i n t e res t i ng  p rope r t i es ,  ope  o f  wh i ch  i s  t ha t  i t s  va l ue
ex t rapo la ted  t o  t he  ce l l  base  =  Mw" ,  and  p rov i des  a  mo re
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: ^ - r r r : f a  u r : r r  n t  d a 1 - a r m i n i n n  f h i q  l : 1 - 1 - a r  n a r ^ m a 1 - a r  f  1 - a  u r i f h i n  +

5 ?  i f  a  c o n v e n t i o n a t  l i g h t  s o u r c e  a n d  m a n u a l  d a t a  c a p t u r e
n r o e e d t t r e q  a r p  r t q F d  )  .  w a  h a r r a  a n n l  i  o d  t h i S  f u n c t i O n  f o f

d e t e r m i n i n g  f o r  e x a m p l e ,  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  p e c t i n s  ( 1 2 )
a n d  g a l a c t o m a n n a n s  ( 1 3 ) .  T h e  M *  f u n c t i o n  a l s o  f a c i l i t a t e s  t h e
d e t e r m j n a t i o n  o f  t h e  p o i n t  n u m b e r  a v e r a g e  a t  t h e  m e n i s c u s  ( 1 I ) ,
w h e r e  t h e  p r e c i s i o n  i n  t h e  d a t a  j u s t i f i e s  t h i s .  P o i n t  w e i g h t

m n l a c r r l ^ r  h / a i d h f q  M  - a n  h a  r o : d i  l r r  n h t a i n a d  t s T i t h ^ r l tg v l l g Y v ' * ' . . , " 7 "

t h e  u s e  o f  M * )  u s i n g  s l i d i n g * s t r i p  f i t s  t o  t h e  L n  J  v e r s u s  r -
n l n l - q  A n n j - h a r  n o f e n f i a l  n i t f a l l  i  I  q c d i m c n f ^ j - i n n  c n r r i l i b f i u m

i s  u s e d  i s  a  f a i l u r e  t o  a l l o w  p r o p e r l y  f o r  t h e  e f f e c t s  o f
t he rmodynam ic  non - i dea l i t y ,  wh i ch  t ends  t o  d im in i sh  measu red^
m o l c e r r l a r  w e i o h t s  a n d  m ^ q k  h a f c r n o c n c i t v -  T h e  a f f e c t s  n n  M  

"

r r o  n n r m r l t r r  m i n i m i z a r t  h r r  r r c i n n  + h a  t - , . , ^ - +  ^ ^ - ^ i L r ^  1 ^ - ^ j_ - . _  - _ w e s !  p o s s a o r e  I o a o l n g
c o n c e n t r a t i o n  ( t u 0 . 2  n g / n I  i n  a  3 O m m  p a t h  l e n g t h  c e l I ) ,  a n d  t h i s
n n r m a l  1 r z  q , r f I i c e s -  n ] ! ^ - * ^ ! 1 . . - r . .  - ^ i n f  r r a i n h t  r r r a r : a a c  C a n  b eI  y  r J L  r y  r  y v l r u  w u ' Y r r u  u v r r q Y r o

e x t r a p o l a t e d  t o  z e r o  c o n c e n t r a t i o n  ( J = 0 )  t o  y i e l d  a  v a l u e
e s s e n t i a l l y  i n d e p e n d e n t  o f  t h e r m o d y n a m i c  n o n - i d e a l i t y  o r
a s s o c i a t i v e  p h e n o m e n a .  T h e  

' i d e a l '  
v a l u e  o b t a i n e d  i n  s u c h  a  w a y

may  howeve r  be  b i ased  t o rda rds  t he  l owe r  end  o f  t he  mo lecu la r
w e i g h t  d i s t r i b u t i o n ,  b u t  t h i s  b i a s  c a n  b e  m i n i m i s e d  b y  u s i n g
s h o r t  c o l u m n s  a n d  ( i n  e x t r e m e  c a s e s )  b y  e x t r a p o l a t i n g  t h e  v a l u e
s o  o b t a i n e d  t o  z e r o  g r a v i t a t i o n a l  f i e 1 d .

