G. BOZZA

La chimica e la fisica
delle macromolecole organiche

SunT0 — Dopo aver richiamato Iimportanza, dai punti di vista
scientifico puro, biologico e teenologico, dello studio delle gramdi molecole
organiche, si distinguono ¢ pesi molecolari chimici e fisici e si disou-
tono criticamente ¢ diversi melodi di indagine sulle grandi wmolecole:
dapprima mostrando le relazicni fra le proprietd macroscopiche, il peso
molecolare ¢ lo forma molecolare, poi descrivendo i singoli metodi chimict
e fisiei, con le loro limitaziont e © loro vantaggi.

Vengono riportati i risultali principali ollenuti nei pid svariati
campi mei quali intervengono macromolecole organiche; infine sono ac-
cennali i metodi di indagine sugli aggregati molecolari allo stato solido
¢ sulle loro strutture met diversi cass.

Il problema della costituzione delle grosse molecole organiche,
unito a quello della loro grandezza effettiva, & una delle pit gravi e
difficili questioni generali che presenti l’indagine della natura. Non
bisogna difatti dimenticare che a molecole palesemente assai grandi
sono legati i fenomeni vitali, e che in tutti gli organismi animali e ve-
getali 'accrescimento, la nutrizione, c¢i appaiono avvenire insieme alia
formazione, alla modificazione, alla distruzione di grossi aggruppa-
menti organici aventi specifiche e caratteristiche proprieta.

- Neé d’altra parte bisogna ritenere che tali questioni abbiano sol-
‘tanto un puro interesse di indagine scientifica, per la possibile spiega-
zione o interpretazione di fenbmeni molto complessi: innanzi tutto
un’interpretazione fondata su dati di fatto pud sempre aprire la via
- progressi grandissimi in direzioni anche dapprima impensate; ma
inoltre 1o studio delle grosse molecole si presenta essenziale anche per
molte tecnologie, in quanto la corretta visione del materiale che viene
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lavorato permette modificazioni al processo di lavorazione eseguite
non 2 ¢aso, mMa conl un preeiso scopo, e quindi un rapido progresso nella
direzione prescelta: basti a questo proposito portare I’esempio della
immensa massa di ricerche eseguite sulla cellulosa e dei progressi che
81 incominciano a fare nella teenologia delle fibre artificiali in base ad
esse,

A parte 'importanza pratica dell’indagine sulla costituzione delle
grosse molecole organiche, la conoscenza sia pure incompleta dei com-
plessi sopporti organiei sui quali si appoggia la vita degli organismi,
la visione della loro specifica complessith da un lato, della loro gene-
rica semplicitd dall’altro, possono, per ciascuno che dedichi in po’ di
tempo alla meditazione, fare apparire il ben fisso telaio sul quale, con
una continua mutevolezza, si svolge la tela misteriosa della vita.

Fin dal principio degli studi di chimiea organica i chimiei si accor-
sero che, accanto alle specie chimiche caratterizzate da una grandezza
molecolare facilmente determinabile perche piecola e quindi accessi-
bile ai piu semplici metodi di misura, ne esistevano altre per le quali i
caratterl di insolubilitd, di infusibilita, di non volatilith denunziavano
un edificio molto grande, molto piu grande di que! che la semplice
analisi chimica poteva suggerire. ;

Nell’impossibilita di riuscire a definire tale edificio, gueste nume-
rose sostanze rimasero per un bel pezzo trascurate nello studio- costi-
tativo (e d’altra parte c’era da studiare allora I'immenso numero di
quelle della prima categoria), e spesso ’ignoranza in proposito era sve-
lata e nello stesso tempo nascosta dal modo di scriverne la formula,
con. una parentesi accompagnata da un misterioso indice:

cellulosa [06 H,, 05] . 5 cauccit iOs HR]
amido [06 H, 05}

o

4

Ma il progresso dei metodi di ricerca, 1’affinarsi della tecmica chi-
mica e chimico-fisica, il successivo sviluppo delle conoscenze in questi
diffieili argomenti, conoscenze che davano spunto a nuovi sviluppi,
hanno ormai permesso di riunire una massa di dati, aventi attinenza
con campi svariatissimi, e¢ in molti casi hanno gid dato la descrizione
della costituzione interna cosl misteriosamente nascosta dalla paren-
tesi quadra e dall’indice di polimerizzazione.

Si vedrd in seguito come la concordanza di risultati ottenuti con
metodi diversissimi dis in molti casi una ragionevole sicurezza rispetto
a schemi strutturali che si possono percio ritenere quasi definitivi.



— 127 —

Prima di tutto conviene fare alcune considerazioni cirea il signi-
ficato delle espressioni molecola e peso molecolare. Premesso che & ne-
cessaria la conoscenza di una certa sostanza allo stato puro per poterne
definire la molecola (si vedra piu avanti il significato di questa pregiu-
diziale e la sua importanza per il problema che ci interessa) si possono
assumere due diverse definizioni della molecola, a seconda del punto
di vista fisico o chimico che si prende per l'esame:

— peso molecolare di una sostanza in senso fisico & il peso,. ri-
ferito a O preso come 16, della pit piccola particella della sostanza
stessa avente possibilitdh di esistenza in istato gassoso o in soluzione.
Evidentemente esula da questa definizione qualunque ipotesi o defi-
nizione circa 1’interna costituzione della particella. Il peso molecolare
in senso fisieo, o peso di particella, viene determinato con mezzi fisici
che permettono di numerare le particelle o di pesarle, come vedremo in
seguito.

