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SUNTO -- .Dope aver richiamato Pimportanz% dai punti di vista 
scieq~tiIieo pure, biologico e tecno~ogico, dello studio delle grandi mo~ecole 
organiehe, si distinguono i pesi molecolari ehimiei e ]isici e si diseu- 
tone eriticamente i diversi metodi di indagine suEe grandi molecole: 
dapprima mostrando le relazicni Ira le proprieth maeroseopiehe~ il peso 
molecolare e la ]orma moleeolare, poi deserivendo i singo~i metodi ehimiei 
e ]isiei~ con le lore limitazioni e i lore vantaggi. 

Vengono riportati i risultati principali ottenuti nei piit svariati 
eampi nei quali intervengono maeromoleeole organiehe; infine sono ae- 
eennati i metodi di indagine sugli aggregati mo~eco~ari allo state solido 
e sUlle lore strutture nei diversi easi. 

]2 problemu della costituzione delle grosse molecole organiche, 
unite a quello della lore gra~dezza effettiv% ~ una delle piff gr~vi e 
difficili questioni gener~li che presenti  l 'ind~gine della n~turu. ~ o n  
bisogn~ dff~tti dimenticure che a molecole p~lesemente uss~i grandi 
sono leg~ti i fenomeni vitali, e che ill tu t t i  gli orgu~ismi ~nJmuli e ve- 
get~li Fuccrescimento~ 1~ nutrizione, ci uppaiono uv~enire i~sieme utiu 
form~zion% allu modificuzione, ull~ distruzione di grossi ~ggrupp~.. 
menti  orgunJci ~venti specifiche e c~r~tteristiche proprietY. 

~ d'~ltra :p~rte bisogn~ r i tenere  che tali questioni abbi~no sol- 
t ~ n t o  tm p u r o  interesse di indagine scientific~, per 1~ possibile spieg~- 
zione o interpret~zione di fenomeni molto complessi: innanzi tu t to  
un'interpret~zione fond~t~ su dati  d i  f~tto pub sempre aprire la via 
~ progressi grundissimi in direzioni anche dupprimu impensate;  mu 
inoltre lo studio delle grosse molecole si present~ essen~iale unche per 
mo l t e  tecnologie ~ ill quunto la eorrett~ visione del materi~le che viene 
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lavorato permet te  modificazioni ul processo di lavorazione eseguite 
non a easo, ma con un preeiso scopo~ e quindi un  ra.pido progresso nelln 
direzione preseelta: busti a questo proposito por tare  l 'esempio della 
immens~ massa di rieerehe eseguite sulla celhflosa e dei progressi che 
si incominci~no u fare nell~ tecnologia delle fibre artificiali ill base ~d 
esse. 

A p~rte l ' importanz~ prat ica  dell~ir~dagine sulla costituzione delle 
grosse moleeole org'uniche, la conoseen.za sia pure incomplet~ dei eom- 
plessi sopporti organiei sui quali si appoggi~ lu vi ta  degli org~nismi, 
la visione della loro specifica eomplessith da ~i~ lato, della loro gene- 
riea semp]ieit'h dull'~ltro, possono, per  ciuscuno che dediehi in po'  di 
tempo alla medituzione, fare upp~rire il ben fisso telaio sul quale, con 
un~ continu~ mutevolezza ~ si svolge la tela mist.eriosa della vit~. 

Fin  dal principio degli studi di ehimic~ organica i chimici si accor- 
sero che~ aecaato Mle specie ehimiche cara~terizzate da lma grandezza 
moleeolare faeilmente determinabile perch~ piccola e quindi accessi- 
bile ai pifi semplici metodi  di misura~ ne esistevano al~re per le quali i 
c~r~tteri di insolubilitY, di infusibilith~ eli no~ volatilit~ de~unziavano 
im edifieio molto grande~ molto pifi grande di quel ehe In sempliee 
analisi chimica poteva suggerire. 

Nell'impossibilit~ di riuscire ~ definire tale edificio, queste nume-  
rose sostaaze rimasero per  u a  bel pezzo traseur~te hello st~tdio eosti- 
tut ivo (e d 'a l t ra  par te  c 'era da studi~re allora l 'immen~o numero  di 
quelle della pr ima categoria), e spesso l ' ignoranza ia proposito era sve- 
l~ta e hello stesso tempo nascost~ dal modo di seriverae lu formula,  
eor~ una parentesi  accomp~gnata da ~m misterioso indice: 

~ a  fl prog'resso dei metodi  di rieerea, l 'affmarsi della ~eemea ehi- 
mica e ehimieo-fisiea, il suceessivo sviluppo delle eonoseenze in questi  
diffieiii argomenti,  eonosee~e  ehe davano sptmto a nuovi sviluppi, 
hanno ormai  permesso di riunire una  massa di dati, avertti at~menza 
con eampi svariatissimi, e in molt i  easi ham.tto gi~ dato la deserizione 
della costituzione interna eosi mister iosamente naseosta dalla paren- 
I~esi quadra  e dall 'indiee di polimerizzazione. 

Si vedr'~ in seguito come la eoJaeorda~aza di risultati  o t tenut i  con 
metodi  diversissimi dia in molti  easi una  ragionevole sieurezza rispetto 
a sehemi s t ru t turNi  ehe si possono pereib riteJaere quasi defmitivi. 
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Pr ima di tu t to  convieae fare alenne considerazioni circa il signi- 
ficato delle espressioni qnoleeo~a e peso molecolare. Premesso che b ne- 
cessaria 1~ eonoscenza d i u n a  certa sostanza ~,~lo stato p~ero per poterne 
definite la molecola (si vedr~ p ih  avant i  il significato di questa  pregin- 
diziale e lu sug importanza per  il p roblema che ci interesss) si possono 
~ssumere due diverse defiaizioni della molecola~ a seconds del punto  
di v is ta  fisico o chimico che si prende per l 'esame:  

- -  peso moleeolare di nna sostanza in senso fisico ~ il peso~ ri- 
ferito ~ O preso come 16, della p ih  piceola part ieel ls  della sostsnza 
stessa avente  possibilit'~ di esisten.za ill is tato gSSSOSO O in soluzione. 
Evide~teme~te  esula da ques ts  defmizione qualunque ipotesi o deft- 
nizione circa l ' in ter~a costi~lzioae della particell~. I1 peso molecolare 
in se~so fisico~ o peso di particel]a~ viene determi~uto con mezzi fisici 
che permet tono  di n~en~erare le particalte o di pesarle, come vedremo in 
seguito. 

- -  peso molecolsre di una  sostanza in senso chimieo, per  lo meno 
nella chimica orgamica che qui ci occups,  b ]a somm~ dei pesi, riferiti 
a O preso come 16~ di q~legli a tomi  che sono lquniti in un individuo per 
mezzo di valenze principali; oppnre  il peso~ sempre riferito alFossigeno~ 
de l la  p ih  piccola porzione in cui pub essere suddiviso il corpo senza 
alterarne le propriet~ chimiche csrat ter is t iche (la porzione ~, in tal 
caso, quella ehe DUndAS chiamava a tomo relativo a]le iorze fisiehe). 
I1 peso molecolare in senso chimico ~ quello che i chimici organiei ge- 
nerulmente  considerano aelle loro formule, e pub essere determinato 
solo con metodi  chimici, di demolizione o di sintesi, di determinazione 
di gruppi  caratteristici o terminslio 

Poich~ nel caso del peso molecolare fisico si t r a t t a  di determin~- 
zioni in gas o in soluzioni, e nel caso del peso chimico si dave passare 
a t t raverso  operazioni ehimiche che a w e n g o n o  generalmente in sol~- 
zione, non abbiamo nessun modo di determinate  il peso molecolare 
allo s ta to solido, per il quale non si pub che ussnmere la defmizione 
di peso molecolare in senso ehimico. L'unico me~odo di investigazione 
allo s ta to solido, l~an~lisi coil i raggi X ,  permet te  in qualche caso la 
deterrninazione di pesi molecolari~ ma  assai spesso pub condurre a in- 
terpretaziohi  errate. 

Bisogna be~ teaere presente t~ differenzs ira i due pesi molecolari 
fisico e chimico~ per non csdere in interpretazioni false e in equivoci 
incresciosi. Perch~ ~sssi spesso i due pesi molecolsri non coincidono: 
ques ta  del resto e ann COda nora nella ehimics fisics: i sali inorganici, 
che si dissociano elettrolit icamente, dimostrano pesi molecoluri ebul- 
lioscopici e erioscopici ne t t amente  hfferiori ai pesi chimici; appanto  
in v i s t s  della dissociszione~ me~tre  acidi grsssi ed alcooti possono dare 



- -  1 2 8  - -  

in soluzione pesi fisici doppi di quelli chimici ben noti~ in quarto pos- 
sono presentarsi sotto forma di par~ieelle formate di due molecole ehi- 
miche nnite fra loro da valenza coordinativa. Si pub per essi parla- 
re di molecole coordinative, il cui peso moleeolare 6 l~ somma dei pesi 
degli atomi mliti per vMen~e principali e coordinative. 

In chimiea org~mica, parla~do di peso moleeolare, si intende sem- 
pre il peso molecolare chimieo: quando si vuol passare d~i pesi fisiei 
ai pesi chimici~ dal peso eli particella (fisico) al peso eli molecola (ehimi- 
co), ~ necessaria una  grande eautela, e solo dopo controlli r ipetut i  chi- 
miei e fisici ~ permesso di stabilire una corrispondenza fra i due. Questo 
sia det to in modo partieolare per le grosse molecole delle quali trat- 
tiamo, mentre  per le piecole molecole la coincidenza g quasi sempre 
assieurata, ed ~ sempre a.ssie.urata per composti  net~,amente omeopo- 
tari. Date queste difticolth, ~ difficile di partare con certezza di peso 
molecol~re chimieo fineh~ non ~ ehi,~rita la costituzione interna della 
sostanza in esame. 

Conviene perci5 prendere pr ima di tu t to  in esame le determina- 
zioni del peso molecolare ehimico~ o peso molecolare in senso ristretto, 
con particolare riferimento Bile grosse molecole organiche. 

In  quahmque sostan.za pura  i metodi  chimici di anulisi diretta, 
elementare, permettono di assegn~re, pii~ o meno facilmente, con mag- 
giore o minore approssimazione, ~na ]ormu~a min ima:  ossia dalle per- 
centuali dei diversi elementi presenti si pub risalire al numero minimo 
di atomi presenti  nella sostan.za, in base alla conoscenza dei rispettivi 
pesi ~tomici. Cosi, tanto per dare alclmi esempi~ dall'analisi dell 'acqua 
ossigenata: 

idrogeno 5,89 % 
ossigeno 94,11% 

si pus  ris~lire ad lma formula minima HO; da quella del c~uceifi 

idrogeno 11,83 % 
carbonic 88~17 % 

ad una formul~ minima C~Hs; da quetla dell'acido stearieo 

idrogeno 76,00 % 
carbonio 12,77 % 
ossigeno. 11y23 ~o 

ad una formula mimma C~H,sO. 

:E ~ eosi fatto il primo passo per.svelare la 
sostanza: it primo e il 1;'ih facile. 

costituzione di una  
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Pi~ olgre ci si pub spingere ~gevolme~te~ qua~do si h~ 1~ possi- 
bflit~ di individu~re nelI~ sosta~z~ i~ es~me non so l t~ to  gli ~tomi~ 
m~ ~nche Mc~mi gruppi ~tomici cur~tteristici; ~el terzo esempio sopr~ 
riportato, l'acido stearico, Facidit~ ~ subito svel~bile, e lm~ determi- 
n~zio~e dellu quu~tits di buse cap~ce di re~gire con l'~cido stesso (nu- 
mero di  ucidith) permette immedi~t~mente di dire che 1~ formul~ mi- 
nima no~ ~ C,flt~sO , m~ ~ C~H:~O~ in q ~ n t o  un equivale~te di b~se 

fissato du aa  peso corrispo~dente M doppio di C,tt,,O. 
~aturMmeate  se la sosta~za ~ formata da un ~umero notevole di 

~tomi uguali, la determi~uzioae dell~ formulu minima pub presentare 
incertezze legate ai possibili errori ~al i t ic i :  in tMi cass l'i~dividuazione 
e la determinazione di gruppi costituenti o di ~tomi speci~li pub essere 
di gr~ndissimo Muto: il rico~oscimento per esempio i~ u~a certa emo- 
cianL~ (pigmento respir~torio del s~ngue di Mcani ~nimMi mferiori). 
di una percentuMe di r~me di 0~27 % permette di dire che ls molecola 
di e m o c i u ~ u ,  doveado conteaere Mmeno an ~tomo di rum% dovr~ 
~vere u~ peso molecol~re Mmeao di 24000. M~ il metodo di ricerc~ dei 
gruppi costituenti ~ sfrutt~bile in pieno quan4o la sosta~za pub essere 
scissu~ senzu perdite, ia pezzi fucilmente riconoscibili e gi~ aoti:-se pren- 
diamo Fumido, lu cui formula minim~ ~ C~H~oO~, e lo idrolizziumo~ per 
esempio per riscMd~mento con ~cqua in prese~zu di aeidi, otteniamo 
un~ soluzioae di mMtosio Cr~H.,eO~ e qaesto pub essere ulteriormente 
scisso (per oper~ dell~eazima mMt~si)~ in due molecole QH~O, eli glu- 
cosio. Vediumo quindi ehe l 'amido ~ costituito d~ gruppi tut t i  eguMi 
(perch~ Mla fi~e della demolizione idroliticu si hum~o pezzi tu t t i  eguMi)~ 
che per assorbimeato d'~cqua si dist~ceuno dan4o mMtosio, e, sucees- 
sivamente, glucosio: si potrebbe pereib scrivere F~mido come: 

o,, o [Oo. oO ] .... 
(mMtosio) (~-glucosio) 

aelle quMi formule s~ppinmo~ rispetto MI~ semplice formula minimu, 
che gli atomi non soup r~ggruppati ill a a  modo quM~mque, ma preci- 
samente in gruppi C~H~oO~: e u~zi, che questi g~uppi a due a due sono 
uniti in gruppi m~ggiori ~veat.i gi~ an  grado difference di s~abilit~. 

Lo stesso si dicu della cellulosa~ che si pub descrivere, i~ base ad 
azmloghi esperimeati, 

C~--~00~o], ' oppure [C~H~oO~] .... 
(~-cellobiosio) (~-gluoosio) 

~a questi c~si il prodotto di 4emolizione ~ ~mico, e diret tamente 
aoa permette di dir ~ullu circa il peso moleeolure. )In in M~.ri si ottiene 
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nn insieme di mlmerosi prodott i ,  i quali possono dote  ampia lu te  sulla 
costitmzione e sulla possibile grandezza moleeolareo Tale ~ il case della 
prote/ne. 

Come ~ note,  idrolizzando con mezzi idonei nna proteino, si ot t iene 
nna miscelo di prodot t i  di demolizione, omminoacidi,  ehe erano origi- 
nar iamente  legati  netle molecole delle proteine. Secondo i suggerimenti  
di E .  FISCHER e di 1% HOF~mIS~:E~ (') gli omminoocidi  sono leg~ti fr~ lore 
at t raverso legami - - C O  N H -  o legomi peptidici,  e cos~itxfiscono 
hmghe catene, e r a  si pub identificare con precisione l 'esistenza e 10 
quonti t~ hi molti  amminoacidi  hello miscela di idrolisi: dividendo le 
percentuali  di residue di amminoacido per i relat ivi  pesi molecoiari  si 
hanno i grammo-eqlfivNenti  di residui di amminoacido per  100 grommi 
di proteine:  d 'a l t ra  parte,  no te  il peso molecolore medio dei residui 
di amminooeido ottemlti ,  si calcola il numero complessivo di grammo- 
equ iva len t i  di residue di amm/noacido mealie nella proteina:  e i roppor t i  
fra i grammo-eqlfivalenti  dei var i  amminoacidi  e questo numero 
complessivo di grammo-equivMenti  mehi danno le frazioni molecolari  
dei singoli amminoacidi  determinat i :  poieh6 nella molecola non ei pub 
essere mm irazione di amminoacido,  si risMe da tall  ropport i  al nu- 
mere minimo di residui di amminoacido mealie nella molecola, ossia 
ol peso moleeolare minimo (tale numero minimo g date  dol minimo 
eomune muRiplo dei denominotori  delle frazioni moleeolari soprainhico- 
re). BEI~G~ANN e collaboratori (~) hanno cosi t rova te  alcnne regol~rit~ 
molto interessanti  circa il numero di omminoacidi  total i  e il numero  
di eiascuno di essi nella molecolo hi proteino;  secondo i lore r i su l t~ i  
il numero di residui di un eerie amminooeido ~ esprimibfle con il pro- 
dot to  di una  potenza di 2 per  una  potenzo  hi 3 (compreso l 'esponente  0), 
e con un  orodot to  analogo il numero  complessivo degli amminoa-  
cidi della motecola. Queste regolarit~, se confermate  su mCmerose pro- 
teine, darebbero luce sul fa t to  che le diverse proteine dimostrano pesi 
molecolori  multipli  di un certo peso uni~ario (34500) corr /spondente  
per  esempio oll 'albumina dell 'uovo, come si vedr~ in seguito. I dat i  
di BERGt~IANiN relativi  a quat t ro  proteine sono riporta~i nella ~abella 1, 
mentre  altr i  valori sono raccolti nella tabello 2, r icavati  da E. I. CoH~ (3) : 
ql~esti sono principalmen~e bosat i  sulle analisi dello zolfo totole  
e aleali labile. Si vede anche qui, t ranne che per  10 metionino della 
caseino e per  la tirosina dell 'edestina, la regola della potenzo hi 2 e 
di 3. 



- -  i31 - -  

T~BELLA i' 

A m m i n o  acidi  t o t a l i  

P e s o  moleco la re  m e d i o  dei 
r e s idu i  

Peso  moleeolar . ,  

Gl ie ina  

A l a n i n a  

A r g i n i n a  

L i s i n a  

I s ~ i 4 i ~  

Ac ido  a s p a r t i c o  

Aeido g l u t a m m i c o  

T i r o s i n a  

Prol . ina 

T r i p t o f a n o  

Ci s t e ina  

Me~ionin,~ 

EMO GLOBIN2L 

2~.3~ = 576 

115,5 

66520 

2~.3 ~ = 12 

2%3 ~ = 36 

2~.3 ~ = 32 

2~.3 ~ = 32 

2 ~,3 ~ = 16 

2'2.3 ~ = 12 

2e.3 ~ = 12 

2~ ~ ~ 3 

FIBRINA 

2~.3 ~ = 576 

120,3 

69300 

2L3 ~ = 3 2  

24.3 ~ = 48 

2 ~ . 3  ~ = 12 

25.30 = 32 

2~.3 e = 72 

2"~.3 ~ = 32 

2L3 ~ = 18 

2~ = 9 

2~.3 ~ = 12 

ALBUMIN& 
UOVO 

2~.3 ~ = 288 

123,9 

35700 

2~.3~ = 12 

2~.3 ~ = 12 

2t.3 ~ = 4 

2~.3 ~ = 16 

2~.3 ~ = 36 

23.3 o ~ 8 

2~.3 t = 6 

2e.3 ~ = 12 

~ I B R O I I A  
DEI,L,k SETA 

2~.3 a ----- 2592 

84,9 

217700 

2~.3 ~ = 1296 

2~.3 a = 648 

2~.3~ = 12 

2e.3 ~ = 4 

20.30= 1 

2~13~ = 162 

TABELLA 2 

CISTEIY& ~[ETIONI~& TRIPTOFA.NO TI:ROSI~& P.  ~ .  