t 9
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o . 1 2

0 . t r
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F i g u r e  l .  P o i n t  a v e r a g e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  p l o t t e d  v e r s u s
f r i n c a  c ^ n . a n f r ^ f i ^ n  f O r  a  S e d i m e n t a t i o n  e o r l i  l  i h r i r r m
e x p e r i m e n t  o n  a  t o m a t o  f r u i t  p o l y u r o n i d e  ( 1 1 , 1 2 ) , .  R a y l e i g h
f  | i  n c c  d a f  e  h : d  l l a a n  c e n + r r r a d  n n  r n  T . 3 R  T l l  f  r ^ c - . h  r .  f  r i  n a -

i n c remen ts  de te rm ined  us i ns  t he  PASCAL  rou t i ne  
'ANALYSER ' .
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A n ^ f h a r  u r n r r  n F  d a : l i n c  u r i f h  n n n - i d a a l i f r r  i q  t n  n n m h i n a  u , o i a h f

a v e r a g e  v a l u e s  w i t h  n u m b e r  ,  z -  a n d  h i g h e r  o r d e r  a v e r a g e s
t 1 A  t q \  r F  + h ^  ^ - ^ ^ i c i o n  i n  t h e  d a j - a  i u s t i t i e s  t h i s :  i t  i s\  |  a t  L J  y r L l r J r v , r  v u L u  J

.  -  n U m b e f  a n d  Z  W h O l g  ^ o l  1  A v a r a - o  n n l a e r r f ; aP U 5  D T  U

w e i o h t s  ( M  -  
a n d  N 4  

o  
r e s o e c t i v e l  v )  a n d  a l s o  o o i n t  l v l  ,  M  a n d' . 1 l - -Y " " "  

l ' . ' n  1 "1  
" z

' c o m p o u n d  ' " p o i n t  
a v e r a g e  m o l e c u l a r  w e i g h t s :  

"

M  -  = L / ( 2 / M  -  L / M  ) ,  a n dy t  n  w
)

M ^  = M -  / Mv l  w  z

M - .  a n d  M , . .  p o i n t  a v e r a g e s  a r e  f r e e  o f  f i r s t  o r d e r  n o n - i r r a ^ l i i \ '" v l  "  "  " v 2

a f f a ^ f  q .  a v n a r i m a n f  ^ r  - - a l  I  r u  r o l  i : l r ' l a  h n w o '* . . . - - - - a  I  v a  l u e s  a r e  g e l t e r * -  ,  , . , , , ,  J e r ,
o n l v  i f  a  l a s e r  

' l  
i o h f  q n t t r c c  e a n  h c  e m n l n r z p d  f o  o e n e r e l - a  t h e

i n t e r f e r e n c e  f r i n g e s ,  o r  i f  a c c u r a t e  o n -  o r  o f f - l i n e  d a t a
c a n l - r r r e  n r o c e d r r r e q  '  ^  h a r r e  r F e a n t  l  '  a d a n f  e d  ae u y L u l L  y r v l s u u r u J  , )  q u u F L \

c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  I a s e r  g e l  s c a n n e r  (  L K B  
- U l t r  

o s c a n ' )  f o r
d a t a  c a p t u r e  a n d  w r i t t e n  a  F o u r - i e r  s e r i e s  a l g o i ' i t h m  

' A N A L Y S E R '

( U C S D  P A S C A L )  f o r  d a t a  a n a l y s i s  ( 1 6 , 1 1 ) :  t h e  i m p r o v e m e n t .  r n
p r e c i s i o n  o v e r  m a n u a l  m i c r o c o m p a r a t o r s  i s  r e m a r k a b l e ,  a n d

d e t e r m i n a t i o n  o f  M  a n d  M  v a l t t e e -  F i n  1r L  u s L s r r L r f r r a L r u r r  r L u  f r \ , ,
r  r  r . - ^ ! - ^ ! ^ ^  ^ -  ^ . . - * n 1  a  n s  f  h . i  c  f ^ r  f  ^ m a t 6  f  r r : i  t j 6 o l v r r r o n i d e s .f  r  L u s L r 4 L s -  a r r  s ^ a r L l y r r

Molecu la r  We igh t  D l s t r i bu t i ons
T h e r e  a r e  f o u r  a p p r o a c h e s  u s i n g  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l j b r i u m  I

wan t  t o  h i gh l i gh t

' I  M n l c e n l a r  w e i o h t  r a t i o s
f f i " " a  z  a v e r a g e s  { v - o r  u , o )  h a v e  b e e n -

h i t h e r t o  o b t a i n a b l e  w i l h  c o n s i d e r a b l y  1 . = = t p t . . f s i o n  t t r a n  M " o ,
h , 1 +  - ^ 1 i h  , . , i  f  h  + h ^  - . ' - i  1 - h i  1 + . '  ^ r  ; f r ^ r ^ \ 7 6 d  n F F - l  iu u  L  d g d r r r  r d u r  L  L y  \ /  |  f  " L ! , r  y l v L L J J t , ' y

r a r a r r a A  F n  : h n v a  f  l ^ i c  c h o , r l d  n n  I  n n o e r  t r c  a  I  i m i  I  i n o  F a C t o l .  .