A l b u m i n a  u o v o  . .  

I n s u l i n a  

Ze ina  

Gl iadin , .  

E m o g l o b i n ~  ca-  
:. va l lo .  

S iero  a l b u m i n a  . . 

Case ina  

M i o s i n a  c o n i g l i o . .  

l g d e s t i n a  

2t.3 i = 6 

2L3 ~ = 36 

20.31 = 3 

23.3 ~ = 8 

2~.3 t = 12 

2~176 = 1 

2L3 t = 6 

2'.31 = 6 

2L3 ~ = 2 

2'.3 ~ = 4 

2z.3 ~ = S 

2s.3 ~ = 24 

2~.3 t = 12 

2s.3') = 8 

2~ ~ = 3 

2L3 e = 36 

2%3 t = 3 

2~ t = 3 

2i.3 t = 6 

21.30 -~ 2 

? = 2 1  

2 '~ 31 -- 24 

1 2%3 ~ = 9 

2~.3 ~ = 8 

2'.30 = 2 

2'.30 = 2 

2~.3 ~ = 8 

2~.3 ~ = 4 

2L31 = 6 

21.3 ~ =  18 

? 

21.3"~ = 18 

? = 1 3 - - 1 4  

36000 

t 35000 

37700 

39000 

42000 

33300 

73000 

96000 

1O000O 

54000 

L ~ a l l ~ l i s i  d e i  p r o d o t t i  d i  d e m o l i z i o n e  d e l l a  m o l e c o l a  p u b  c o s i  d a r e ,  

i n  a l c u n i  cas i~  i n d i c a z i o n i  b u o n e  r i s p e t t o  a l  p e s o  m o l e c o l a r e ;  m ~  s p e s -  

so~ c o m e  s i  ~ v i s t o  n e l  c a s o  d e l l a  c e l l u l o s e ,  p e r m e t t e  d i  d e d u l T e  s o l -  

t ~ n t o  p o c o .  P u S  s o c c o r r e r e  i l l  t a l i  CUSi l ~  d e t e r m i n a z i o n e  d e i  g r u p p i  

t e r m i n a l i :  s e  1~ m o l e c o l ~  ~ f o r m ~ t ~  d ~ l l ~  r i l m i o n e  eli m o l t ,  i g r u p p i  e g u a l i  

s i  d e v e  u v e r e  u n a  d i f f e r e n z ~  I r a  t i n  g r u p p o  c h e  ~ l e g a t o  d a  ognJ .  l a t o  

a d  ~ l t r i ,  e u n  g r u p p o  c h e  ~ b b i ~  a n c o m  q u a l c h e  l e g u m e  l i b e r o ,  o s s i a  
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sin alia (, superfieie )) o all '~estremith ~) della mo]eeola. Per esempio, 
nel polistirolo~ se si esclude la form~zione eli anelli chiusi, si pub pen- 
sure ad un~ satur~zione delle v~lenze terminali  della catena di poli- 
merizz~zione con altri gruppi  R:  

1~ - C I I  - C t t ~  - L C t t  - O t i s _  ,, - t i t -  C I t ~  - t ~ ,  

oppu~e sJla localizzazione di ~m doppio legume ad nn~ es~remita; 

| 

La determinuzione del numero  di questi gruppi terminali, se pos- 
sibfle~ permet te  perci5 ancora lu determinazione del peso molecoiare. 

I n  generule si tr~sforma l~ sostanza in istudio facen4ol~ rea~-4re 
con qualche prodotto che rend~ pifl facile 15dentificazione dei gruppi  
terminali  stessi; cosi t ra t tando i poliossimetileni con ~nidride acetica 
o con alcool metilico e ucido solforico si ottengono i diacetati o gli eteri 
dimetilici per reuzione all 'estremit~ della catenu: d~ questi un~ doter- 
minazione del gruppo acetflico o del metossfle permet te  il caleolo del 
peso molecolare, ossia del gr~do di polimerizz~zione. 

A questo gruppo di procedimenti  appartengono anche quelli direful 
dare un~idea del peso molecolare della celiulosa o dell'acido o del 

glicogeno: B ~ a ~  e ~f~C~E~ER (~) titolarono fl contenuto di aldeidi 
terminali  con soluzioni ~lcaline di iodio, su prodott i  di demolizione 
di acetflcellulose, trovando pesi molecolari fmo ~ circa 70.000 (400 
: 450 glucosi); S C g ~ D r  (5) ossid5 i gruppi ~ldeidici terminali  delle 
cellulose ~ gruppi carbossilici e in base ~t dosaggio di questi t rovo un  
peso molecolare corrispondente ad un~ catena di circa :tO0 glucosi 
(16200); secon4o fl metodo di HAWOI~TH e MACgE~ER si metfl~ comple- 
t~mente  la cellulos~ (o Pamido ecc.), indi si procede ~lPidroHsi: dai 
gruppi di glucosio centrali di pub ottenere solo il 2-3-6 trimetilglu- 
cosio, da quelli terminali il 2-3-4-6 te~rametilglucosio, dato che per  
queUi centrali l~ posizione 4 ~ legat~ attr~verso fl ponce di ossigeno 
alla posizione 1 del glueosio adiacente: ei5 risult~ dallo schema seguente: 
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I1 dos~ggio del ~etr~metilglucosio presente nei prodo~ti d' i(h'olisi 
permise acl H.~wo~T~ (~) di affermare che fl numero di cellobiosi nella 
cellulos~ ~ non inferiore a 50 e non molto superiore a 100 (P. ~ .  20.000 
: 40.000), che (7) nell 'amido di p~ ta te  si hanno circa 24-30 glucopira- 
~tosi~ e nel glicogeno 12-18 sol~mente. ]~ESS e NEU3IANN (s) i~vece, con 
tecnica migliorata per evitare probabil i  errori del metodo di KAWOgTg, 
e capaee di svelare i gruppi  terminali  di catene fmo a oltre 104 C~, 
gi~mgono al r isultato di 360 units  nel rami~ imbiancato teenieamente  
(60.000 = P.  1VL)~ di un numero infinito ossia graadissimo (20.000 
- -30 .000 C~) nel co,one (quanti t~ di tetrameti lglueosio non rivelabile 
con il loro metodo).  P i~  recentemente  l ~ t A w o ~  e coll~boratori (;') 
hanao riscontrato,  sempre con la  determinazione dei derivati  metos- 
silici, pesi molecolari eorrispo~deati  fino a 240 glueosi in alcuni c~si 
e a un numero grandissimo in altri~ r iseontrando ~nche demolizione gra- 
duale della molecola in successive metil~zioni. Si vedrh il coIffronto 
con il peso molecolare determi~ato per  via  fisica. 

Corrispondentemente per  Famido HESS e LUnG (~o) t rovano un 
grado di polimerizzazione apparente  in tor~o a 50 (8000 ---- P. I~L), men- 
tre ]~I~sT e Y o u n g  (~') ot tengono ancora 2~-~ 30 tanto  su amidi ad 
altissimo peso molecolare (viscosimetrico) che in a m i d i  a basso peso 
molecolareo 

Vedremo che queste diverse determinazioni sono spesso in iscarso 
aceordo con altre di tipo fisicol se ad esse si ds l ' i~terpretazio~e di 
caratterizzazione dei pesi moleeolari, ad  esse in tal caso non si pub 
da.re pi~ ehe un valore di targ~ i~dicazione, in qu~mto la determina-  
zione dei gruppi  terminali p resuppose  una  certa condizione dei gruppi  
stessi~ tale da permet tere  la reazio~e impiegatu per svelarli: se i g~ruppi 
Stessi so lo  impegn~ati m qualche modo,  per  esempio nella cellulosa 
con sostanze non cellulosiche, s possono sfug~oire; e d~altra 
par te  fenomeni  di ro t tura  di molecole per  azioni di ossidanti possono 
far appa r i r e  ~umeri  di gruppi terminali  pifi alti di quelli reuli. Con- 
l ron tando  invece i relativi pesi molecolari apparent i  con qae l l i  fisici 
determinat i  per  altre vie~ si posso~o avere preziose indicazioni sulla 
]orma delle molecole. 

Quanto  ~ stato esposto finora d~ ~n' idea dei metodi  ehimici di 
determinazione del peso molecolare applieati  alle grosse molecole. 
In  ogni easo essi forniscono un peso molecolare ehimico minimo: e~ 

p~rte le maggiori difficolt~ e le minori possibilith di applieazione, 
non differiscono fondamenta lmente  dai metodi  ehimici irnpiegati ~nehe 
per  l e  piccole molecole . . . . . .  ~.. 

Invece  si present ,no  grosse differenze quando si utilizzano i me- 
todi  fisiei~ ossia si devono determinate i pesi molecolari fisici: tan to  che 
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eonviene definire a qual punto si deve ineomineiare a parlare di grosse 
moleeole in eonfronto alle piccole moleeole ordinarie. 

I criteri the  si possono ado t ta re  sono molti :  eriteri per esempio di 
solubilitS~, di volatilitY, i quali eondueono a limiti molto diversi, in 
quanto i valori dipendono non so lo  dalla grandezza molecolare, ma  
anehe dalla forma delle molecole. I metodi  classiei di determinazione 
del peso molecolare (ebullioseopia, erioscopia~ densith di vapore) han~o 
per6 ~m limite di validitY: l 'ult imo evidentemente  b possibile solo per  
sostanze volatili  e non deeomponibili  nel passag'gio a vapori, quindi 
vale solta~to per molecole molto piceole; gli altri  comineiano ad essere 
molto i~eerti quando i pesi molecolari  sono superiori a 10.000, se pure  

possibile ot tenere la neeessaria solubilitY. Possiamo eosl fissare arbi- 
t ra r iamente  in tomo a 10.000 il l imite ira pieeole e g,rosse molecole. 

E limitiamo ormai iI nostro eampo alle grosse molecole. 
Per  l'impossibflith di ot te~ere  le sostazlze eo~Tispondenti allo stato 

gassoso, lo rieerea del peso moleeolare fisico pub essere fa t ta  solamente 
in soluziorte. 

Sorge qui lma ditficolt~ fondamentale~ che g dipendente  proprio 
dalla definizione di peso moleeolare fisieo: quello che in un  modo o in 
a n  altro si misura, in quale relazione sta con il peso moleeolare in senso 
chimieo? la sostanza si disc!oglie effet t ivamente ((moleeolarmente)~ 
oppure si seioglie per ~ l p p i  di moleeole~ per aggregati~ per uficelle? 

In  altre parole, in queste sostanze il processo di soluzione 
giunge fino alla moleeola chimica, oppure si accontenta  di aggredire 
fino a gruppi pifi o rneno grandi  di molecole semplici? E, in questa 
incertezza, quali eriteri si hanno per poter  deeidere per l 'una e per 
l 'a l t ra  a l ternat iva ~. 

La  questione g s tata  molto  diseussa (SIE~ER, NIA~K, eeeo)anehe 
per l ' interpretazione profondamente  diversa ehe si deve dare ai fat t i  
a seeonda del eriterio adottato.  5Ia si possono logieamente eonsiderare 
i eriteri seguenti: 

se la soluzione o t t enu ta  fornisee con un  eerto metodo gli 
stessi valori di peso moleeolare opera, ado in eondizioni ambieatal i  
diverse, g presumibile ehe la soluzione sia moleeolare, essendo poeo 
l~robabile ehe l'aggressione delle valenze seeondarie da par te  del sol- 
vente  non sia profondamente  iufluenzata dalle eondizioni part ieolar i  
di operazione: eosl se una prote ina  ds lo stesso peso molecolare in so- 
luzioni a diversi p g  (ultracentrifuga , sedimentazione ) (na tura lme~te  
entro il eampo di non dist~'uzion e delle proteine stesse), si pub r i tenere  
ehe  essa sia moleeolarmente diseiolta (mosaieo del tabaeeo, d a  p i t  ! ,8 
a p i t  9~ eampo eoincidente con il eampo di stabilit.~, o t tenuto  per via 
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biologica (~2)); analogamente se i pesi determin~ti  a diverse tempe- 
r~t~lre sono egu~li, si pub eseludere la presenz~ di aggreg~ti~ che dovreb- 
bero variare di grandezza al variare della temper~tura.  Come b logico~ 
una  const~tazione oppost~, di variazione di grandezza con le condi- 
zioni~ ~on pu6 autorizzare ad affermare che la dissoluzione ~ per  aggre- 
gati, finch~ non si ~ eselusa ]8 possibilith che in~ervengano, helle di- 
verse condizioni~ demo]izioni della molecola: e queste si possono ve- 
rificare per il c~mbiamento permaaente,  non reversibile, di particolari 
propriet~ della sostanza in esame. 

se con un  eerto metodo si ottengono pesi molecolari eguali 
o per lo meno dello stesso ordine di gra~dezz~ in solventi diversi, 
molto probabile c h e l a  soluzione sin realmeate moleeol,~re: ~ difatti  
poco verosimile che la rottura, di valenze seconda~Je sin indipe~dente 
dalla m~tur~ del solvente. 

- -  in un  certo prepar~to risult~ un  certo peso molecolure con 
un  d~to metodo;  lu sostanza viene poi trasformat~ chimicamente con 
un processo che non distrugge l'integriti~ molecolare, e i l  mmvo pro- 
dotto dimostra lm peso molecolare corrispondente al primo; se si pub 
dimostrare che nel t ra t tamento  chimico non si ~ avllta demolizione 
della molecola (per esempio sea ~igenerando fl prodotto primitivo~ si 
ottengono soluzioni delle medesime car~tteristiche di quelle iniziali), 

molto probabile che le soluzionJ si~no molecolari, pereh~ ~ poeo ve- 
rosimile che composti aventi diverse funzioni (cellulosa, acetilcelhflos~) 
si comportino in modo identico in solventi generalmente diversi per  
quel the  si riferisce ~lla aggressione delle valenze secondurie e ~lla for- 
mazione di mieelle: tali sono i risult~ti su cellulosa, nitrocelhflos~, 
acetflcellulosa; caucciit~ idrocuuccih; ece. (~~). 

E '  quindi possibi]e ricav~re conferme sufficienti circa la presenza 
o l'~ssenza di micelle, ossi~ di agg'regati l~bili di molecole, dipendenti  
nella loro gr~ndezza d~l]e cireostanze di umbiente e di esperienza~ in 
confronto ~ quell~ di moleeole fisi~hv, ossi~ di individui ~venti notevole 
st~bilit~ al  variure delle circost~nze: bisogna sempre ricordure per5 
ehe questi individui qnolecolari fisici possono differire dalla moleeola 
chimiea come precedentemente definita. 

Sarebbe possibile censiderare nei criteri unche quello dell 'ugua- 
glia~z~ fr~ gli individ~fi~ pereh~ le grandezze degli uggreg~ti molto ve- 
rosimilmente dovrebbero avere un~ distribuzione statistica intorno ~d 
un  valore medio. Mu~ come si vedrh~ nei prodo~t.i ud alto peso mole- 
colare~ specialmente in quelh non ~venti una costituzione specifica 
(proteine), m~ costrtdti per polimerizzazione, per unione di molti  gruppi  
elementa.ri identici, non si ha m~-d la presenza di una sol~ gr~ndezza 
molecolare~ m~ si hanno sempre individui di gra~dezze diverse, unche 
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molto differenti fra di lor% in modo che i pesi molecolari sonospessis- 
simo pesi medi~ anche nelle varie frazioni di una precipitazione fra- 
zionuta. 

I1 criterio di egu~glianza degli individui ha perci6 solo un'appli- 
eazione limitat~: esso viene usurp specialmente nel caso delle proteine, 
ton i metodi che impiegano l 'ultracentrifuga: e in tall casi permette 
di asserire l'esister~z~ delle molecole, qu~ndo i criteri precedenti non 
soup applicabili data la labilith delle molecole st~esse ~l variare delle 
condizioni. 

Tenendo a parte il easo delle proteine, per le quali i risn]tati spe- 
rimentali, ~nche di natura ehimiea~ conducono alia concezione di mo- 
lecole tut te  sensibitmente e ~ a l i  i~ una certa specie, e, ndle  varie spe- 
cie~ press'a poco multiple di certe grandezze fondumentali (proba- 
bilmente questi fatti soap legati ulla fm~lit~ biologic~ delle protei~e 
stesse), gli altri composti ~ grosso peso molecolare non hanno pesi 
molecoluri fissi ben determinati: non soup percib composti nel senso 
nel quale questa parol~ 6 usata gener~lmente per le sostanze a peso 
moleeolare piccolo, con propriets net tamente definite, ma sono gi5~ 
miscele di composti omologbi~ distribuiti con una certa legge e che 
differiscono l 'uno dall~altro di una quantith fissa (che si pub chin- 
mare l'unit5 di polimerizzazione), l~el campo delle molecole piccole 
un esempio di questo potrebbe essere dato da un~ miscela di idro- 
c~rburi par~ffinici normali, di formula generale C,,]K2,,+~ che 4ifferi- 
scono l~uno dall~altro per il gruppo - C H , - .  L~i~cremento di un 
.~'uppo di polimerizzazione porta a4 un cambiamento di propriet~ 
(pu~to di iusione, punto di ebollizione, viscositY, indice di rifrazione, 
solubilitY, ecc.)~ ma questo cambiamento ~ tanto minore quanto mi- 
nore ~ il rapporto fra il peso del gruppo di polimerizzazione e il 
peso del composto: percib, mentre per bassi pesi molecolari 6 pos- 
sibile pih o meno facilmente (cristallizzazioni o distillazioni frazionate 
e successive, precipi~azioni frazionate) separate i singoli individui, 
per pesi molecolari anche non elevatissimi la separazione in iudivi- 
dtd purl 6 estremamente difficile~ o anche impossibil% data la mi- 
nima differenza di comportamento fra i singoli individui omologhi 
adiacenti della miscela. I criteri classiei di purezza del composto, 
costanza di punto di fusione~ costanza di punto di ebollizione, cristal- 
lizzabilit~ perfetta, non sono soddisfatti helle varie frazioni. 

Siccome per6, per molecoIe molto grosse, praticamente molte pro- 
priet~ non soup sensibilmente modificate per variazioni anche note- 
voli di peso molecolare, 6 giustifieato di chiamare con lo stesso home 
tut te  le miscele di composti omologhi di serie omologhe e di iadicare 
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per  esempio come ~( cellulos~ )) t u t t e  le cellulose ~ c h e  se i loro pesi mo- 
leeol~ri possono vari~re d~ 350.000 ~ 20.000. 

Vedremo come si pub ~pprofit ture di quest~ distr ibuzione di gr~n- 
dezzu per dedurre  dMle variuzioni di Mcune proprietb, helle serie 
omologhe  i pesi molecol~ri di miscele i~cognite. 

I1 f~tto che molto spesso non si ha,n~o soluzioni di ~m~ sostax~z~ 
unicu, rna di miscele e che percib si determinano pesi  molecol~ri medi,  
introduce la questione circa il significato del v~lore medio del peso mo- 
lecol~re in unu miscelu. I1 vMore che si ot t iene dipe~de essenziMme~te 
dM metodo  di misur~ impieg~to. 

In  uau  miscel~ si ~bbia una  cert~ distr ibuzione di gra~dezze mo- 
lecoluri. Quest~ distribuzione ~ rappresentubile,  se consideriamo un 
numero totMe N di molecole, dM nmneri  N 1 ....... _~rt di molecole ave~t i  
r i spe t t ivamea te  i pesi molecol~ri M 1 ....... M~. Sara:  

N~M~ il peso Complessivo delle molecole di peso M~, 

~ ,  N~M~ il peso totMe della quunti t~ considerate.  

Se i pesi molecol~ri sono molto Mti, in modo che 1~ differe~z~ fru 
i pesi M~ e M~+~ si~ molto piccol~ r ispet to ~ M~ (per esempio per  ]a 
cellulos~ 1~ differenz~ minima M~+~ ~ M~ ~ 162 (----GsH~6 0~), e se 
il peso M~ ~ del] 'ordiae di lO0.O00, il r~ppor~o ~ in~eriore ~ 2%0) si p u s  
sostituire all~ distribuzione disco~tinu~ reMe quel l~ con~inu~ dut~ d~ 
una  flmzione JY (M) tMe che 

rappresent i  il ~umero di molecole compreso fr~ M e M + dM: i~ tM 
c~so ~: 

J~"(M)dM-- N, 
0 

M. F(M) .dM il peso delle molecole comprese Ira M e M-~-dM~ 

f~M. F(M). dM il peso totMe della sostanz~. 
o 

Per  determinate  il peso molecolare si possono misur~re p~rametr i  
diversi~ quMi la pressio~e osmotica~ la viscositY, l~ concentr~zione ~d 
ua~.  ce r t~  ultezza in un~ eolonnu in equilibr!o di sedimentazione come 
nelFul~r~ceatrifnga~ o i l  gr~dieate di tMe coacer~trazione helle stesse 
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condizioni, come si vedr~ in seg~ito: ad ogni modo psrgmetr i  the  soap 
ben definite lunzioni del peso molecol~re e dellg coneent.rszione dellg 
soluzio~e. Se si misurs  xm certo valore del purametro in nn~ soluzione 
di unu sostanza cos~ituita da molecole omologhe m~ di pesi moleeolari 
differenti, si defiIHSCe peso molecolare medio quetlo che dovrebbero 
uvere le molecole, t u t t e  egusli~ pereh~ in unu soluzione ad egusle 
concen~ruzione della pr ims si misuri lo stesso valore del psrumetro.  

La  iunzione che definisce il pgrametro pus  sempre essere scritt~ 
come il prodotto di unu funzione del peso molecolare per ung funzione 
dells conceI~trszione 

+ (c) o 

Evidentemente  1~ defmizione di peso moleeolsre medio Mm por t s  

(1) 

se, come ~vviene helle soluzioni sufficientemente diluite, gti effetti di 
diverse grandezze molecol~ri si sommano l inearmente (c~ h la concen- 
tr~zione delle molecole di peso M~.). Poich~ c ----Zc~, risulta 

da cni si pu6 rieav~re il valore medio Mm. 

Quests  si pub scrivere anehe:  

(3) ? (Mm) ----- "2 ? (M,). ,+ (N, :lid 

ricordundo che ~ iv~ M~ = c~ se il numero iV = ,2 iV~ di molecole 
disciolto nel volume considerato per definire lu coneentrszione e quests  
da ta  in peso per volume. 

E ~ facile vedere che a seconda del p~rametro utilizzsto per l~ 
misura l~ mediu ~ diversa. 

(4) 

Misure osmotiche: .si misur~ ls  pressione osmotica p, che ristllts 

~) 
, M  ~, 
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pereiO 

(5) 
k 

? ( M )  = - -  
M 

, ?(c)  = c 

(6) 

1 

1 - .3I~ 

M,n Z e i 

Ci 

e sosti~uendo il numero di moleeole 

1 
7 , " - -  MM~ 

M,,, X N~ Nz X Ni ;1L 

X N~M~ 
(7) M , .  = 

Misure viscosimetriehe seeondo STAUDINGER: Si misur~ la viseositg 
specifica, che risulta:  

percib 

O) ? ( : V ) = k M  , + ( c ) = c  

Si ha  allora 

Z Ms cs 

Z C~ 

o anehe 

(11) M . ,  
X N~ MY 

N, M,: 

.Miaure all'ultracentri]uga, secondo SVEDBE~% d e t e r m i ~ n d o  l'e- 
qufl ibrio di sediment~zione. In  questo caso non si ha  un semplice valore 
del pur~metro~ ma un,~ eurva dei v~lori dei par~metro alle diverse pro- 
fonditg della cella: il parumetro ~ una  cost~nte se fl peso molecolare 
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un~co per t n t t e  le molecole, ~ diverso con 1~ profondith se si hanno 
4iversi pesi moiecolari. In  questo seco~do cusp perci6 n o n  ~ snfficiente 
dare fl valore locale del parametro,  ma  occorre anche la sua derivata  
coa la profonditg. Si pub ot tenere  dMl'esperienza la distribuzione del- 
l 'assorbimento d i l u c e ,  proporzionMe alla conce~trazione locale, op- 
pure  la distribuzione del gradiente di iadice di rifrazione, proporzionMe 
al gradiente locale di concentrazione. ~N-el primo cusp l 'espressione ri- 
sulfa: 

d c x  
(12) - -  ~ k x c ~ M .  

dz 

se % g la concentrazione e M:~ il peso molecolare all 'altezza x. Perci6 

(13) ~(M)--.~]c.2~I:,: , '~(e)--~r 

e qni~di 

" M  -~ t Ckz 
(14) M , , : , ,  = , 

Cia, 

come nel cusp delle misure viscosimetriche~ 
~ a  questo dg il peso molecolare medio locale, all 'attezza x: il peso 

molecolare medio dell 'esperienza sarg la media pesata di tu t t i  i pesi 
molecolari, ossia 

b 

f M,,x C, dx 
(15) M , . - =  ~ , 

b 

fcx dx , " 
a 

essendo a e b i l imit i  inieriore e superiore delle cellule dell 'ultracentri-  
fuga. 

Sosti tuendo e ricordando che ez 

b 

f z M~ Cix da: 
(16) ~, , ,  = ~  

b 

f '2 c~ d:r 

b 

Ora f v ,~dx  ~ proporzionale alla 

Z e~x, s i  h a  

b 
v M f c  dx 

(t 

b 

~ f Cix da~ 
tt 

eo~centrazione complessiva della 
~t 

specie i, che abbiamo iadicato con c~; perci6: 
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Z M~ c~, 
(17) ;~i .~ - -  , 

come ael c~so viscosimetrico. 

~e l  secondo c~so l'espressione risutt~: 

<sx tS) 
]~ ~ll0r~ 

(19) 
dCx 
dx 

(~o) 

Perci6 

E M~ dc~x 

M,,,:~.. ----- dx  . 
dc~x 

dx 

M~ come del resto risu]t~ d~ll~ (12)~ 

dci~z 
- -  ~ lc X, C~x M ~  
dx 

e quindi 
"~ ~IT ~ 

(2~) i , , ,~ .  = 
V Mr: c~z 

Anche qui, come precedentemente ,  si t r ~ t ~  di peso molecolare 
m e ~ 0  locMe :. per avere  il peso molecolare medio,, si deve lure:  

(22) i , .  = 

b 

., X dX 
a 

b 

f l dc~ dx  
x dx  

(1 
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Sostituendo i valor% si ha  

(%) M.,  = 

Perei6 

b b 

X M[ c~ dx. Z 

~t (~ 

b b 

( 2 4 )  ~ t , , ,  - -  - -  
"C M~. L 

o a~che, in iuazione dei mlmeri  di moleeole, 

( 2 5 )  ~ L , ,  = - - - -  

E ~ signifieativo calcolare quali valori  di peso molecola, re medio si 
possono ot teaere con i diversi metodi  su ~ma miscel~ d~t~ di pesi mo- 
leeol~ri. Si immagini uaa  miscela di molecole omologhe, z~elle qu~li 
i saccessivi pesi molecolari differiseono di tm~ qua, nti t~ cost~n~e ~: 

N,. 
e le qu~nti t~ x N~ siuno tnt~e egu~li ~4 lm valore ~. 

Se i pesi molecolari sono compresi fru Mo e M,,., si huimo n + 1 
1 

specie e ~ ristflta 
n - ?  1 

Si h~ ~11or~ 

o 

o ""t, 6 I ~ 

n2 (n + 1) i 
4 t 
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Perci6: 

N~edia osmotica 

"-: N~ M,  ~n 
=-= M,~ q - - -  ; 

~2 N~ 2 

~fedia viscosimetrica o ultracen~rifuga I 

'2 

Media ul t racentr i fuga I I  

3 ~ , 1 
Mo~2n(2~ q- 1)-v---~an~(n ,-4"- 1) 

4 

Z N~ ~ I7 M,,  ~ M,)  ~n  -~ - -  ~2 n (2n -+- 1) 
6 

Se, per  esempio, si ha:  

Mo = 30000 

~II,, = 111000 

---- 162 

~ 500~ ~ n  ~ 81000 

risult~no le medie seguenti:  

osmotica 70500 

viscosimetrica 78400 

ultracentris I I  84600 

con uno scarto rispetto alla osmotic~ di 11 :2  % per la second~ di 20 % 
per 1~ terz~. 

Si vede  di qui le differenze che si possono riscontr~re impiegando 
metodi  diversi di mis~ru su miscele di omologhi di diversa grandezz~ 
molecolare. La  non conoscenza eli questo f~tto ha  dato origiae a di- 
scussioni sull~ vulidit~ relativu dei diversi metodi,  qu~ndo si ottene- 
va~o con essi risult~ti diversi sullo stesso materi~le. 

Le differenze divengono speci~lmente grandi quundo lu miscelu 
contiene pesi molecol~ri molto differenti~ SupponGmo un~ miscel~ co- 
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stituit~ d~ egu~l immero di molecole di peso molecol~re M~ e di mo- 
lecole di peso molecolaxe M2. ~ ~llor~: 

5r~ = A~----- 1 

ZN, = 2 

X 3 ]  M~ : M~ + M.2 

~edi~  osmo~iea M, Me 

2 

Media viseosimetric~ M~+M~ 
Mi-+-M2 

lVtedi~ ultracentris I I  M? + M~ 

M, + 

Sis per esempio Ms = 10000, M 2 = 100000. l~isultmao i pesi medi 
seguelxti: 

osmotico 55000 

viscosime~ico 91800 

ul~r~centrifug~ 1:1 99200. 

Se illvece che d~ egu~l mlmero, 1~ miscel~ ~ f~t ta  d~ egu~l peso 
di molecole M~ e M~ si ha:  

N~ Mj = N~ M~ = 1 

1 1 

M~ M~ 

1 1 
X N~ ---=- -1 ; "-:N, M,. ---- 2 

M l M~ 

3 2 ; .N~M~ ---- M,  + M;. 

Con M 1 = 10000 e M 2 - -100  000 risult~: 

media osmotic~ 
1 1. 

M I  M2 

- -  18180 

S~m~avio M~ e izl~~ di M~lano - vo | .  X 1 H  10 
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media viscosimetrica -=55000 

media ultraeentrifuga II  ~ 9 1 8 0 0  

Una gel~tina esamiauta MP~fltraeentris da KRISHNAN[UtCTI e 
SVEDBER, G (" )  e ricalcolata da La~s~NG ("~), ha dato 

media osmotica 9750 

media viscosimetrica 36000 

media ultracentrifuga II  151000, 

dimostrando ancora ]~ differen.zU fondament~le fra le diverse medie. 

Le determinazion] del peso molecol~re effettivo, o del peso mole- 
colare medio, sin chimico the fisico, non ~ ehe u n  passo sulla via della 
caratterizzazione delle grosse molecole. A~ache nel caso di molecole 
costituite da gruppi tut t i  eguali, come per la eellulosa o i l  cauccifi, 
i l  modo secondo il quMe questi gruppi sono legati pub influire grande- 
men te  sulle proprieth della molecola: e il numero di modi possibili 
grandissimo appena sia ua po' grande fl numero dei gruppi costituenti 
la molecola. Quando poi i gruppi costituenti sono diversi fra loro (come 
nel caso delle proteine), la variet'~ di costruzione della molecota ~ an- 
corn enormemente pii~ gra~de, il numero degli isomeri per ~m dato 
peso molecolare estremamente gr~nde. Anche senza voler entrare nella 
precisa disposizione dei singoli gruppi in questi ultimi casi, ~ certa- 
mente di import~nza fondament.ale il riuscire a determinate la ]orma 
della molecola, ossia l'organizzazione generale dei grllppi costituenti 
nella molecola stessa. Questa ]orma ha certament6 stretta relazione 
con le finalit~ cui 5 destinata l~ moleeola nell/orga~ismo che la pro- 
duce, in quunto le propriet~ fisiche e chimiche di essa dipendono molto 
dal]~ forma stessa. 

Da questo punto di vist~ le grosse molecole si possono distinguere 
in pifi gruppi: s i  possono uvere molecole linear i, costruite cio~ come 
lunghe cutene~ nelle quNi i diversi gruppi costituenti sono fra loro le- 
gati Funo successivamente all'air-to e ciascuno ~ legato solta~to ad 
altri due; e queste possono essere poi mantenute diritte, e allora for- 
mano quasi dei bastoncini estremamente allungati rispetto alla sezione 
trasversMe, dotati di una cer~a rigidezza, oppure possoao essere pit~ o 
meno aggomitolate, avvolte a spirali o elicoidalmente, in modo da sem- 
brare degli ammassi di forma pih o meno eIlissoidale. Si possono avere 
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molecole pih compatte,  nelle quali molt i  gruppi costituenti soup legati  
come rami ad un troneo fondamenta le :  soup queste talora anche mo- 
lecole quasi lineari, in qu~nto la forms di b~stoncino, sia pure  di 
diametro pitt grosso, pub essere ancora m~ntenuta.. Si possono avere 
infiae molecole n d l e  quali questa ramificazione si estende ~nche ai 
rami  secondari, nelle quali cio6 si pub parlare solt~nto di distribuzione 
tridimeasional~ o bidimensionale nei gruppi costituenti, e che percib 
~ssumono un  aspetto esterno t ipicamente  rotondeggiante o ellissoidico, 
con rapport i  diversissimi i ra  i semiassi ('~). 

Tut t i  questi  tipi di molecole si riscontrano in natura,  e i l  presen- 
tarsi dell'trap e dell 'altro dipende si~ dal meccanlsmo di iorm~zione 
sia~ prob~bflmente, dall~ fmalit& eui 18 moleeola ~ destin~ta. Cosi~ 
qu~ndo si s reagire un  alcool polivalente (glicol, glicerin~, ecc.) con 
un  ~cido polibasieo (~nidride s ncido sebacico, ~eido adipico, 
acido citrico, ecc.) si ot tengono dei prodot t i  resi~osi (le ben note  resine 
gliftuliche), nei quali una  funzione alcoolic~ ~ esterificat~ eliminundo 
aequa, con un~ funzione acida: m~ se l'~leool ~ biv~lente e l 'acido 
pure bivalente, 1~ s t ru t tura  che ne risulta non pub essere che d~t~ d~lla 
suceessione di tm ulcoot e di un  aeido, ultern~tiv~mente susseguentisi 
lungo una  catena:  fl polimero non pub uvere che una  molecola liae~re 
(purch~ non interveng,~no reazio~i secondarie di unidrific~zione): 

- - R - -  0 - : -  C - - R ' - -  C - - O - -  R - - O - -  C - - R ' - -  C - -  O - -  R - -  
ti II II 1] 
0 0 0 0 

(Ir (OH)e glicol e~ilenieo; R' (COOH).~ acido *talieo). 

Se inveee Faleool o Faeido o ambedue b a n j o  pitt di due fun~ioni 
alcooliehe o acide, il polimero non pub costntirsi che tr idimensionale 
in qu~nto ogni gruppo avente  pih di due s diviene tm centro 
di runtificazione della molecola (es. gliceri~a, anidride ~tulic,~). E 1~ 
proprietY, come vedremo, soup perfe t tumente  in uccordo con questo. 

Lo stesso si dica quando si hanno reuzioni di polimerizzuzione 
che du gTUppi ~emplici conducono u grosse molecole: lo stirolo 

~ _ _ _ _ ~ C H - ~  Ctt2 si polimerizzu con molta  s elimin~ndo il 

doppio legume: 

- - C H - - C H ~ - - C H - - C H e - - C H - - C H o - -  OH - -  CH. - -  

e formando delle hmghe catene (molecola lineare) the ginngono anehe 
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ri~mire 5.000-:-" 10.000 ~ u p p i  costimenti ,  e the, anche cosi grandi,  
sono solubili in ad~tto solvente. Se per6 lo stirolo contiene ~nche in 
picco]issim~ percentu~le del p~r~divinilbenzo]o 

e t I  e ~ CH ~ C H  ~ CH~ 

fl qu~le~ entrando nel polimero, deve costituire un  centro di ramifica- 
ziolle~ fl polimero diviene tridimensionale 

CH~ -- CH ~ CI~l~ 
I 

0 
CIt 2 --  C H -  C H ~ -  C H -  CHe 

e perde l~ solubilit~; diviene solt~nto rigonfiabile nei solventi nei qu~li 
il polistirolo semplice ~ complet~mente solubile. Ed ~ sufficiente~ per 
provocare ques~o cambiamento eli ]~rma~ un~ qu~ntitS~ 10iccolissim~ 
di divinilbenzolo~ una molecol~ ogni 10.000 - -  50.000 di stirolo~ ossia 
un~ percentu~le in peso di al01oena 0,01 - -  0,002 % (17). Come ~ n~tu- 
tale, 1~ rigonfi~bilith ~ t~n~o minore quan~o m~ggiore ~ il numero delle 
molecole di di~dnilbenzolo~ ossi~ il numero dei ponti  o centri di rami- 
fic~zione. 

Nel campo dei prodott i  natur~li  noi ~rovi~mo molecole t ipicamente 
line~ri nell~ cellulose, nella chi t in~ nel cauccifi, nell~ fibroin~ della 
seta, nell~ cher~tina dei capelli e dell~ lana, molecote rotondeggianti  
nella m~ggior parte delle proteine, nel glicogeno, in molti  virus filtra- 
bili, molecole r~mificate m~ aveat i  un~ dimensione predominante  nel- 
F~mido. lqon ~ ben chi~ro 10er5 se l~ form~ glob~flare delle proteine 
corrisponda a molecole tipic~mente tridimension~li o piuttosto a mo- 
lecole line~ri s~rett~ment6 ~ggomitolate: 1~ possibilit~ di forti  rigon- 
fi~men~i nelle proteine per diversi p i t  indurrebbe ~ quest~ seconda 
ipotesi. 