The  M  
- /M  "  

o r  M  
" /M  "  

r a t i os  can  be  re l a ted  t o  s t anda rd
d e v i a € i o n H  o f  d i H t r i B u t i o n s  ( w h a t e v e r  f o r m  t h e v  m a v  t a k e )  v i a
t h e ' H e r d a n  r e l a t i o n s '  ( s e e ,  e . q .  1 8 )

2 .  M o d e l l i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  d l s t r l b u t i o n s  f o r
n n l  r z r l i  c \ / c r a m

P r e d i c t i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  d i s t r i b u t i o n  f o r  a  n o n - i d e a l
n n l  v d i  s n c r s e  s v s t c m  a t  s e d i m e n t a t i o n  e o r r i  l  i  h r i  r r m  h a s  r r n f  i  I
r e c e n t l y  n o t  b e e n  p o s s i b l e  b e c a u s e  o f  t h e  n a t u r e  o f  t h e
n n n - l  i n a a r  a n ' r a l - i ^ n s  e h a r a e t e r i  s i  n o  s r r c h  d i s t r i b u L i o n s .  A n
i n l - a r . l a n 6 r d c n t -  m i n i r n i z a t i o n  n r o c e d r r r e  h a S  n o w  h o w e v e - f  b e e nr ! r  u e ,  s v y ! r r s

n o r r o l n n o A  l l O \  a n ^  c r r n a a c c f r r l l r z : n n l i o r r  + ^  -  ^ - r r ; ^ , , 1 - ,
u e v e a v y e u  \  r  /  /  u r r u  u r  t J  u y y a f !  y a r  L r s u r a r

g l y c o c o n j u g a t e  s y s L e m  ( a  c h r o n i c  b r o n c h i t i c  A l y c o p r o t e i n )  f o r  a
d i s c r e t e  d i s t r i b u t i o n  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t s .  T h e  p r o c e d u r e  a t
t h e  n r e s e n t  t  i m e  f a k e s  a  C o n s i d e r a f u ] 6  + n l  I  n n  c n m n  r tu u u  y r  v r r  u u r L ' t / u L s !
f  l  q l  : n d  a q  a  r a q r r l l -  h ^ e  n . , f  \ / a +  h o o n  a n n l  i a . l  + ^
\ L r t t  v L L v

q u a s i - c o n t i n u o u s  d i s t r i b u t i o n s  o f  M -  w h i c h  a r e  c h a r a c t e r i s t i c  o f
^ ^ r , , ^ - ^ . - h - r i ^ ^ r  - r + h n r r n h  o , L t ^ . i n n  i r  i h i  t i a -p u  i  Y r a L u r r a r  L I v u y , r  L ^ y i v !  r r r y  ! L J  y u J J r l f  L t ! 5 .

3 .  M o d e l l i n q  t h e  c o n c e n t r a t i o n  d i s t r i b u t i o n : ' e f f e c t i v e -
assocra t ] .on  cons tan ts .
f f i t h e f a c t
d  i  q f i  n a r r i  q h  i  n  n n o  a v n o r i  m o n f

a  n o n - i d e a l

f h a +  i +  i c  n n r m : l l t r  i m n n c c i l - \ l ^  + ^

f h a  a f f a . { - c  n f  :  n n l r r d i q n a r e c
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F i o r r r c  2 -  N 4 o l e c u l a r  w e i o h l -  d i s f r i h r r t . i o n  o f  m a n u c o l  D M  i n
s t a n d a r d  p h o s p h a t e  c h l o r i d e  b u f f e r ,  p H  6 . 8 ,  I = 0 . 3

a :  C a l i b r a t i o n  p l o t  f o r  a  S e p h a c r y l  S - 4 0 0  c o l u m n  u s i n g  1 o w
s n e e d  s c d i m e n t a t j 6 p  a ^ " i  l  i L r i , l m  ^ h  i  d ^ l a t e d  f r a C t i O n S  O f

m a n u c o l  D M ;  b :  M o l e c u l a r  w e i g h t  d l s t r i b u t i o n  f o r  t h e
h r h ^ l  a  F l r r l -  i ^ n  n r a f  i  l  a  l l  a i  n r + a  - ^ - - , , a . ]  r r c  j  n a  + h oy ! v ! a r c .  d r Y f , r q L c  q > 5 a y u u