La fin~lit~ della molecola in relazione alla forma ~ chi~ramente 
visibile nei tre idrati di carbonio cellulose, ~mido~ glicogeno: come 
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noto la cellulosa 6 un  materiale di costruzione per  la pianta, materia~ 
le t ipicomente incarieato della resistenza meceanica:  la, moleeola di 
cellulosa deve perei5 sottostare a certe condizioni, fra le quali pos- 
siamo indieare: possibilit~ di oumen to  di grandezza delle moleeole 
senzo alterare le proprieth meeeaniehe della moleeola-gi~ esistente~ 
e con produzioae di un  t ra t to  nnovo con propriet~ identiehe a que'.la 
esistente; possibilith di disposizione delle molecole con le loro dire- 
zioni di resistenzo (eatene di valenza prineipali) nella direzione degli 
sforzi meeegniei cui la s t ru t tu ra  pu6 essere sottoposta;  minima at tac-  
cabilit~ della molecola do par te  degli agenti idrolizzanti, in quanto 
la molecola deve costituire l 'ossatnra del vegetale. Ev iden temen te  
a queste condizioni si pub rispondere solo con nag  s t ru t turg  lineare, 
nella quale l 'aggiunta di nuo~Ti gruppi  ad nn  estremo della ca tena  esi- 
stente non modifico le propriet~ di questg, le estende al nuovo t ro t to  
formato hello quNe la molecola pub disporsi con la catena parallela 
all~ direzione degli sforzi principali;  nella quale la separazione di glu- 
cosio pub avvenh'e facilmente solo alle estremit~ libere della catena,  
ossia 1' attgecabilit~ ~ l imitata a una  superficie pieeolissimg della mole- 
cola. E si giunge a pesi molecolari superiori a 300.000. 

L'amido g nn  materiale di riserva, di nutrizione; esso si accumula  
in dati  organi (semi, tuberi  ,ecc.), dai quali pu6 essere mobilizzato in date  
condizioni di vi ta della piantm Perci6 esso deve sottostare a speci- 
fiche condizioni; per esempio, pa r  essendo di per  sg insolubile nei li- 

q u i d i  aequosi, deve facilmente dar  origine a prodot t i  solubili per  idro- 
lisi, per  assorbimento d'acqua, in modo da poter  facilmente essere tra- 
sportato dall 'organo in cui ~ in riserva agli organi che lo devono uti- 
]izzare; ma  questa trasformazione non ~ necessario che sia molto rapi- 
da, anzi ~ utile ehe ovvenga gTaduNmente. La presenza di molti  grup- 
pi terminal i  reade facile l ' idrolisi ehe  da essi si inizia, ma  un  n~mero 
non troppo grande di essi reade pitt graduale lo dissoluzione; 1' amido 
perci6 5 nna  catena ramificata, con catene laterali  di media lunghezza 
(20 -~-30 glueosi) con ltno lunghezza del tronco prineipate circa 1/10 
di quella di lmo cellnlosa di egual peso molecolare ('s). 

Pe r  questa ragione le determinazioni di gruppi terminali  dan.no 
pesi molecolari chimici minimi motto piccoli, nonostante che corri- 
spondano a molecole ~nehe di P. }I. 300.000 e che si siano osservate al- 
l 'u l t racentr i fuga particelle con P. bL fmo a 4.000.000 (~:'). 

I1 glicoge~o ~ anehe un  mater ia le  ch riserva, degli animali : ma  esso 
un  ~a t e r i a l e  di riservo energetico per  fl ricambio muscolare;  la sua 

mobiiizzazione deve essere rapidissim~, l 'attaccabilJt~ immediata,  ap- 
pena se ne ha la riehiesta. Perci6 la sua molecela, che pub giungere 
pesl molecolari di 800.000~ aeve presentare a n  numero graadissimo 
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di estremit'h, ag~'edibili: si pub pensare ad un  tronco di catei~a di glu- 
cosi (100 elementi) ciascuno dei ql~ali por ta  tre ramificazioni di catene 
di 12 - -18  glucosi: la forma perci6 6 ellissoidica, il glicogeno si compor ta  
come nn  colloide sferoidale ~20)o 

$n modo an~logo le proteine cui sono atfidati compiti di resisteaza 
meccanica (fibroina, cheratin~) soao costituite da hmghe c~Jtene helle 
quali gli amminoaeidi  soao legati uno ~ seguito dell'nitro, senza dira- 
mazioni: gli eventuali  gruppi ammi~iei  o gruppi a.cidi liberi lungo la 
catena (per ammino~cidi biamminiei  o biacidi) legano le catene ttn~ 
all 'altra a intervalli, contribuendo alla resistenza mece~nica solidale 
del fascio di molecole. Invece le proteine eni 6 legato il fenomeIm ~-i- 
tale appaiono rotondeggianti  q~ando sono separate dalle cellul% ma  
probabi lmente  eostituiscono una  rete di molecole linea~i inter legate 
con legami peptidici o di a, l tra na tu ra  e l iberamente pereorribile dai 
liq~tidi e dalle soluzioni saline C~). 

:go accenngto che le propriet'~ fisiche dipendono molto dalla ]orma 
delle molecole: bisogna q~fi distinguere fra molecole in soluzione e 
moleeole allo stato solido, ossia fra le propriets legate alle singole mo- 
lecole e quetle dipendenti  dagli insiemi di molecole. 

Senza entrure in particolari  che richiederebbero lm hmgo discorso, 
fra le propriets  allo stato solido che sono legate alla forma delle mole- 
cole e a l l a  loro disposizione reciproca si ha :  la resistenza meccaniea helle 
diverse direzioni, che dipende dalle valenze principali e dalle ~-aleaze 
secondarie che entrano in gioco: si ha  cosi nna  forte resistenza della 
eatena di celhfiosa nel senso della hmghezza  (~-alenze principali nei 
legami C ~ O  e C--C) cui corrisponde la resistenza delle fibre di cellu- 
losa, e una  scarsa resistenz~ nel senso trasversale e al taglio nel senso 
della catena,, dovuta  al fat to che fra catena e eatena si hanno solo va- 
lenze secondarie, eui eorrisponde la debole resistenza allg flessione e 
la facile piegabilit~ delle fibre cetlulosiche, in confronto all~ elasticit~ 
di flessione delle fibre tipo seta~ proteiniche, helle qnali esisto~o 
ponti  peptidici  fra catena e eaten~. Si ha  lm modulo elastico elevsto 
qnando entrgno in gioco valenze principali, uno basso quando si hanao  
valerLze seeondarie o di VAN DE~ }VAALS: il modttlo elastieo lon~oitudi- 
hale percib, come ta resistenza, ~ tan to  pih elevato quanto pih paralle~ 
lizzate sono le catene (par le cellnlose pub raggisngere 5000--11000 
k g / m m  ~ (lino, rami~  canupa) e pub sce~dere intorno a 1000 (viscosa) 
helle fibre artificiali comuni o risalire a 3000 circa in quelle particol~r- 
men te  or ientate  (viscosa LrL~ES~E~D (,,o)), ed g basso nei polime.ri tri- 
dimensionati  nei quali le direzioni delle valenze principali sono di- 
str ibuite in tm modo qualunque. 

Anche  la fragflit~ ~ legata a distribuzioni non regoIari (resine tri- 
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dime~sion~li), mentre  pub essere molto basso~ insieme a unu defor- 
mobilith plastico grandissimo~ nei sistemi di catene sio pure  disposte 
irregolarmente ma  legote ira loro nei punt i  di contat to (sistem i pro- 
teinici). E pus  divenire invece elevata, anche per molecole lineori, se 
queste sono molto grondi, p~ralletizzote e impedite di scorrimenti 
reciproci, quando si abbiono sollecitozioni di piegamento notevoli  o 
di urtoy come in certi tipi di fibre aI~ifici~li hells solleeitozione di 
annodamento :  evidentemente  le molecole pitt lontane doll~'osse neutro  
di flessione si strapp~no se non ~ loro permesso un  certo spostamento 
plastico relotivo alle vicine. 

Le propriet~ che invece dipendono dall~ forma delle singole mo- 
lecole si svel,~no helle soluzioni: e pr ima fro tu t t e  la soI,~biIith in adott i  
solvcnti. Pot rebbe  meravigliare che si riesca a sciogliere i polistiroli 
con pesi molecol~ri fino a 1.000.000 e non si riese,% o sciog]iere resine 
glift~liche con pesi molecolori di poco superiori o 10.0001 se non si ri- 
cordasse la diversit~ di formo delle molecole di queste due sostonze, 
lineori le prime, tridimensionali  le seconde. La solubilit.~ ~ strett,~mente 
leg~t~ allo suscettibilit~ della moleeoto nlle ozioni solvatonti, quindi~ 
ind ipendentemente  d,~ azioni specifiche, ~ dipendente dallo superficie 
che lo molecola offre al solve~te in rapporto ol suo volume. Si comprende 
che le molecole lineari~ onche se oggomitolnte, sono quelle che presen- 
tano lm m~ssimo di superfieie rispetto al proprio volume, e quindi sono 
quelle che pih  focilmente si disciolgono molecolarmente.  Do quests  
caratterist ico dipende il forte ehe il moggior numero delle nostre co- 
noscenze stflle grosse molecole si ha  per quelle line~ri, il minimo per 
quelle tridimensionali. 

Lo solubilit~ delle proteine in adat t i  solventi, mentre  le proteine 
ci appaiono in generale a formo globulore~ dipende dal fatto che queste 
sostanze presentano senza dubbio gruppi at t ivi  superficioli e si compor- 
tano percib come dei poliacidi o delle poliommine, quindi con una  no- 
tevole offmit~ con solventi olcalini o aeidi; ne g da escludere, come si 

detto,  che la forms globulore sis apparente,  e corrispondo ad un  ag- 
glomeramento di una molecolo lineare o ramificata, facilitato dalle 
alRait~ reciproche dei gruppi liberi della proteina~ O che corrisponda 
a una  s t r a t tu ra  vuota  e porosa. 

:Per melecole della stessa specie, differenti soltanto per  il peso mo- 
lecol~re, la s,lubilit~ dimimdsce ~1 ereseere del peso molecolare stesso: 
su questo s si basano i procediment i  di separazione fr~zionota per  
pesi molecolari, sis per dissoluzione graduule in solvente contenente  
quanti t~ sempre minori di un '~l t ra  sostanzo precipit,q~te (incomin: 
ciando perci6 con liquidi poco solventi, ehe disciolgono soltanto le 
molecole piii piccole, e successivamente usando liquidi sempre p i )  ~t- 
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tivi), sia per precipitazione gradusle  per aggiunta ad lma soluzione 
di quantit~ man  mano pi~ grandi  di un  ad~tto agente preeipi tante  
(le prime frazioni contengono le molecole pi~ grandi). E '  possibile 
con questi mezzi di fare una  specie di analisi di grandezze molecolari  
che pus  fornire preziose indicazioni di ordine scientifieo e di ordine 
teenologico. 

Due sono fondamenta lmeate  le proprieth delle soluzioni che sono 
s t re t tamente  legate all~ form~ delle molecole: la viscosit~ e le sue v~- 
riazioni al v~riure del gr~diente di velocit~ at~rsverso lu soluzione; 
1~ eventuo~le doppiu rifrazione present~t~ dalle soluzioni quando in 
esse si abbi~ u a  certo gradiente di velocith. 

Quando una  soluzione di m~cromolecole aveat i  una  dimensione 
predominaa te  rispetto ~lle altre si muove in modo che t rasversa lmeate  
al moto si abbia un  grsdieate  di velocit~ (p. esempio nella corona cir- 
col~re compresa fra u a  cilindro fisso e ~mo rotuute  coneeutrici), le ma- 
eromolecole tendono a disporsi, t aa to  pih facilmente quunto pih sono 
allungate, con la maggior dimensione par~llel~ alle linee di flusso: 
questo fenomeno ~ accompugnuto da una tipica doppi~ rifrazione ~cci- 
deat~le, e l 'enti t~ di essa permet te  di giudic~re del gr~do di orient~- 
mento.  L~ doppiu rifrazione ~ mancan te  o ne t t amen te  divers~ quando 
l~ forma delle molecole non si discost~ molto d~lla sferica~ s meno che 
le molecole stesse non subiscano una  deformazione per effetto delle 
azioni idrodin~miche (~4)o 

La variuzione di viscosit~ ul variare del gradiente di velocit~ tr~- 
sverssle al moto ~ un  fenomeno s t re t t smente  legato a quello della dop- 
pis  rifruzione: anch'esso ~ rieonducibile al l 'orientamento nel senso 
delle linee di fiusso delle macromolecole ehe sbbi~no uaa  dimensione 
molto grande rispetto alle ultre. Ma esso rientru nel complesso quadro 
della viscosit~ delle soluzion~ e delle sospensioni del quale converrh 
diseutere coa um~ certa 1srghezz~ quundo verr~ esposto fl metodo vi- 
scosimetrieo di determinazione dei pesi molecoluri. Per  quel che si ri- 
ferisce ulla influenza della formu sulla viseosit~ delle soluzioni~ busti 
qui sccenaure  che si hunao dipendenze dal peso molecolare solt~nto 
se le molecole sono di forms molto .~lhmguta; non si ha di'pendenz~ 
se le molecole sono sferiche e indeformabili. 

Al t re  influenze della forma vedremo pifi ~vanti~ discutendo dei 
metodi  di investigazione di pesi molecolsri, e s t re t t~mente legate a que- 
sti metodi.  

Un  esame esauriente, d~l punto  di vista fisico~ delle grosse mole- 
cole deve percib estendersi u determin~re:  il peso molecolare, ossiu la 
grandezz~; la forma esteriore in soluzione; 1~ forma nel solid% ossia 
Is s t ru t tur~  microscopics e submicroscopicu degli insiemi di grosse 
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molecol% sia~o essa ~ssimilubili a cristalli o meno. 
Yedremo che alcuni metodi  dunno il peso moleeolare indipanden- 

temente  dalla forma delle molecol% altri  inveee Sono s t re t t~mente  le- 
gati, nei loro risult~ti, sia gl peso molecolara che alla forma;  altri infine, 
mentre  dicono ben poeo re la t ivamente  al peso molecolgre, permet tono  
di r icavare informazioni preziosa rispetto alla iorm~, per Io meno nel 
solido. 

In  qu~nto sagua sono discussi par t icolarmente  i metodi  eapaci 
di dare indieazioni sulla grandezza a lu forma delle molecole in solu- 
zion% ment re  sono soltanto accennat i  quelli che si riconducono ~lle 
s t ru t ture  microscopica e submiaroscopicu nel solido. 

/Vletodo dell' ultrafiitrazione 

Nallo stesso modo ehe si possono t ra t tenere  su adat t i  mezzi ill- 
t ra~ti  le partieelle di una  sospension% % eonoscendo la grandezza dei 
pori del mezzo filtra~te, indurre  la grandezza dalle particelle, si pub, 
con i cosi det t i  ~tltrafiltri, t ra t tenare  particelle che non sono pih visi- 
bili al microscopio. Na tura lmente  il passaggio at traverso un  certo ul- 
trafiltro e il non passaggio a t t raverso un  altro aveate  pori p ih  stret t i  
d'~ un  intervallo di gTandezza nel quale g eompresa la particella t ra t -  
tenutao 

Gli ultrafiltri  (C. I. ~IA~TI~ 1896, ]3ECIIIIOLD) 80110 costituiti da pel- 
lieole di colloidi, di gelatina indar i ta  con form~ldeide, di cellulose, su 
~datto supporto, nelle qu~li i pori possono avere dimensioni dell 'or- 
dine di 0 ,5 - -100  m~ (carta da filtro dura  ordinaria, pori mag~or i  
di 1 ~), e ahe possono ottenersi con porosits diverse a seeonda del modo 
di preparazione. Le dimensioni dei pori  non possono essere misur~te 
cha con determinazioni comparat ive,  specialmente se si tiane presante 
un fenomeno caratteristico di tall  membraae :  la gT~ndezza delle parti-  
calle t r a t t enu te  non rislflta corrispondente a quella de i  pori, ms  ~ sem- 
pre, ~ cuusa di fenomeni di adsorbimento e an~loghi, un~ fr~zione di 
quests ,  fra 1/8 e 1/5. Questo punto,  iasieme ~ quello della determina-  
zione della gT~ndezz~ dei pori, sono le difficolth fondamental i  dal me- 
todo. Cosi per molecole filiformi si ha  puss~ggio att-r~verso i pori  ~nche 
di molecole ~ssai pih hmghe  del diametro (tel poro stesso (~). I1 mel;odo 

stato prinaipalmente adoperato per lo studio dei ~ virus ,~ filtr~bili, 
ossia di certe sostanze capaci di t-rasmettare m~lattie ben specificate, 
l '~gente della qlmli persiste ~nche dopo filtr~zione at t raverso le or- 
din~rie c~ndele Chamberlaad di porcell~na porosa (tall sono per  esem- 
pio gli agenti della febbre gi~lla~ del vaiolo, dell'influenza, della polio- 
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mieli te ,  della rabbi~, della pes te  dei polli~ del sa rcoma di l~ous~ del 
mosaico del ~ub~cco, dei cos ide t t i  bat ter iofagi) .  I n  mol t i  c~si ques~i 
ugeat i  sono s ta t i  arr icchit i  nei  l iquidi  i~ cui eraao contenuti~ purifi-  
c~ti, con i me tod i  ordinar i  della chimicu delle protei~e,  cr is ta l l izzat i  
(cosi per  il mosaico del tabacco  helle s~m var ie  sot tospecie (STA~LEu 
per  il p~pi l loma dei conigli (BEARD e WYCKOFF), per  Fencefa lomie l i t e  
del cavallo (WYcI~o~)) .  I diversi  m e t o d i  a sa t i  forniscono per  ta l l  pro- 
do t t i  pesi di pnrticelle ben de te rmin~t i ,  ~ltissimi~ che~ insieme alle a l t re  
cara t ter is t iehe ,  li definiscono come i~div idn i  chimici  del t ipo delle pro-  
teine,  con d imeas ioni  comprese nel c~mpo che s ta  f ra  le p ro te ine  ben  
ca ra t t e r izza te  anche  ch imicamente  e i pifi  piceoli microrgunismi  p a t o -  
geni~ quale  l '~gente  delle p learo  polmoni te .  Quest i  s~udi hanno  f a t t o  
sergere v ivaci  discussioni r e l a t i v a m e n t e  ol considerare o meno  tul i  
molecole gigantesche come oro'anismi v ivent i ,  dei quali  poss iedono 
a lcune  cara t te r i s t iche  men t r e  m a n e a n o  di al~re (~). 

Qai  mi  l imito a r ipor tare  a leuni  r i sul t~t i  ot tem~ti  con il m e t o d o  
del l~fl t raf i l t ruzione;  per  mezzo di esso~ si ricordi,  si o t t iene  solo un~ pre- 
santa, g r a n d e z z a  geometric~ deWoggetto~ ent ro  l imit i  a b b a s ~ n z u  ampi .  

v i rus  del vaiolo m 9  125 - -  175 

)) della m a l a t t i a  di KIKU~I~ GOLLUB 
(canarini)  )) 125 - -  175 

, Herpes  s implex  , 100 ~" 150 

, 1)este dei polli ,) 60 - -  90 

~) r abb ia  , 125 

~ inf luenza  ~) 115 

)) s a r coma  di R o u s  ,) 75 " 100 

, )) 25 --" 30 

)) ," 2 2  

)~ )) i0  

~ ~) 8 - -  12 

)) ~ 5 5  

)) 100 

~) 50 - -  75 

, 2 0  - -  30 

~ �9 8 - -  ] 2  

mos~ico del t abacco  

febbre gi~lla 

poliomieli te  

af~a epizpotica 

ba t t e r io fago  (~7) d isseater iu  di SmG.~ 

)~ coli 

)~ C16 BUlCNET 

)) D,2o )) 

)) 8t3 )) 
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Naturalmentc ,  se si conosce 1~ densitk apparente degli oggetti  
cosi misurati ,  ~ possibfle risalire ~l loro peso, facendo ipotesi conve- 
nienti  rispetto alla loro forma. In  gener~le si ~mmette  una forma sfe- 
rica o ellissoidica: e per le densitY, per confronto con quelle di micro- 
org~nismi noti  (baeitlo coli 1,1, cocchi diversi 1,13) si sono assuntL va- 
]ori fra 1,12 e 1,15. Si deduce cosl il peso moleeolare, per oggetti  sfe- 

1 
rici, con la relazione M -~- - -  ~ d ~ a - 6,06 �9 10 ~-:~. l~isulta per esempi% 

6 
con i valori dei diametri  precedentemente  dati :  

virus mosaieo del tabacco 5,5 

, peste dei polli 8 

~ Herpes simplex 3,5 

~ influenza, rabbia 7 

~ febbre gialla 3,8 

, poliomielite 3,6 

batteriofago C~, ~,5 

~ Sl.~ 1,8 

�9 10 '~ - :  1 - 1 0  ~ 

10 ~ -6- 2,6~ lO s 

lO s -~ 1.7, .10 ~ 

10 s 

:10 ~; 

10 5 

i0 7 -- I~5. I0 ~ 

I0 ~ -- 6,2. i0"~. 

Si vede qld the questi virus possono avere pesi motecolari eleva- 
tissimi, rna anche in qualche caso, pesi moleeolari come quelli delle 
sostanze proteiniche natural i  (vedi avanti)  e dei polimeri grossi anche 
di origine artificiale (polisth'oli). Per  conironto, si tenga conto che i 
corpnscoli rossi del sangx~e hanno un  diametro di 7500 mtz, it bacte- 
rium prodigiosum di 1000, lo stafilococeo di 800, it bacillo pneumo- 
nico iIltorno a 500 m~, l 'a lbumina di 4 circa, l 'ovoalbmnina di 2,17 ma.  

Alcnne determinazioni con metodi  specialissimi han_no confer- 
fermato le dimensioni sopra indicate. Per  esempio, per il batteriofago 
del batterio coli, si ~ potuto valutare  fra 60 e 120 m,~ fl diametro de- 
terminando la saturazione superficiale del coli e ammet tendo uno 
strato molecolare di fagi sullo stesso (130~'. 140 fagi per ogni bat terio 
coli). 

M e t o d o  de l la  fo togra f ia  u l t r a v i o l e t t a  ed e l e t t r o n i c a  

Alcuni degli oggetti di cui la ultrafiltrazione ha  fissato la gran- 
dezza hanno dimensioni di poco inferiori ~]la visibitits microseopica: 
come ~ noto, in un microseopio possono fornire immagini solo oggetti  
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la cui grandezz~ si~ p~recehie volte l~ semilunghezza d 'onda della luce 
impiegat~ ( A ~ E ) .  Cosl il limite per 1~ luce visibile ~ intorno ~ 275 m~, 
per la luee ultra.violett~ intorno ~ 100 m~ (vedi p. es. le fotogrufie 
ultr~microscopiche di CAS~EaSSO~- (~) relative ui cromomeri  nei cro- 
mosomi). Se si pub essere sicuri che si t r~t t i  di imm~gini e non di fi- 
gure di diffrazione, 1~ dimensione deoli oggetti  fotografici d'~ un  l imite 
per la dimensione degli oggetti. Con questo sistem~ BAI~NAI%D (~'~') ha p o -  
tu to  determinure le dimensioni di ulcuni dei virus pih grandi, come 
segue: 

v~iolo 160 -:7 170 mtz 

I~IKUTH GOLLU]~ 160 -/-- 170 )) 

peste dei polli 70 ---110 )) 

in sufficientemente buon ~ceordo con i risult~ti precedentemente  ri- 
port~ti dell'ultra.filtr~zione~ 

Le molecole ]ine~ri h~mlo lunghezze ~ss~i volte ben superiori 
~l limite di visibilit~ (fibroLu~ ~lmeno 900 m~, celhdos~ fmo ~ 1 - -  1,5 ~ 
polistiroli fino ~ 3 ~). Ms per le piccole dimensioni trasversali, non su- 
periori a ] m~, gli oggetti ~'im~ngono ugu~lmente comple tamente  
invisibili. 

lgisuIt~ti pih precisi si possono ~vere impieg~ndo il mieroscopio 
elettronico, con il qu~le l ' ingr~ndimento pub essere spinto a valori 
es t rem~mente  elev~ti: come esempio si ha  queHo del v~iolo, che most ra  
con molt~ nettezz~, con ottic~ elettronie~ c~p~ce eli ingr~ndire 23000 
volte, dimensioni 250-/-300 m~ ossi~ ~lquanto supe~Jori ~ quelle va- 
lut~te d.a ]3AI%NAI~D, e form~ non perfe t tumente  sferiea. 

Analog~mente fl virus del mos~ico del tabacco ( ingrandimento 
20.000) app~re come un corpicciuolo di circa 15 m~ di diametro~ e 
150 .-+-300 m~ di lunghezz% perci5 molto ~llungato rispetto al diame- 
tro (~o). Da questi d~ti si vede chi~ramente come si~no solamente  
di larg~ approssim~zione i d~ti o t tenut i  dalla ultr~filtr~zione, con l 'am- 
missione di p~rticelle sferiche o quasi sferiche (di~metro 2 5 - -  30 m~). 
C~lco]~ndo come precedentemente  il peso molecol~re del mos~ico del 
t~bacco d~ questi d~ti, si ot t iene un va]ore d~ t , 8 . 1 0 ~ a 3 , 6 - 1 0  ~ 
molto vicino a quello ot tenuto per mezzo dell 'ultracentrifuga, e disco- 
sto da quel]i o t tenut i  per ultrafiltr~zione. 

I1 l imite di sep~r~zione del microscopio elettronieo a t tua lmen te  
intorno 10 m~;  si vede di qui qu~le potente  mezzo di visione della 

gr~ndezza dellc sost~nze ~ grossissimo peso moleeol~re (virus, protei- 
ne, ecc.) esso pub divenlre. 
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M e t o d o  d e l l a  d i i f u s i o n e  

E'  ~oto che, se si indie~ con c la eoneentrazione eli tma eert~ so- 
stanza in un solvente hello strato avente per coordinata x, la quant i t~  
di sostanz~ dS  ehe diffonde nella direzione x attraverso la superficie ~2 
ortogonale ad x ~ data  d~ 

(26) OS D% ) de 
Ot O:r 

e la variazione di eoneentrazione nel tempo da 

Oe ~ 1) O~c 
. . . . . . .  . 

(27) Ot Ox e 

I1 coeffieiente D si ehiam~ costan$e o coeffieie~zte di dif /usione. 

Se si riesce a mantenere costante nel tempo il gradiente di con- 
Oc 

(28) V de D~I c - - c  o 
dt s 

(V volume della soluzfone di concentrazione c, e. eoneentraziotm delia 
soluzione verso la quale avviene la diffusion% s-spessore dello strato 
diffondente), risulta~ se si fa %-----0 (diffusione nel solvente p u r o )  

(29) D =  Vs lue~- - lnc2  
a te ~ t~ 

I n  essa ca e c~ sono le eoneentrazioni ai tempi t 2 e t r 
Tale ~ il metodo usato da FIc]; (~), da STEFA~ (~'-)) e da ~ltri, con 

t 'impiego di colonne cilindriche di diffusione. Ad esso corrisponde anche 
il cosiddetto metodo deUa dialisi di NO~Tm~O], e A~sox (a:~) e di BRI~- 
TZI~GE~ e collaboratori (~4). I primi impiegano come strato in cui av- 
viene la diffusione tma piastra di veVro porosa, i secondi ~ a  membrana, 

e e a t r a z i o n e -  (e in tal  caso il processo ~ sta.zionario, in ciasclm 
0x 

punto della colonna dii~ondente la eoncentrazione rimane costante 
nel tempo), l a  misura di D si ha  attraverso la determinazione della 
quan~it~ diffusa in un certo periodo di tempo (p. es. un  giorno).  

Se si utilizza ~ volume l imitato di soluzione~ ma si ammet t e  ehe 
la velocit~ di dimiuuzione della concentrazione sia tanto piccola che 
prat ic~mente sia sempre lineare la v~riazione di coneentrazione af tra-  
verso lo strato diffondente~ e perei6 la prima relazione si possa serivere 
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p o r o s a  di celhflosa: cosi la dist~nza lunge la quale avviene la diffusione 
es t remamente  picco]a~ mentre  ai due lati  della membrana  o della 

piastra  le conce~ttrazio~i possono essere ma.~tenute uniformi con agi- 
tazione, e il tempo necessario per  la p rova  diviene assai breve. Ii  me- 
rode della di~lisi aon fornisce il coefficiente di diffusione ma un  coef- 
ficiente di dialisi ),, dipendente dulla speeifica membr~ma usata :  ~ qui~di 
un metodo di confronto, nel quale si ammet t e  proporzionalit~ per  com- 
posti  analog'hi o per ciascuna membr~na,  e per identiehe ch'costanze 
di esperienza~ fra ~ e D. 

Come hanno mostrato ~ANDEI~ e SPA~DAU (35), 80nO necessarie mem- 
brane a pori grandi rispetto alle molecole ehe devono diffondere, altri- 
menti  i r isultat i  sono falsi (3~). 

Per  molecole grosse percib b meglio utilizzabile la piastra  di ve t ro  
porosa di ~-O~T~RO~ e A~soz~. E per  molecole non sferiche i r isultat i  
non hanno signLfieato (~':). 

Se non si pub maatenere  eostante il gradiente, specialmente quando  
l 'esperienza richiede un tempo molto hmg'o~ co~viene rieorrere ~lla 
seconda espressione della legge di diffusione, e determinate la eoncen- 
trazione e z dope un  certo tempo t a d  una  distanza z dalla li~ea limi- 
t an te  lo strato diffondente, di eoncentrazione Co al tempo iniziale. 
Se s i  i~tro4uce la variabfle ausiliaria adimensionale 

Z 
( 3 o )  , j  = , 

2 

la eoncentrazione v. risu!ta 

g 

o 

L a  determinazione d_i e~ perci5 permet te  di risalire a y (l ' integrale 
definite ~ tabulato~ perch~ ~ la ben nora. hmzione di GA~ss), e quindi 
~lla costan~e di diffusione. 

I metodi  risalgono qui a quello di OE~OL~I~ a quello perfezionato 
di COHEn e B~[TI~S (~'~) nei quali si determina., dope un certo tempo,  
ta concentrazioae media di diversi s trat i  della soluzione (~o), o a 
quello microscopico di F u ~  (~) che segue la posizione (durante  la 
diffusione) dello strafe a,.zente una  eerta concentrazione prefiss~t~, 
oppure fiss~ndo~ per mezzo della fotografia, la distribuzione di concen- 
trazione ad un date  is~ante (l 'assorbimento di tma cert~ luce 5 funzione 
della concentrazione). Grosse difficolt~ soao in ogni case deriv~te d~l 
lunghissimo tempo neeess~rio per  le esperienze (d~ qu~lche ~o rno  
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molte  sett imane) tanto  maggiore q u a n t o  pitt grunde ~ fl peso moleeo- 
]are. 

Non conoscendo esa~tamen~e il tempo inizi~le del fenomeno, con- 
viene fissare ~m eerto valore di c. e qnindi un eerto valore di y ,  e~ per 
due tempi  diversi t o e t,, le distanze Zo e z ,  cui compete t~le concentra- 
zione. Si ha  allora immedia tamente  

1 z~ ~ ~ z0 ~ 
(32) D = 

4 tf e t~ ~ - -  to ~ 

In  questo modo TZSEL~VS e G~oss  (~) hsm~o t rovato le seguenti co- 
s taat i  di diffusione in acqu~ a 20 o (10: . cm ~ . sec,~): 

fucoeritrin~ 4,0 

fueociuno ~,05 

e~rbossiemoglobina 6,3 

e m o c i ~ i n ~  (Helix) 1,05 

ovo~lbumin~ 7,7. 

.~dtri d~ti soap i seguen~i (~nnzoG, G~otI (~:~)): 

ovoalbuminu 5,2 a 7~ 

)) 5,2 a 80 

pepsina 7,3 ~ 120 

emulsina 4,2 n 15'),3. 

L a  costante  di diffusione ~ legat,% ai peso moleeolare~ per  sostanze 
chimicamente  simili, d,~lla regoln empiric~ di EULE~ e I~IECKE: 

D V - M =  cost. per  pesi moleeolari piccoli. Per  particelle sferiche essa 
legata  al raggio di queste a t t raverso la formula (4i EINSTEIN) 

R T  
('~3 ) D ~ , 

6=.'r, r N  

essendo ~ la viscositg del solvente, r il raggio, N i l  numero 
AV0GADRO; e poichb il peso molecolare M ~ d~to d~ 

(34) M -~---4 = ra N? 
3 

essendo ,: il peso specifico, r isulta 

R3 rlr~ 
( a:,> ~v  = , 

162 r.~ N ~ ~a D:~ 

di 
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DS M 
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hello stesso solvente e ~11~ stess~ temperature.  

Tenendo conto dei d~ti precedenti ,  supponendo le p~rticelle sfe- 
riche e le densith intorno a 1~1, risultano i v~lori seg~le~ti: 

s 421000 

fucocia~o 405000 

curbossi6moglobin~ 108000 

emocianm~ {Helix) 23200000 

ovoalbuminu 59200 

)~ 62000 

)) 30000 

p e p s i ~  34300 

e m u l s i ~  244000 

Vedremo che per ~lcune di queste sost~nze fl P.  M. cosi determinuto 
non corrisponde ~ quello ot temlto con ~ltri metodi. La  non concordunz~ 
probabf lmente  dipende dallu form~, che si discostu d~ quell~ sferic~ 
e d~ un~ non perfet t t~  conoscenza della dipendenza fr~ gr~ndezz~ e 
il coefficient, e D. 

Si noti  inoltre 1~ sensibilits del P. ~i. ~ piccoli elTori di D e quindi  
1~ pocu convenienza di impiego del metodo per 1~ determin~zione del 
P. ~I. Comlmque esso non ~ dire t tamente  impiegabile per sost~nze con 
molecole di formu net t~mente  diversu d~ qtlell~ sferic~ e di pesi  mole- 
col~ri non unici. 

L~ 4etermin~zione del coefficiente di diffusione ~ ~ecessuri~ poi 
per uno dei metodi  con l 'ultr~centrifugm 

Metodi osmotici 

I metodi  osmotici, nolle forme semplificmte della crioscopia o della 
ebullioscopi~, so lo  quelli pi~ c o m ~ e m e n ~ e  usati  per  lu determLaa- 
zione dei pesi molecol~ri rel~tiva, mente  piccoli. Essi non sono ntilizzmbili 
nel cuso dei pesi molecoluri molto grmndi sin. perch~ gli effet~i sono 
t roppo piccoli (ebullioscopi~)~ sin perchb sono temibili 16 form~zioni 
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di fasi miste, gli hnpediment i  di crist~llizzazione e quindi la cristalliz- 
z~zione molto lenta (erioscopia) (~)~ 

I risultati  ehe si ottengono lion sono in aeeordo con quelli dovut i  
agli Mtri metodi. 

Si 6 perei6 eostretti  ad hnpiegare il metodo della effettiva mi- 
sura della pressione osmotie~ o dell '~bb~ss~mento della tensione di 
vapore delle soluzioni rispetto ~l solvente. 

Anehe qui per6 sono neeessarie c~utele speeiali. 
L~ determinazione della tensione di v~pore delle soluzioni pub 

eseguirsi con il metodo della distilhtzione isoterma~ per mezzo del quale 
si misura la differenza di pressione neeess~ri~ perch6 non si abbia pih 
distill~zione dall~ soluzione al solvente puro e vieeversa (~): in esso 
lo strato riempito di vapore i ra  soluzione e so]vente hmzion~ come 
un% membrana  semipermeabile ideale, assotutamente invalieabile dal 
soluto. Pur t roppo il tempo neeess~rio per raggiCmgere le condizioni di 
eqnilibrio 6 es t remamente  hmgo (3 - - 4  mesi). E '  stato sviluppato (,G), 
per evi tare  tale inconveniente (specialmente grave se il soluto si at- 
tera  rapidamente)  tm metodo derivato dn una  esperienza di ASKEI~ASY~ 
utilizzando una piastra porosa di vetro o di gesso ( A s ~ A s u  che fissa 
il limite della soluzione, e determinando la ~,elocith di distillnzione dalla 
soluzione del solvente o viceversa con diverse differenze imposte di 
pressione~ in assenza di gas estranei ( F ~ z E ~  e PA~ICK, UL~A~' ) .  E '  
facile estrapolare a veloeith nalla di distillazione, cut eorrisponde un~ 

differenza di pressione eguMe al]~ pressione osmotiea cereat~. 
L'impiego di membrane semipermeabili permet te  la misura di- 

te t ra  della pressione osmotica,. Si pub presentare qui qu~lche difficolth 
circa la m e m b r a ~  adatta,  specia.lmente in solventi orga~i@ ma  mem- 
brane di celhdos~ a port sottili sembraao ~datte. Anche il mater ia le  
eost i tuente Fa.ppareechio deve essere considerato in relazione gl prodot to  
esamina~o: coat per  ~cidi poliaeriliei l 'osmometro deve essere di ebanite 
o di polistiroli, percM, i me~alli forniseo~o toni che falsano le deter- 
minazioni. 

Gli osmometr i  impiegati solo generalmen~e del tipo di D 0 ~ A ~  
a membrana piana tesa (~). 

La pressione 6 stabilita qnando la le t tura  r imane eostante per  
almeno due giorni: il tempo necessario per giungere ~ll'ecitfilibrio 
di qualche giorno (Scm~-Lz); la eonierma ehe si t ra t t i  di ~ vero equili- 
bl~o si ha  se eoincidono i risultati  o t tenut i  partendo con il meniseo 
sopra o sotto la posizione d'arresto. 

Diverso da questo metodo statieo 6 quello dinamico consistente 
nell 'applieare una eontropressione determim~t~, nel deterlnin~re le 
veloeit~ di deflusso del liqnido ~ttrnverso 1~ membr~na per diverse 

S e m i n f o ' h )  M~tt. e _vk% di, M~?a~;o - v o L  X I I I  11 
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differenze di pressione e nell 'estr~polare ~ velocitb~ null~ (4~). 
Un~ delle circost~nze che sono c~ratteristiche de~Vimpiego di quest i  

metodi  con sostanze ad a.lto peso molecolare ~ in molti  c~si, la non 
line~rits della pressione osmotica al crescere della concentruzione della 
soluzione. Le pressioni osmotiche crescono pih r~pid,~ment6 de]le con- 
centrazioni specialmente se si t ra t t~  di molecole di form~ non sferica, 
svelando le influenze reciproche fra molecola e molecola. Poich~ qu~nto 
pifi ~ diluita la soluzione t~nto pih si ha la sicurezz,~ c h e l e  molecole 
sono libere di esplicure l~ loro azione, la legge di VA~'~T HOFF 

R T c  R T c  
(37) p --- , M ---~ 

M -  p 

pub essere apl)lic~t~ solo nella forma limite 

R T  
(38 )  M = , 

lira P--- 
e . - .~  o C 

ossia determin~ndo il v~lore cui tende  il r~pporto fr~ pressione osmo- 
tic~ e concentrazione ~l tendere  di ques ta  a O. 