Pheno l / su l phu r i c  ac i d  me thod .  M__"  f o r  t he  who le
d i s t r i bu t i on  ( f r om sed imen ta t i onwequ i l i b r i um)  as  shown .
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s y s t e m  ( v i z .  n o n - i n t e r a c t i n g  c o m p o n e n t s  o l -  d i I f e r e t r t  M *  a n d / o r
dens i t y )  and  a  se l f - assoc ia t i ng  sys tem wh i ch  con ta i ns  t he  same
d i s t r i b u t i o n  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t .  I t  i s  t h e r e F o r e  p o s s i b l e  t o
a p p l y  t h e  e q u a t i o n s  o f  e . 9 . ,  a  ( f i r s t  o r d e r )  n o n - i d e a l  i s o d e s m i c
a s s o c i a t i o n  t o  c a l c u l a t e  a  c o n s t a n t  ( a n  - e f f e c t i v e '  

a s s o c i a t i o n
c o n s l a n t )  w h i c h ,  w h e n  a p p l i e d  t o  a  s t a t i c  s y s t e m ,  w i I I  d e f i n e  a
d i s t r i b u t i o n  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  f o r  t h e  p o l y d i s p e r s e  c a s e .
Aga in ,  t h i s  me thod  has  been  succes fu l l y  app l i ed  t o
g l y c o c o n j u g a t e s  ( p i g  g a s t r i c  &  c h r o n i c  b r o n c h i t i c  m u c i n s )  ( 2 0 )
a n d  w e  a r e  c u r r e n t l y  e x p l o r i n g  i t s  p o t e n t i a l  a p p l i c a t r o n  t o
p o l y s a c c h a r i d e s .

4 .  A  comb ined  app roach  w i t h  CGC.
Th i s  i s  a  much  s imp le r  me thod  t o  imp lemen t ,  bu t  i s

r r o n e t h e l e s s  o f  c o n s i d e r a b l e  u s e  i n  v i s u a l i s r n g  a  d i s t r i b u t i o n .
Ge l  ch roma tog raph i c  me thods  p rov i de  a  ve ry  easy  t o  use  way  f o r
g i v i n g  a n  e s t i m a t e  o f  t h e  e x t e n t  o f  s i z e  v a r i a t i o n  i n  a  s a m p l e ,
once  a  su i t ab le  co lumn  po re  s i ze  has  been  f ound .  We  have  used
i t  unca l i b ra ted  t o  compare  t he  change  i n  s i ze  d i s t r i bu t i on  o f
t o m a t o  f r u i t  p o l y u r o n i d e s  o n  r i p e n i n g  ( 1 2 ) :  t h e  c h a n g e  a g r e e s
we l l  w i t h  t he  change  i n  M-  measu red  f r om sed imen ta t i on
equ i l i b r i um ,  used  he re  i ndependen t l y .

I f  c a l i b r a t e d  g e i  c h r o m a t o g r a p h y  i s  t o  b e  u s e d ,  t h e
p a r t i c u l a r  c o l u m n  b e i n g  u s e d  r e q u i r e s  c a l i b r a t i o n  u s i n g
s tanda rds  o f  s im i l a r  con fo rma t i on  t o  t he  unknown  M-  samp le .  We
h a v e  u s e d  a n  a p p r o a c h  ( B a 1 1 ,  H a r d i n g  t  M i t c h e l I ,  u h p u b l i s h e d )
u s i n g  f r a c t i o n s  o I  t h e  s a m e  p o l y s a c c h a r i d e  a s  s t a n d a r d s :  w e
i so la te  5 -6  na r row  f r ac t i ons  f r om the  e l uan t ,  measu re  t he  M_  o f
e a c h  f r a c t i o n  u s i n g  s h o r t  c o l u m n  s e d i m e n t a t i o n  e q u i l i b r i u m , ' w o r k
ou t  t he  ca l i b ra t i on  cons tan t s  f o r  t he  ge l  f r om  a  V^  ve rsus  l og
M .  p l o t  ( w i t h i n  t h e  r a n g e  o f  t h e  g e l )  ,  a n d  t h u s  a b l e  t o  c o n v e r t
+ h 6  6 t r r f i a n  n r a F i l ^  i n t O  a  m O l e c u l a r  g s e i o h t  d i e t r i l - r r r j - . i o n .  A n
a v : m n l a  n f  c r r n h .  i i s t r i b u t i o n  o b t a i n e d  i n  t - h i s  r u a v  i s  o i y s n  y n

F . i a  ?  € a r  r  h j a h  - . n n u r o n a t e  S O d i U m  s l o i n a f o  / m a n . r n n l  n M \ :  t h e

d i s t r i bu t i on  ag rees  we l l  w i t h  t he  M__"  f o r  t he  who le
d i s t r i bu t i on ,  r i r easu red  us i ng  sed imeHta t i on  equ i l i b r i um  a lone .
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