3~a per  sostanze ad altissimo peso molecblare~ la determinazione 
di questo limite d~ una serie di esperienze ~ molto incerta: la devia- 
zione della linearit~ ~ gis forte per  concentrazioni piccolissime, per  le 
quali la pressione osmotica ~ appena  di qualche millimetro di colonna 
di solvente. L'errore the  si pnb commet te re  nell 'estrapolazione b no- 
tevole (~9). 

Sc~ro-Lz (~o) ha  ~mmesso c h e l a  pressione osmotica segua una  legge 
modificata del tipo dell 'equ~zione di VA~ DE~ WAALS semptificata: 

R T c  
( 3 9 )  p . . . . . . . . . . .  , 

M(1 - -  b) 

essendo b una  specie di covolume. In t roducendo il covolume specili- 
co s, re lat ivo a 1 g rammo di soluto secco (o concentrazione in gr~mmi 
per litro), t 'equazione si pub scrivere: 

R Tc 
(40) p = 

i (1 - -  cs) 

Ora s diminuisce al crescere della concentrazione e quindi della 
pressione osmotica. Si ~mmette  che l~ relazione fru s e p sia del t ipo 
di una  pressione di rigonfiamento: 

1 

(41) p-~-ks--'~ (FREUNDLICH e POSNIAK) 
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Cib corrisponde ai dati speriment~li per  sostanze di peso mole- 
colare non eeeessivo: per  esse la determinazione dalle misure osmo- 
tiehe, per extrapolazione, del peso moleeolare g sufftcientemente pre- 
cisa; e con tali valori di M g possibile caleotare s in funzione d i p .  Si 
t rova  ehe la relazione fra log s e log p g lineare, corr ispondentemente 
alla (41), e, per sostanze omologhe~ la stessa. 

Perci5 risulta 

RTc (42) M = 

P~ \ p }  ! 

senza bisogno di passare a limiti  per  extrapolazione. 
Natura lmente  occorre la conoscenza eli /r e eli ~: questa  si pub ot- 

tenere in aria serie omologa di composti,  r icavandola dai termini  a 
pitt basso peso molecolare, per  i quNi  o M ~ noto par al tra via o b fa- 
eilmente extrapolabile dalle misure osmotiehe. La  formula pub poi 
essere applicata ai termini elevati  della serie. 

Vedremo ripetuto questo procedimento per il metodo di visco- 
sit~ (:"). 

Cort il metodo osmotico si sono determinat i  pesi molecolari ele- 
vatissimi, come si pub vedere clai dati  seguenti :  

M 

aeetilcellulos~ 20000 - -  100000 (~) 

27000 -! 80000 (~a) 

nitroeelhflos~ 19000 -S 200000 (5~) 

100000 (5~) 

51000 " 443000 (56) 

metileellulos~ 46000 - -  82000 (~) 

eauecl~ 100000 -i-- 200000 (~) 

polistiroli 82000 ~- 638000 (~6) 

720000 (ss) 

850000 (5~) 

glicogeno metiiato 273000 -i- 830000 (~o) 

glieogeno acetfl~to 1300000 >3500000 (6o) 

amido meti lato 125000 (to) 

liehenina aeetilata 36000 ! 1.18000 (~o) 

gomma arabica 1.50000 : 280000 (~) 
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/~letodi dell' ultracentrifuga 

Questi metodi, che ia  realth misura~o velocith di sedimentazione 
o equilibri di sedimentazione di particelle, assumono it home dallo 
strumen~o tipico che ha  reso possibfle la loro estensione al caso del- 
le particelle di dimensioni moleeolari. E '  noto che il peso di part icella 

stato determinato,  ammessa la conoscenza della resistenza al moto 
nel fluido e della densits del fluido e della particella~ con la misura 
della ve loc i~  di sedimentazione in un  liquido o in un  gas (PEa~I~, i~iIL- 
ZIKA~', ~VEs~G~EN~ ecc.), oppure della dis~ribuzione di equflibrio (FER- 
~IN, WES~GaEN) sotto l 'azione del campo gravitazionale: coal PEa~ 
~Ln per  es., 8 giunto, nora la grandezza delle particelt , alla determi- 
nazione det numero di AVOGADg0. 

M~ fl metodo,  nel campo gravJtazionale, ~ limitato ~ sospensioni 
grossolane, ~ particelle grandissimc. Pe r  lo studio dei colloidi~ si 8 pen- 
sago alFazione del campo centrifngo (DL~iAlvSKY 1913)~ senza risuL 
tat i  soddisfacenti dapprim~, prineip~Imente per Fazione dis turbante  
di correnti  convett ive nel liquido. Ma in seg~fito alle csperieI~ze e agli 
studi di SVEDBEIgG e coll~boratori (dal 1923) si ~ gilmti a stabflire te con- 
dizioni per  ot~enere risultati  senza incertezze e a cost.ruire macchine  
helle quali la sedimentazione avveniva  in campi sempre pifl in~ensi" 
da accelerazioni 150 volte la gr~vit~ (1923) si 8 giun~i a 5000 (192~)~ 
a 19.000 (192~), ~ 100.000 (1927), a 165.000 (1929), 200.000 (1931), 
300.000 (1932), 400.000 (1933), 600.000 (1933), 750.000 (193~), con un  
massimo di 900.000 (1934) (non pih  usa~o perch~ fl rotore~ troppo for- 
t emente  sollecitato, ~ esploso dopo poche prove). In  un  ~ipo di con- 
cezione diversa si sono raggiunte aecelerazioni di 260.000 volte  la 
gravi th  (~'). 

L 'u l t racen~i fuga  ~ schematicamen~e costi tuita d~ un  rotore per- 
fe t t ame~te  bilaneiato, che porta  su un  diametro due fori simmetriei~ 
in ciascuno dei quali viene sistemata una  celia di sedimentazione;  
questa ~ cost i tui ta  da ~ma s~retta eameret ta ,  visibfle nel scnso dell 'asse 
del rotore  perch~ t e r ~ i n a t a  da due dischi di quarzo~ e l imi ta ta  
da due pare~i dirette come piani radiali del rotore. La sezione della ca- 
mere t t a  perci5, con an  piano perpendicolare alPasse del rotore~ h tra- 
pezoidale~ cosicch~ la sezione cresce allon~anandosi dall'asse s~esso. 
Sono cosi evi ta te  le correnti parassite riscont-rate nelle celle a sezione 
ret tangolare,  dipendenti  dal non essere le traiettorie delle part icelle 
adiacenti  alle paret i  parallele alle pare~i stesse. I1 to,ore ~ posto in mo- 
vimento con diversi dispositivi (ingranaggi, turbine ad oIio, turbine 
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ad aria~ etc.) t he  permet tono di raggiungere muneri  di giri elevatissimi, 
l imitat i  soltanto dalla resistenza meccanica del rotore, t an to  maggiori 
quanto minore ~ il diametro di questo (fino s 660.000 girl al minuto  
( t IE~IOT e I-Iu~uE~A~D) con un rotore di 11,7 mm di dismetro),  iN~a - 
tura lmente  se it numero dei girl elevato por ta  ,~ccelerazioni etevatissime, 
il d ismetro molto piccolo in~ece por ta  ad errori forti hells misura;  in 
modo che SVEDBEigG si ~ fissato SU rotori  di circa 180 m m  di diametro 
con circa 5 0 . t ) 0 0 -  60.000 girl al primo, quali  quelli capaci di contem- 
perare nel modo migliore le esi~cnze meccaniche e quetle della misura. 

Con tale rotore fl rsggio di rotazioae medio della cells r isul ts  65 
m m e  le dimensioni della cells 12 mm di lunghezza e da 13 a 19 di pro- 
fondit/~ di sedimentszione. 

Par t icolsre  curs  occorre per  la misura ed il msnten imento  della 
temperat~lra (in atmosfera di tI~. a pressione ridotta).  

L~osservazione viene fa t ta  per  via fotogrsfica durante  il movi-  
mento, secondo due metodi  diversi, di assorbimento e di rifrazione. Se- 
condo il primo la coneentrazione della sostanza disciolta in eiaseuno 
s t rs to  viene determinsta  per mezzo de]Fassorbimento di una cer ts  luce; 
nel secondo metodo si sfrut ta  la variazione d ' indice di rifrazione 
della soluzione per le di~'erse coneentr~zioni, e questo sis con Fut i l izzs-  
zione del metodo di TOEPLEI~ (spostsmento detFimmagine d i u n a  fes- 
sura)~ sis con la mi~ura della deformazione eli una scala lineare fo- 
t og ra i a t s  a t t raverso lo strato sedimentsnte :  natur~lmente,  ment re  
questo seeondo sistem~ permet te  ta misura sia di eclnilibrio che di re -  
loeit~ di sedirnetttszione, il primo~ the  deve essere impiegsto pun to  per  
punto,  ~ sdatt.o sole ~ determhlaziozfi di equilibrio~ t ranne ehe se si 
l imita alla sota individuazione della posizione istsnt.a~ea del menisco. 

I1 metodo dell 'assorbimertto della luee, per  fo tometr ia  fotogra-  
fica, d~ la concentrazione di sostanza assorbente  in eisseun p u n t o :  
il me todo  di deform~zione della scala d~ inveee it gradiente di concen- 
trazione in ciaseun punto,  perch~ ]a deform~zione ~ proporzionale  al 
gradiente  di indice eli rifrazione che ~ a sus  vol ta  proporzionale alla 
concentrazione. 

Sar~ sufficiente qui esporre i r isu]tati  elementari  circa l 'anda-  
mento  e l 'equilibrio di sedirnerttazione d~uns sostsnza, r inviando alle 
opere pitt complete  per  la tra~tazione esa~t~ del p rob lems  (""). 

Se si indies con W il vo lume specifico p~rziale del eorpo disciolto, 
l s .  densith della soluzione, T la t empera tu ra  ~ssoluta dur~nte  

la sedimentazione,  R = 8,313.10 ~ ]a cos~ante dei gas, c~ e e~ le 
concentrazioai  in due s trs t i  distanti  x,, x~ dsli'~:sse di rotazione 
nelle condizioni di equilibrio fra sedimentazione e diffusione, ~o 
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1~ velocit~ sngolare  di rot~zione~ il peso moleeolare r isul ts  da te  da 

2 R T ] n  ce 

(43) M - -  ct 

Questa formula,  riferentesi atle condizioni di equilibrio di sedi- 
ment~zione, pub essere dedot ta  per via cinetica e anche per via ter- 
modinamics.  Essa, e il metodo corrispondente, sono par t i co l s rmente  
ad~t t i  nel case di sestanza unicu:  allors l~ costanz~ de( valor( di M 
r icava t i  per diverse coppie x, c h u n  buon criterio per Punicit~ della 
sost~nza e del sue peso molecolare; se si ha  un~ miscels di pesi mole- 
colari~ risult~ una  dipendenza di M da x, dalls quale si pus  risslire 
all~ distr ibuzione di pesi moleco]~ri. 

Corrispondentemente,  per u n s  sostanz~ monodispersa, e in un~ 
cell~ con forma ~ settore~ ls  concentrazione, ulVeq~dlibrio, nello s t ra to  
x~ ~ da ta  du 

M A  (b z - -  a e) e -  ")~ (b~-":~' 
(44) cx = c o 

1 - -  e -  ~,A (b~-a--)  

dove co ~ la concentrazione i~izi~le uniforme, b 1~ dist~nza d~IFasse 
di rot~zione al rondo dell~ cel]~ a quells dall '  asse al me~isco~ x quellu 
dalPusse allo s t rs to  consider~to~ e A ls  eost~nte 

(45) (1 - -  }V~o)~o ~ 
2 R T  

Si rica.v~ di qui 

(46) dcx ~ 2 M A  ~,c .... 
d x  

II metodo delPassorbimento di luce d~, fotograficamente,  i valor( 
di c per ciascun x~ da ca( ~ agevole r icavsre M con la (43), per coppie 
di valori~ oppure con Is (46) usando la c., e il sue grsdiente in un  da te  
s t rs to  x. 

Se si ha  un  sistema polidisperso~ ogni specie molecolare si distri- 
buisce secondo il sue equilibrio; e se Passorbimento o ]'indice di ri- 
fr~zione e il volume specifico sono (rid(pendent( dal peso molecolsre 
(riferiti all~unSt~ di peso del soluto)~ la concentrazione in uno str~to 
risulta la somma di tu t t e  le concentrazioni hello stesso strato delle 
diverse specie molecolari, i:  

( 4 7 )  c x  ~ -  ~ C ~  ~ A ( b  ~ - -  a ) 1 - -  e -  a ' ~ ( b ' - " ~ )  
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Di qui  ris~fita: 

d ~  
(48) - - - - ~ - 2 A  z~ Zc,:~ Mi , 

d x  

e quindi  il peso moleeolare me4io  seeo~do la (46) hello s t ra to  x 

(49) M,,,~,. . . . .  
2 A :r c:,. d;c Z e~,~ 

per  
~C 

sos t i tuzione dei valor i  del la  (48) e di c,.~-Zc.~.a~ 
d x  

Se si impiega  il me todo  della rffrazione,  la de formaz ione  del la  
dcx 

scala s un  valore  proporz iona le  a -- 
d x  

i n t rodur re  ae l la  (43) a t t r ave r so  la (46): 

1 1 d e .  
(50) <,. = 

2 M A  :r d:~'~ 

. Si halmO cosi i vMori  da  

e r i su l ta  

(51)  

2RT'I~J xi \dx],~ 
:r~ ( d c ]  

~ d x  1 

( 1--  t'r?) ,,,e (x~ - -  :r~) 

Oppure ,  per  der ivaz ione  dzl la  (46) r i su t ta  

(52) 
: dc ,, 

d~-~, :7: 
2MA dc 

da" 

da  cui 

d ( 1 ~te t 
1 d:)': x 7 '  

(53) M = , 
2,4 dc 

d:r 

nella  quale  si pub in t rodur re  d i r e t t a m e n t e  la deformazione  del la  scala  
~.tc 

al pos to  di 
d x  
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Per  i sistemi polidispersi~ ragionando come precedentemente ,  ri- 
sulfa il peso molecol~re medio dello s t r ~ e  x 

1 d;:~ .,. 9 
( 5 4 )  = = 

2 A de - M~ c,,:~ 

d;r 

Come g gi`5 stato fa t to  notare,  i due  metodi  di misura forniscono, 
per  sistemi polidispersi, valori  medi  differenti. 

I1 metodo  della vclocit~ di sedimentazione s immedia ta -  
mente  una  v/sione del grado eventuMe di dispersits del sistem~: difa t t i  
si vengono ad ~vere tant i  menischi quan te  sono le specie, omogenee  
r ispet to al peso molecolare, presenti.  In  esso si osserv~ 1~ velocit`5 
con la quMe fl menisco dello s t ra to  sediment~nte  si spost~ nel]a cell~. 
Se ~ ] i l  coe~iciente di a t t r i to  per  grammomolecolu  e t il tempo,  si ha  
immediatamen~e 

dx 

(55) M ( i - -  ;;l?) ( d t  
O~2 Z 

d x  
dove ~-~ ~ 1~ velocith con la qu~le si muove  una particella neI campo 

centrifugo e quindi  unche il menisco. ~[~ durante  la centrifugazione, 
1~ diffusione oper~nte in senso contr~rio all~ sedimenta, zione rende  
poco net~o il menisco: ~ facile vedere  dMle equazioni della diffusio- 
ne che per  la posizione x del menisco deve essere presa quella nell~ 
quMe 1~ concentrazione g la met'5 della concentrazione esistente do- 
ve  essa non ~ v~ri~ta. Se lg cell~ ~ a form~ di settore, si deve t ene t  
conto che ~nche .questa concentrazione vari~, e precisgmente secon- 

9 do 1~ relazione v t x ( ~  cos~ante. 
Definite con due successive s M tempi  t~ e t~ le posizioni 

x~ e x. del menisco, l 'equ~zione diviene per  integrazione 

(56) In x2 
.%i 

Poichh per  soluzioni dflui~e nei fenomeni  di diffusione 1~ eost~nte 
&~t t r i to  ~ d~ta  da 

R T  
(57) f = -  , 

D 
dove D ~ la eos tante  di diffusione, se si ammet t e  che lo stesso va-  



- -  1 6 9  - -  

lore valga anehe durante  la sedimeI~taziolm, r isulta:  

;g.~ 2'.) 
I n  ~ I n  

(1--~I,~)D o~ e (t 2 - -  t~) A D  t o - -  t~ 

I_l metodo richiede perci6 la coItosceItza della costante  di diffu- 
sione. In  mancanza  di essa 7 spesso viene dato soltanto il vatore 

1 dx 
(59) s = 

o~2x dt 

o costante di  s~dimentazione,  che d~ gig una  certa indicazioIte intorno 
ai pesi molecolari. 

~r D pu6 essere calcolata, dai dati  della stessa ultra-  
centrffugazione, per  mezzo del l ' andamento  dei valori di concentra-  
zione hello strato del menisco, ma  coil l imi ta ta  precisione. 

Se poi si ammet te  sferica la molecol% D pub essere espressa in 
funzione di M con la formula di EI~STEI>- (33), e dalla costante  di se- 
dime~ttazione si pus  risalire al peso molecolare. 

Per  sistemi contenenti  varie specie molecolari, per eiascuna si 
viene a formate  nil meniseo ehe si muove  con veloeitg difference: 
quilldi immediata ,  come si ~ det to,  l 'analisi dell~ polidispersith. 

Dal  peso moleeolare ot tel luto con i precedenti  metodi  si pub cad 
eolare il v~lore del coefficiente di a t t r i to  per  il cusp di molecole sferi- 
ehe e non solvatate  (,~3): 

6 ~ N ( 3 M W ] ~  (60) ] 0 =  ,':" (8 :oicEs). 

I1 rappor to  f r a i I  valore di ] r ieavabile dal eoefficiellte di diffu- 
siolm (ialdipeltdente dall~ fortna e dalla solvatazione) e questo ]o 

/ 

s 

~ iltdice, col sup evelltuale seostamen~o da 1, dello seostameI~to daila 
forma sferica o di r solvataziolte. I1 metodo percib pub dare qual- 
che Ilotizia relat ivame~te alla iloIt s immetria delle moleeole; sollo s ta te  
dedot te  relazioni fra tale rappor to  e la forma geometrica di esse (6~). 

Questo  stesso problema interviene nell ' i l l terpretazione dei feno- 
melzi di viscosith per  le molecole di forma diversa dalla sferiea. 

Alt-ra difiicolth interviezte quamdo si halmo moleeote filiformi, 
avellti hi tma direziolze dimensioni eomparabil i  con quelle della rap- 
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lecola del solvente (polistirolo in benzolo):  in tal  c~so pub aversi  uno 
seorrimento del solute r ispetto al soivente, ossia una  velocit~ di sedi- 
mentazione maggiore di quella ehe si d o ~ e b b e  avere in lm solvente 
considerabile come un  mezzo continue.  

Preseindendo da questo fat to ,  se la molecola f i ~ o rme  ~ avvol-  
ta  a gomitolo di forma rotondeggiante,  la sedimentazione avver r s  
come per  un oggetto delle stesse dimensioni, con t raspor to  del solvente,  
e quindi con una effett iva densit'~ minore di quella delle moleeole tiM- 
fermi. Se la moleeolu g diri t ta si ~ calcolato il valore che assume la co- 
s tante  di sedimentazioae s (~5) in funzioae del rappor to  ira  h n g h e z z a  
e d iametro :  na tura lmea te  per  molecole a lquanto avvol te  e p iegate  
i r isultat i  sono intermedi fra quest i  ul t imi e quelli per  moleeole aggo- 
mitolate.  

I metodi  del l 'ul tracentr ifuga hanno fornito numerosissimi dat i  
sui pesi molecolari di svariatissime sostan.ze natural i  e artifieiali~ par- 
t icolarmente  di proteine. 

I r isul tat i  per queste ultime, che forniscono pesi molecolari  ben 
determinat i  e costanti  in moltissimi c~si, e raggruppantisi ,  per  pro-  
teine diverse, in terne a valori medi  ne t t amente  differeaziati, hanno  
permesso di dedurre che in generale le prote ine  sono cost i tui te  da in- 
dividui  di peso rigoros~mente u~o~ale, ossi~ sono delle sostanze chi- 
miche pe r fe t t amente  definitel e inoltre che le molecole di p ro te ina  
sono costrui te  in tupelo che si r iscontrano in natur~ soltanto pesi  mo- 
lecolari mult ipl i  di un  certo peso Lmitario. Secondo SVEDBE]~G, c~li ri- 
sale (1928-29) l ' ipotesi dei multipli,  (( la molecola della pro te ina  ~ co- 
s t rui ta  verosimitmente  per  successiva aggregazione d 'uni t~ definite, 
ma  sol tanto pochi fra gli ,~ggregati so~o stabili. Qu~nto p ih  gTande 

il peso molecolare~ t a s t e  meno numerose  sono le possibilith di ag- 
gregazione stabfli. Percib le distanze i ra  le molecole capaci di esistere 
divengono sempre maggiori man  mayo  ehe il peso aument~ ~,. l~ipetu- 
t amen te  discusse sono state le diverse ipotesi f a t t e  per  spiegare fl fe- 
nomen.o (~)~ 

Ciascunu proteina ~ soggetta,  al var iare  del p i t ,  a fenomeni  di 
associazione e dissociazione, e il peso moleeolare in genere ~ ben de- 
finite in un  certo intervallo in terne  al punto  isoelett~'ico: al di fuori  
si formano nuove  molecole con pesi  c h e  sono frazioni (1/2, 1/4, 1/8) 
del peso origin~rio. 

~ e l l a  tabel la  seguente (67) sono riuniti  dat i  relat ivi  a prote ine  
disposte  in ordine di peso molecolare crescente: 
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Come si ~ede dall'~dtima colonna~ ]/](), le proteine al punto iso- 
ele~trico in genere non sono sferiche~ ma sono eliissoidi pi~ o meno al- 
inngati~ oppure sono pih o meno solvatate. Per ~Itre~ non riportate in 
~abella~ si hanno dati analoghi; per moltissime inoltre sono conosciute 
solo le costanti di sedimentazione s~ e qnindi si ha solo una provvi- 
soria indicazione del peso molecolare~ 

Oltre le proteine, sono state investigate con l~uitracentrifuga 
molte ~Itre sostanze~ fra i prodotti organici e quelli sintetici. In questi 
casi~ trattandosi in generale di miscele di omologhi a pesi molecolari 
diversi~ l~ultracentrifuga ne mostra ]~ polidispersit~; se si osservano 
frazioni ben definite, si pub r icavarne il peso molecolare medio~ e si 
possono avere preziose informazioni  sullo stato di purezza~ di omoge- 
neit~, di solva~zione~ di aggregazione delle moleeole helle frazioni. 
La  t ra t taz ione ma~ematic~ del compor tamento  di ogge~ti non sferoi- 
dali~ quali in genere sono le molecole di questi  prodotti~ presenta  no- 
tevoli complicazioni e difficolt~ che si vedranno meglio pifi innanzi,  
Crattando della viscosith: i dati  dell ' t~ltracentrifuga sono quasi Sempre 
da eonfrontare,  in questi casi, con quelli delle misure di viscositY, sin 
per  controllo di queste~ sin per  r ica~are dal eonironto,  in caso di diver- 
genze, utili informazioni rela~ivamente allo stato delte moleeole in 
soluzione. 

Vennero cosi studiati  con l~ultracentrifuga: 

acido idrossidecilico polimerizzato, in 

acetilcellulosa m 

"eellulosa ~n 

nitrocellulosa m 

etflcellulosa m 

metilcellulosa m 

cauccih m 

polieloroprene m 

polistiroli in 

t e t rabromoetano  

acetone 

cuprammonio  

acetone 

diossano 

acqu~ 

etere~ benzol% cloroformio 

clorl~ro di metile~ benzol% 
cloroformio 

diversi solventi. 

I risultati,  che verramxo considerati  insieme a quelli del metodo 
della viscositY, mostrano ad og~i modo che queste sostanze si disciol- 
gono molec01armen~e e non micellarmente~ e che effet t ivumente esi- 
ste la linearit~ fra viscosit~ e peso molecolare ~Toluta dalla legge di 
S~AV])I~GEa~ di cui si discuter~ fra poco. Per  le metilcellulose SIG~E~ 
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h ~  ~rovato v~lori di ]/],, assai ~lti (~,5 -+- 3,0): per i polistiroli v~lori 
in~orno a 2. 

Intine per  l '~mido di pa l a t e  I~A~r~r ha  t rova to  pesi molecolari  
medi  intorno ~ 3.10 ~, con ] ]o=  ~ 3. 

I1 glicogeno ha  particelle fra 1,5 e 4,5 �9 10 v. 

], 'acido timonueleinico ha  un  peso medio 200.000, con ]/],,= 2,5. 

~ l e t o d o  d e l l a  v i s c o s i t ~  

Gih G~AHA~I aveva suggerito c h e l a  viscosits di composti  di co- 
st i tuzione simile avrebbe dovuto erescere in modo regolare con H nu- 
mero di molecole o di gruppi contenu~i in essi. E d  effe%ivamente spe- 
eialmente le misure di THOI~PE e ~P~ODGE1 ~. han/lo mostra~o ehe in qua- 
lunque serie omologa di composti  (p. es. idroearburi  p~raffmiei nor- 
mall) la viscosit~ cresce regolarmente  con il peso molecolare, se si pre- 
scinde clai pr imi membri  dell~ serie che si comportano in modo ~no- 
malo. I n  qu~lche serie (alcool, acidi, grasai) si hanno inoltre irregolarit~ 
dipendent i  da associazioni. 

Quindi, in serie omologhe: g possibile r icavare una  indicazione 
del peso molecolare dallg mistlrg della viscosith. 5fa il metodo non  
applicabile cosi ~lle sosta~ze di ~tto peso molecol~re, perch~ queste  
non sono liquide o non sono fusibili senz~ decomposizione, e quindi non 

possibfle misurare  la viscosiK~ dell~ sostanza pura.  

Bisogng ricorrere all~ misura di viseosit~ delle soluzioni. E '  not0 
ehe, t r anne  che per  alcuni s~li di potassio, ammonio,  rubidio e cesio, 
le eui soluzioni ~cquose o alcooliche entro certi limi~i di concentr~- 
zione e di t empera tu r~  hanno viscosi~'~ inferiore a quella del solvente 
puro, le soluzioni hanno viscosith superiori ~ quelle del solvente 
puro, e gli increment i  per egu~li aggiunte di sostanza disciolta sono 
m~ggiori per  le concea~razioni p ih  elevate. 

N~tura lmente ,  se esiste una  relazione che leghi t~le incremento 
~lle ear~tteris~iche della sostanza disciolta, ques~a sars ~ n t o  pih sem- 
plice quanto  meno sarg~ coneent ra ta  la sohlzione, pereh~ in tall  con- 
dizioni divengono tr~se~rabili gli effetti d ipendent i  d~lle ~zioni re- 
eiproche fr~ le molecole del soluto, e r im~ngono solo quelli dipen- 
dent i  dall 'azione del soluto snl solvente. Perei6 tale relazione potr~ 
essere r icav~,~ d~lla inclinazione dell~ t~ngente inizigle ~lla curvg 
concen~r~zione-viscosi~.. Se si chiam~ ~,, l~ viscosith del solvente puro,  
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"~ quel l~ del la  soluzione~ si av r~  p e r  t a le  t a n g e n t e  la r e laz ione :  

(62) o = no + k'e (e--~ 0). 

Ora  si o s se rva  ehe~ in genera le ,  F inc l inaz ione  di t a le  r e t t a  (ossia 
fl v N o r e  di k ')  6 t a n t o  maggio re  q u a n t o  m ag g io r e  6 la  v i seos i t s  del 
so lven te  p u r e ;  ossia ehe~ come  6 logieo~ l ' i n e r e m e n t o  di d i s s ipaz ione  
di energ ia  d u r a n t e  il m o t e  pe r  causa  di una ee r t a  sos t anza  d i se io l t a  e 
d i p e n d e n t e  da l la  v i scos i th  del so lv en t e :  si p u b  scr ivere ,  s em p re  in ten -  
dendo  la  r e l az ione  va levo le  pe r  e t e n d e n t e  a 0: 

(63) "~ = "t, o -~ k "% c (c -~ 0),  

o a nc he  

( 6 4 )  :~, - -  ",__ao = _  k e ( e  - *  ()) �9 
"d o 

Si c h i a m a  viseosith ~'elati~a il r a p p o r t o  - -  ~--- -r,,., acereseimento spe- 

eifieo della viseosit& dovuto al solute (JAEGt~R)~ m N a m e n t e  d e t t o  gene-  

r a l m e n t e  viscosit~e speeifiea, il r a p p o r t o  z - -  -r,,, _ -r,,~, = -~,. - -  1. 
Z0 

KItAESm~ {6~) definisce viseosith intrinseea il t imi te :  

h l  "r o. 
(65) Ir,t = l im 

c - ~ o  C 

l~isul ta  a l lora  

(66) l-t,! ~-- lira 1 d ' t , , . .  
r o "~,. d e  

e po ieh6  

l im - - = 1  1 , lira - - - -  dr 'r  k ,  
c . -~  o "~r c . . ~  ~) d c  

la viscosit& intrinseea ~ a p p u n t o  la k~ ossia l ' i nc l i naz ione  del la  t an -  
genre,  p e r  c = 0, del la  c u r v a  r a p p r e s e n t a t i v a  del la  v i scos i th  speci- 
fic~ in  h m z i o n e  della concen t r az ione .  

I1 p r o b l e m a  della viseosi t~ in re laz ione  at peso molecola re  ~ a l lora  
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l imit~to ~11o studio di 

(67) 1.:=-= lira '~.L~ = lira ln-t,,. 
c - - ~ o  C c - - )*o  C 

che pub sverc  vslor i  diversi n second~ del modo come ~ mis t t r s t~  l s  
concentrsz ione c. 

Qu~lors  non si vogl is  fsre  nessun~ supposizione sullo st~to della 
sostgnzs in soluzione, m s  si voglia r imgnere si  pur i  da~i sperimentgli ,  
e viene espressa in peso per  unit~ di vo lume  di soluzione (p. es. gr~mmi 
per  litro di soluzione). D ' s l t r a  p s r t e  g logico pensure che l 'effetto 
del soluto dipend~ pitt d~l vo lume occuputo da questo che dM peso 
di esso. Perci6 s~ssgi spesso ~1 pos to  di v si in t roduce fl rgppor to  v/V 
f rs  i vo lumi  di soluto v e di soluzione V: ~ necessgri~ qui lg cono- 
scenz~ del ~;olume speeifico del soluto nell~ soluzione. Si scrive: 

(68) 7~ == lira "~'~__~_ . 
- - - ~ o  V 

V - -  

V 

Se ~ W~ fl vo lume specifico del soluto nella soluzione (cm~/g), lu 
rel~zione fr~ k,, e k (con c in g rammi  per  li~ro) risult~ 

(69) ~ ~ 1~ W~ 
1000 

In  quest~ rel~zione W.~ deve ia tendersi  come W~ = lira W~, os- 
~: --> o 
V 

sia fl l imite ~lle concentr~zioni piccolissime, e molto spesso viene ur- 
b i t rgr igmente  gssunto eg~ule al vo lume specifico del soluto puro.  

Se lg sostanz~ disciolts  ~ un  polimero~ che siu cost i tui to dulls  
ripetizione nella molecol,~ di un  gruppo fonduments le  (C]~. O nei poli- 
ossimetfleni, C2 H~ O nei poliossietileni, CsH s . C2tt3 nei polisth'oli, 
C6HloO 5 nella cellulosg~ nel l ' smido,  Cs H s nel e~uccih~ ecc.), ~vente  
un peso molecol~re G, il r~pporto c/G ruppresentg unu concentrazione 
molecolare di grq~ppo, che si pub indicsre  con c(~ (Grundmolaritiit di 
STAUDI~E~). Definendo 

(70) k,.--~ lira -r,~p , 
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risulta allora 

(71) k,,, -= k G  ~-  k~, t,I~ G 
1000 

E' note  ehe helle miseele binarie eli elue componenti  A e B si 
ten ta to  di deserivere la viscosith con una  relazione elel ripe generale 

(72) 

dove -%t, ~B~ ~, sono le viseosit~ di A~ di B e delia soluzione, ~ ('~) una  
speeiale hmzione eli ~ e x, 1 -- x i rappor~i molecolari  di A e eli B nella 
solnzione. Per  la q~ sono s ta te  proposte  funzioni diverse: r,, log "~ (A~-  

1 
I~ItENIUS, LEDElCEt~), -- (BINGItA3I), .~7 (KENDALL e 5IONlCOE). 

'.~ 

Se ei l imitiamo a s tudiare le miscele es t remame~te  diluite, e B 

il solvente (-r,, _--_---%), s i .o t t iene 

d'<~ ? (<d - -  9 ('~o) clx 

d ~,0 ~ (~) d 

Sia era  Me il peso moleeolare elel solvente e We il sup vo lume spe- 
cifico, M~ il peso molecolare d d  solato e W ,  il  sup volume speeifico: 
si r ieava :  

k , . -  lira d'a,p _ 9(t,A) - -  9('%) lim 1 d;r 

- - -+o  d. "% o 
V g 

(74) k,,--?(<~)---~('r '~ ilia fl~, lim 1 = 9(-~,)-  ?(r,o) Mo!/l_e o 

"% Ms I'V, '~-+ o . 
g 

Appare  di qui che se esiste lma relazione ada t t a  fra viscositg ~ 
e peso moleeolare del soluto~ il valore di k~. pub servire u determinate  
il peso molecolare. Natl tralmente,  per  sostanze solide, il valore ~.~ non 
potrg essere ehe mz valore vir tuale,  carat terist ico per lo s ta te  di so- 
luzione nel quale la sostunz~ si trov~. N~ d~altra par te  la relazione (72) 
pre tende  di rappresentare  la viscosith di t u t t e  le soluzioni di variu 
concentrazione:  ~ probubile ehe essa abbia  vMidit~ l imi ta ta  a con- 
centrazioni assai b~ss% quale ~ il case per  la determinazione di k,;. 

t~ru le v~rie forme della funzione V proposte  si pu6 scegliere 1~ 

Semi,~co'6o M( t t .  e F i e .  d~ M~laqio - VOl. X I I I  1'~ 



- -  1 7 8  - -  

pitt semplice ?(z) = ~: risulta i~ ~,~1 caso 

(75) t:,,, = "~~ - -  % M,~  I E ,  . 
% 3& t E  

Se si ammette~ come del resto ~ il caso~ ehe % si~ molto piccoln 
rispetto ~ -q...~ Pespressione si r iduce 

(76) /r ~ -  "~''~ M 0 tt'~ 
"% M ,  W.., 

o a n . c h e  

"% 1000 ~]i.~ "% 1000M~ 

Come ~ bea  noto, EINSTEIN (:t~)~ hello studio dell 'effetto della 
presenza di sferette rigide di dimensioni re la t ivamente  grandi  sulla 
viscosith del solvente, ~ giunto ~lPespressione 

(Ts) 

e quindi 

(79) 

indip enden temen te  

V 

k~. ~ 2,5 

dalla grandezz~ delle particelle. 
In  quest  o caso ev identemente  la viscosit5 vir tuale  ~ ~ello stesso 

solvente, per  serie omologhe di molecole, ossia per sferette di dimen- 
sioni differenti~ deve cssere proporzionale al peso molecolare. 3fa poi- 
chg il valore accessibile alt 'esperienzg g k~, non si ha~ per  mole- 
cole assimitabili atle sferette di EI~'STEI~ la possibilith di misura  del 
peso molecolare d~lla viscosit~t. 

Pe r  serie omologhe di moleeote filiformi (paraliine, acidi grassi~ 
esteri di acidi grassi~ alcool normali ,  poliossimetileni, poliossietileni, 
cellulose, estcri della ceilulosa, ecc.) STAUDIh'GER e collaboratori  (:~) 
h~nno  t rova to  che #,., o meg]io k,,, ~ proporzionale al peso mole- 
colare M.:  

(s0) k,, = k',,, ~I~. 

~ e  r isul ta  immedia t amen te  che, v~le~do il ragionamento sche- 
matico che ha  condotto alla (77), la viscosit~ virtu~le -~ deve essere, 
ia  un~ serie omologu, proporzion~le a.1 qu~dr~to del peso molecolare:  

(81) %. ~ k',,, 1000% . ~1S. 2 
.:% r~i) e 
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A questo proposito si rieordi ehe GAltrE~IEISTEP~ (Tz) t r e y s  ehe il 
rapporto .q/~]l* rim~ue eostante in aerie omologhe ad una stessa tempe-  
ra tu ra  per composti  organiei purl  (non soluzioni) avent i  ea tene con 
diverse numero  di = CK~, oasis prec isamente  per eomposti  a mole- 
eels  fitiforme. 

La legge di Staudinger,  r icavata  da un  riechissimo mater ia le  spe- 
r imentale  sui termini  inferiori di aerie omologhe, aventi  pest moleeo- 
lari determin~ti  agevo!mente per at t ra  via, 6 ut i l izzata per la deter-  
minazione dei pest molecolari dei termini  superiori, es trapolandol~ 
ad east. Si 6 veduto e h e l a  legge vale rea lmente  anehe per  tall grossi 
polimeri~ perch6 il rapporto fra ]G, e i l  peso moteeolare de te rmina te  
per mezzo delPul t racent r i fuga  r imane eostante al variare de! peso 
moleeolure per aerie omotoghe (eosi per  gli acetat i  di eellulosa in ace- 
tone (KltAE~IER e LANSI_NG, KI~AI~ILEIt), per le cellulose in soluzione 
enpr iammoniaeale  (KRa~3mR e Lx~sI~G), per le nitrocellulose in aee- 
tone~ etc.). Per6 in qualehe case il valore della eostante 6 r isultato 
divers~, da quello riea.vato per estrapolazione. Questo non toglie ehe 
ormai  si possa ri tenere per fe t t amente  fondata  la legge di ScauDI._-g- 
a~P~ indipendentemente  da!la spiegazione ehe ad essa si voglia 
dare. 

E '  note  ehe la legge ha da te  origine a vivaci polemiche, non di 
per sG m a  per l ' in terpretazione ehe si 6 volute  darle, e per le eonelu- 
sioni relat ive alla hmghezza  e alle dimensioni trasversMi delle mole- 
cole. Immag inaado  the  le molecole filiformi siano, nella soluzione, 
pe r fe t t amente  dir i t te  e rigide, come bastoneini,  e the  abbiano influ- 
enza sulla u soltanto la lunghezza e non le dimensioni t rasver-  
salt della moleeola, ta legge si t rasforma in una  proporzionalit~ f r a  /G, 
e la lunghezza delle mo!eeole, da  eui si possono ealeolare la lunghezza 
stessa e sueeessivamente le dimensioni trasversali :  eosi ta pieeolezza 
di /~',,, per  l 'amido in eonfronto al k',, per la cetlulosa mostrerebbe 
la minor  lunghezza della molecola di amido a parit~ di peso moleeolare .  

Pur t roppo  6 assai poeo probabile ehe s t ru t tnre  e s t r emamente  
lunghe e sottili come quelte delle moleeole filiformi possano r imanere  
d i r i t t e  quando aerie diseiolte in un  solvente;  per ctuanto si possa pen- 
sare ad nna  tendenza a r imanere  diritte, 6 assai pitt probabite ehe te 
moleeole stesse siano pitt o meno raggomitolate,  e in continue eambia-  
mento  di eonfigarazione, per em non 6 possibile ehe assegnare valori 
medi nel tempo per le dimellsioni della porzione di spazio oeeupata  
da eiaseuna.  

D 'a l t ra  par te  e l~ossibiie rieavare,  per via idrodinamiea,  quale 
sin l 'effet to,  sulla viseo~itg del solvente, di oggetti  diseiolti eli fo rms  
ellissoidiea molto allungata o eli bastoneini  diNtti~ supposti rigidi (~a)~ 
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a seeonda delle ipotesi ado t t a t e  per  semplifieare il problema~ per  le 
quali  r imando  alle no te  originali,  sono s ta te  o t t e n u t e  formule  diverse,  
che possono scriversi come segue :  

'2 
(82) k~ ~ 2,5 + KUHN, GUTIt (v,~) 

16 

(83) k,. ~-- 1,15 je EISENSCHITZ (:'~), per  
r. In 22" f molto grande  

(84) k,, = 
5 / .  

4 1 + _ _  + af  ~ N, ? 
4 2 

3 +  1 
+ 

2 .f~ + 1 1 a 
2 4 

EISENSCHITZ~ JEFFERY, 
BURGERS (7r 

esseItdo 

(85) 9---~ - - - l n  ) 
fv? -1 

l~ quale,  per  J mol to  grande  r i spet to  a 1, si pub  r idurro  

(86) + 0,s 
15(ln 2] ' - -  1,5) 

I n  ques te  espressioni ] r appresen ta  il r appor to  a/b fr~ il semi- 
asse maggiore  e i l  semiasse minore  degli dl issoidi  di ro tazione assimi- 
l~bili alle molecole in quest ione (hmghezz~ = 2a~ di~metro = 2b), e 
In 6 il log~ri tmo natur'aae. 

La  rel~zione eli K ~ ,  che 6 di ~ssai comodo impiego, ~ quel la  
ehe fornisce i valori  p ih  ulti;  la p r lma  di EISENSCmTZ d~ valor i  assai 
piccoli, m a  6 s ta ta  dedot ta  solo per  purt icelle non  sogget te  a m o t i  
b rownian i ;  per  la formula  comple ta  (84) B~mGE~S d• ~ a  t~belta di  
v~lori. 

Le formule  id rodinamiche  upprossim~t-ivumente r iehiedono u n a  
rel~zione quudrat ic~ fra ] e /~,,. 

Se si ammet tessero  molecole dirit~e, avent i  lunghezza propor-  
zionale al peso molecolaro e d iamet ro  sempre  uguale,  si dovrebbe  
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avere all' incirca proporzionalit~ fra k~. e i l  quadra to  del peso mole- 
eolare~ ossia le formale idrodinamiehe sarebbero in ne t t a  contrad-  
dizione con l~ formula di STAUDINGEtL. 

5In si ricordi ehe le formtfle suddet te  sono dedot te  nell ' ipotesi di 
ellissoidi rigidi immersi  in un  liquido viscoso che aderisce completamente 
alla loro superfieie. La pr ima ipotesi ~ poeo probabile per  le moleeole 
assai hmgh% come ~ stato detto pr ima:  se essa fosse vera, ossia la mo- 
lecota fosse come t m  bus~oacino rigido, la seco~d~ rton sarebbe in ge- 
nerale soddisfat ta  per molecole filiformi, perch~ le dimensioni tra- 
sversali di queste sono comparabili  eo~ le dimensioni delle molecole 
del solveate. E '  assai pih probabile il easo che le moleeole siano p ih  o 
meno aggomitotate:  i~ tal  caso, a pa r t e  l ' ipotesi di rig'idit~ il rappor to  
] non ha pih  nieate a the  fare con fl peso molecolare, in quanto pub 
solta~to defmire la eonfigurazione media  delia molecola-gomitolo 
durante  il moto ;  e inoltre non si ha  nessuna indicazione re la t ivamente  
al volume speeifieo the  ta molecola aggomitolata  ha  nella soluzione, 
dato che il gomitolo racchiude iaevi tabi lmente  u n  certo vo lume di 
solvente. Solo  percib senza significato i t en ta t iv i  di ealcolare le di- 
mensio~i molecolari dalla viscosit~r a t t raverso te form~fle idrodina- 
mid~e; d~altra par te  la formula  d[ STAUDINGER serve benissimo per 
definire i pesi molecolari, noto che sin il /~',, della serie omologa di 
composti~ m a  non pub essere usa ta  per  dedurre  la lunghezza della ca- 
tena  del compos~o, se non si fa insieme qualche ipotesi s~i legami dei 
singoli gruppi  nella catena stessa. 

Si pub caleolare l 'ag'gomitolamento probabile ~elPipotesi eli ro- 
tazione pih  o meno libera della ea tena  intorao ai legami semplici: 
risult~ tma lunghezza efficaee che cresce secondo una  potenza  (fra 
2/3 e 1:2) del peso molecolare, e questo darebbe tm accordo qualita- 
t ivo coll i dati  sperimentali  di viseosith (7:), quando si a m m e t t e  che 
il volume v i r tua lmente  occupato dalla moleeola, dal quale dipende 
la viscositb~ "~.~, cresca col cubo della lunghezza efficace. Na tu rMmente  
anche in questa considerazioae ao~ si possoao i~vocare pih le de- 
duzioni idrodiaamiche.  

Ammesso c h e l a  legge di STACDI~aE~ valga come legge sperimen- 
tale essa ~ es t remamente  comoda per  la determinazione dei pesi mo- 
lecolari quaado si siano prev iame~te  de terminate  le cos~anti /r 
della serie di composti:  si hanno cosl i valori seguenti:  
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pamfline in $etracloruro k',,, = 1,1~ 

poliossimetilene in cloroformio 2,4 

poliossie~ilene i~l benzolo 1,8 

triaeetileellulosa in mo eresolo 6;3 

~ in eloro~ormio 5~3 

amido i~ formammide  0~63. 10-4~ 1.6 .  10 '; 1,3 

polivini lacetato 2.6 

poliindene 1,8 

polistiroli 1,8 

eellulosa in cuprammonio  5 

tr iaeet i lamido in eloroformio 1,02 

, in m. cresolo (},93 

nitroeellulosa in acetone 10 -/- 11 

ni t roamido in acetone 0,68 

10--4  

1 0 - ~  

1 0 - ~  

1 0 -  -~ 

1 0 - - '  (7~)o 

1(} "-4 

1 0 -  

1 0 - '  

1 0 - '  

1 0  - ~  

](}  4 

E ~ s tato ~entato di r ieavare  informazioni circa il peso molecolare 
dalla forma della curva "<,,-eoncentrazione per coneentrazioni aI- 
quanto  elevate  (;"): b necessario ia t rodurre  due costanti  carat teri-  
stiehe a.nzich6 una  sola, ma  la complicazione dei fenomeni che inter-  
vengono helle soluzioni mediamente  concentrate  rende difficile Pin- 
terpreta, zione dei da~i speHmentali .  Tanto pitt che, come gig si ~ ac- 
eennato, per  queste  soluzioni assai f r equen temente  si hanno fortis- 
sime deviazioni dalla tegge di POISEUILLE e ]a ~dscositg ~ funzione eom- 
plieata del gra, diente t rasversale  di ve loc i~  e anche  della du ra t a  di 
movimento,  sia per  or ientamento delle molecote, sia per  variazione 
delle loro condizioni di aggomi~olamento e di volume occupato media- 
mente  dall~ moleco]a gomitolo.  

Pr ima di dare qualche cenno ai risulSati ottenibili  sui solidi con 
]'impiego dei rag'~i X, conviene riassumere e considerate quanto 6 s ta to  
det to finor~ relat, iv~mente ai metodi  di de8ermin~zione dei pesi too- 
1 eeol ari. 

Ammesso che una c e r ~  sostanza si diseiolga molecoIarmente,  
eosa che 6 verificabile con i eriteri the  sono stati  indicati, il me todo  
osmotic% pur  coil tu~te le diffieoltg inerenti  alia sua applie~zione Mlo 
studio delle moiecole assai gr~ndi, e i l  m e t o d o  dell 'equilibrio di sedi- 
ment.azione, ei forniseono il peso molecolare senza necessit'~ di ipotesi  
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di forma o della eonoseenza di speeiMi eostanti .  Corr ispondentemente  
questi  metodi  non ei dieono nulla sulla jorma delle moleeole stesse 
in soluzione. 

I1 metodo osmotieo inoltre prescinde anehe dalla eonoseenza del 
volume speeifieo del solute nella soluzione, ehe ~ inveee indispensa- 
bile per  il metodo dell 'equilibrio di sedimentazione,  e per  il quale  poeo 
si pub sapere speeialmente per molecole molto solvatate  o ag~omi- 
relate a gomitolo pitt o meno ~r vuo to  ~. 

Leg'ati inveee atla ]orma (e sempre al vo lume speeifico) sono i1 
metodo della difdusione e quello della veloeit'~ di sedimentazione:  
essi posso~o dare la grandezza moleeolare solo per  moleeole sferiehe~ 
se non si fanno attre ipotesi che quelle~li validit~ delia formula di EI~-- 
SWEI~. Na tura lmente  la eombinazione dei r isultat i  dei due met  odi 
elimina it fa t tore  ]orma e pub dare il peso moleeolare senza ipotesi 
circa ques t 'u l t ima (la eostante D ottem~ta per diffusione si in t roduce  
aella formula della sedimentazione).  I1 fa t tore  forma o solvatazione 
pub  poi  essere dedotto dal eonfronto con l ' ipotesi di sfericit~ e di non 
solvatazione~ 

I?ra tu t t i  i meted% quell0 v iseos imetr ieo  assume una posizione 
speeia.le: da esso, su un p lodo t to  nuovo, non si pub r ieavare nulla;  
tu t t ' a l  pih~ se si ha fidueia nelle formule idrodinamiehe, una  indiea- 
zione sulla ]orma delle partieelle in soluzione, ma  nessun da te  circa il 
peso moleeolare (in eoaformit5 del resto al r isul ta to  di ELXSTEIN circa 
l' indipendenza di k,. dalla grc~dezza delle partieelle)o Solo se, con l'im- 
piego degli altri metodi  (in par t ieolare  quello osmotieo o quelli di se- 
dimmttazione) o con l 'estrapolazione in serie omologhe~ si ~ po tu to  
eomprovare  la validit~ della legge di S T ~ t U m ~  e determinare il va- 
lore della /~',,~, il metodo diviene prezioso, per  la sua eomodit /b hello 
studio dei pesi moleeolari dei p rodot t i  del la  stessa serie omologa. Na- 
tlkralmente la forma pub essere dedo t t a  poi, con le ipotesi diverse ehe 
si possono fare circa il signifieato della legge di ST~UDIXGEm 

Note  il peso moleeolare, i metodi  chimiei, speeialmente quelli 
dei gruppi  terminali, sono neeessari per  la determinazione della forma:  
eosi qu~ndo t I ~ s ' r  e Y0~,NG t rovano viseosimetr ieamente per  l ' amido 
pesi molecolari  altissimi (da 20.000 fine a 700.000) mentre  eostante-  
men te  si ha un gruppo terminale ogn] 6000 + 7000 lmit~ di peso mo- 
lecolare, ~ immedia ta  la deduzione di aria s t rut tm'a  ramificata dell 'a- 
mido~ og~i ramo avendo 24 + 30 lmits di glucosio (s()). 

l~ima.ne da fare qualche b r e v e  accenJao M metodi  rbntgenografici.  
I1 valore del metodo rbntgenografico per  la determinazione dei 

pesi molecolari,  o meglio delte dimension] molecolar% ~ assai l imitato.  
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Per  mezzo di esso non si pub dist inguere fra quella che ~ una  ri- 
petizione regol~re di gruppi entro ~na  stessc~ molecola e quella t he  ~ lma 
successione regolare di moleeole. Si pub solo parlare  di periodo di iden- 
tit~ in una  certa  direziolie, senza dist inguere s e i l  periodo ~ dentro 
~tna molseola o ~ ira molecole diverse. 

Cost ormai ~ riconosciuto che il periodo di identi t~ 10,3 + 10,4 A 
lungo l 'asse della molecol~ eli celtulosa g lg distgnza eorrispondente 

2 gTuppi di glucosio, che costituiscono cost l 'ua i t~  di r ipetizione 
della c~tena di cellulose; lion g perei6 possibile per mezzo dei r ~ g i  X 
determinare  l 'es lunghezza delle cgtene di eellulosa allo stato 
solido. 

L~ possibilit~ che i polimeri potessero avere catene assai pih 
lunghe delle eelle elementari~ velme d~pprim~ (liscussa d~ Por.Ah~I e 
HERZOG (1921), p0i da K.~TZ e ~u (192~-1925)~ L~ p rova  di 
questo si ebbe nel 1927, con lo studio rontgenografico dei poliossime- 
tileni (s~) per  i quali l 'analisi dei gruppi  terminal i  dopo aceti lazione 
o metilazione ds il peso molecolare, e accurato  f razionamento pe rme t t e  
la separazione di individui ben definiti, per  lo meno per i pesi mole- 
colari fino a circa 20 gruppi CH~O. L'analisi  rdn~geliografica forliisce 
un gruppo di linee~ eguale per tu t t i  i diversi polimeri, e un gruppo cen- 
trale le cut distanze sono dipelidenti dal peso molecolare:  il pr imo gruppo 
definisce l'uni~h di polimerizzazione - -  CH~O ---, le altre i~terferenze 
definiscono la lulighezza totale  della catena,  che risulta proporzionale 
al numero  di gruppi costituenti.  Per  i polimeri con pill di 20 grtlppi 

C t t ~ O ~  non  ~ possibile un  f razionamento sufficiente: la presenza di 
individui di diversa lunghezza noli p e r m e t t e  corr ispondel i temente il 
comparire  delle interferenze celitrali. Questo avviene per  t u t t i  i po- 
limeri l ineari  molto grandi, costi tuit i  da assoeiazioni di moleeole di 
diversa lunghezz~. 

La determinazione di uno o pifi periodi di ident i t5  non ~ che il 
pr imo passo verso la determinazione della s t ru t tu ra  cristallina effet- 
t iva:  nei polimeri lineari che siano miscele di diversi pest molecolari  
il massimo eli ordiliamelito che ei si pub ~spettare g quello di fibre a 
moleeole parallelizzate e ordinate  regolarmeli te IIellg sezione trasver-  
sale alla fibra o di pellicole con molecole comple tamente  orientate.  

L'an~lisi rblitgenografica pe rme t t e  ii1 tal  caso di defillire u n a  
s~rut tura probabile~ con determiliate distalize fra catena e ca tena  e 
con de te rmina t i  allgoli di reticolo (s.~). E si Vrova i~ generale che le 
dista.nze ~'~ ca tena  e catena~ qualora non  si abbiano catene laterali,  
corrispondono ~lla dista~za fra s~rutture uni te  du vulelize seeondarie:  
questo conferma allora che le molecole ~nche IIel solido solio filiformi. 

L~esame di alcune proteLae cristallizzate (pepsina~ insulins) ha  
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mostrato cello probabil i  assai grandi ;  interpretabi l i  come contene~ti  
un certo mlmero (pepsiaa 12, i~sulina 26) di molecole avent i  il peso 
molecolare defmito con gli altri  metodi ,  ciasc~ma come uno sferoide 
appia t t i to  denso, con larghi spazi fra l 'una e l 'a l t ra  (s.~). 

L ' e same  di fibre proteiniche ne definisce il periodo di ident i t5  
o 

come la distanza fra due legami proteinici  (3,5 + 3,38 A), quindi 
eonferma la s t ru t tu ra  filiforme, con numerose  interessanti  variazioni  
dipendenti  dalla eondizione di tensione e di s t i ramento della fibra 
stessa (cheratina). 

Da  quartto si 6 det to i risttltati del metodo r6ntgenografico si ri- 
feriseono p iu t tos to  al l 'ordinamento delle molecole che alla s t ru t tu ra  
ed alla dimensioite di queste, ind iv idua lmente  considerate. Perei5 il 
metodo esnla un  po'  dal nostro a rgomento ;  appun to  per qucsto non 
mi diddondo sui eospicui interessanti  risulCati o t teml t i  sutle cellulose~ 
sul cauccih, sull 'amido, sulle proteine,  ecc., tango pih the  si ent rerebbe 
allora nel campo della s t r t l t tura  submicroscopica del protoplasma~ 
del nueleo e dei prodot t i  natural i  derivat i  da esso, circa la quale il 
metodo r6ntgenografico, unito a metodi  ott ici  e a metodi  chimici, Ira 
po tu to  il luminare numerosi  pun t i  (s,). 

Queste  ricerche e questi  r isnl ta t i  collegano la fredda determina-  
zione ehimico-fisica dei pesi molecolari  e delle forme molecolari  al 
mistero della v i ta  nelle cellule, c i  fanno int ravedere  le catene o i go- 
mitoli  o gli ellissoidi, di cui s tudiamo le carat terist iche con i metodi  
che abb iamo descrit to quando  pur t roppo  sono ormai avulsi dalla vi ta ,  
proprio nel loro genera.rsi e distruggersi,  nel loro delieato equilibrio 
legato a condizioni ambienta!i  in realti~ sconosciute, nelle loro reci- 
proche relazioni cui ciascuno contr ibuisce in modo per fe t t amente  de- 
finito, nella loro ~ v i ta  ~) di moleeole cui la ~( v i ta  ~ dell ' individuo ~ le- 
gata,  e ci fanno pensare che persino alla trasmissione dei cara t ter i  di 
generazione in generazione provvedono,  he] mistero della r iproduzione,  
quelle grosse molecole che noi schematizziamo finora con un  peso e 
con un  fa t tore  di forma, ma che sappiamo essere~ nonostante  l 'ana- 
logia di costruzione, pe r fe t t amente  speeifiche, assolutamente  ~c indivi- 
dui ~) nelle loro proprietY~ 
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