— peso molecolare di una sostanza in sense chimico, per lo meno
nella chimica organica che qui ci occupa, ¢ la somma dei pesi, riferiti
a O preso come 16, di quegli atomi che sono riuniti in un individuo per
mezzo di valenze principali; oppure il peso, sempre riferito all’ossigeno,
della pilt piccola porzione in cui pud essere suddiviso il corpo senza
alterarne le proprietd chimiche caratteristiche (la porzione &, in tal
caso, quella che DumAs chiamava atomo relativo alle forze fisiche).
Tl peso molecolare in senso chimico & quello che i chimici organici ge-
neralmente considerano nelle loro formule, e pud essere determinato
solo con metodi chimici, di demolizione o di sintesi, di determinazione
di gruppi caratteristici o terminali. '

Poiche nel caso del peso molecolare fisico si tratta di determina-
zioni in gas o in soluzioni, e nel caso del peso chimico si deve passare
attraverso operazioni chimiche che avvengono generalmente in solu-
zione, non abbiamo nessun modo di determinare il peso moleecolare
allo stato solido, per il quale non si pud che assumere la definizione
di peso molecolare in senso chimico. L unico metodo di investigazione
allo stato solido, 'amalisi con i raggi X, permette in qualche caso la
determinazione di pesi molecolari, ma assai spesso pud condurre a in-
terpretaziond errate.

Bisogna ben tenere presente la differenza fra i due pesi molecolari
fisico e chimico, per non cadere in interpretazioni false e in equivoci
incresciosi. Perche assai spesso i due pesi molecolari non coincidono:
questa del resto & una cosa nota nella chimica fisica: 1 sali inorganiei,
che si dissociano elettroliticamente, dimostrano pesi molecolari ebul-
lioscopici e erioscopici nettamente inferiori ai pesi chimici, appunto
in vista della dissociazione, mentre acidi grassi ed aicooli possono dare
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in soluzione pesi fisici doppi di quelli chimici ben noti, in quanto pos-
sono presentarsi sotto forma di particelle formate di due molecole chi-
miche unite fra loro da valenza coordinativa. Si pud per essi parla-
re di molecole coordinative, il cui peso molecolare & la somma dei pesi
degli atomi uniti per valenze principali e coordinative.

In chimica organica, parlando di peso molecolare, si intende sem-
pre il peso molecolare chimico: guando si vuol passare dai pesi fisici
ai pesi chimici, dal peso di particella (fisico) al peso di molecole (chimi-
€0), e necessaria una grande cautela, e solo dopo controlli ripetuti chi-
mici e fisiel & permesso di stabilire una corrispondenza fra i due. Questo
sia detto in modo particolare per le grosse molecole delle quali trat-
tiamo, mentre per le piccole molecole la coincidenza & quasi sempre
agsicurata, ed & sempre assicurata per composti nettamente omeopo-
lari. Date queste difficolta, ¢ difficile di parlare con certezza di peso
molecolare chimico fineché non & chiarita la costituzione interna della
sostanza in esame. ’

Conviene percid prendere prima di tutto in esame le determina-
zioni del peso molecolare chimico, o pese molecolare in senso ristretic,
con particolare riferimento alle grosse molecole organiche.

In gualunque sostanza pura i metodi chimiei di analisi diretta,
elernentare, permettono di assegnare, pitt 0 meno facilmente, con mag-
giore 0 minore approssimazione, una formula minima: ossia dalle per-
centuali dei diversi elementi presenti si pué risalire al numero minimo
di atomi presenti nella sostanza, in base alla conoscenza dei rispettivi
pesi atomici. Cosl, tanto per dare alcuni esempi, dall’analisi dell’acqua
ossigenata:

idrogeno 5,89 %,
ossigeno 94,119,

si pud risalire ad wna formula minima HO; da quella del cauceil

idrogeno 11,83 %
carbonio - 88,179,

ad una formula minima O,H,; da quella dell’acido stearico

idvrogeno 76,009,
carbonio 12,779,
ossigeno .  11,239%

ad una formula minima C,H,0.

B’ cosi fatto il primo passo per svelare la costituzione di una
sostanza: il primo e il pilt facile.
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Piu oltre ci si pud spingere agevolmente, quando si ha la possi-
bilitd di individuare nella sostanza in esame non soltanto gli atomi,
ma anche alcuni gruppi atomiei caratteristici; nel terzo esempio sopra
riportato, Pacido stearico, ’acidith & subito svelabile, e una determi-
nazione della quantitad di base capace di reagire con ’acido stesso (nu-
mero di acidita) permette immediatamente di dire che la formula mi-
nima non & C,H;;0, ma & C,H,0,, in quanto un equivalente di base
e fissato da un peso corrispondente al doppioc di C,H,,0.

Naturalmente se 1a sostanza & formata da un numero notevole di
atomi uguali, la determinazione della formula minima pud presentare
incertezze legate ai possibili errori analitici: in tali casi I'individuazione
e la determinazione di gruppi costituenti o di atomi speciali pud essere
di grandissimo aiuto: il riconoscimento per esempio in una certa emo-
cianina (pigmento respiratorio del sangue di alcuni animali inferiori)
di una percentuale di rame di 0,27 % permette di dire che la molecola
di emocianina, dovendo contenere almeno un atomo di rame, dovrd
avere un peso molecolare almeno di 24000. Ma il metodo di ricerca dei
gruppi costituenti & sfruttabile in pieno quando la sostanza pud essere
scissa, senza perdite, in pezzi facilmente riconoscibili e gia noti: se pren-
diamo I’amido, la cui formula minima & C,H,,Q,, e lo idrolizziamo, per
esempio per risecaldamento con acqua in presenza di acidi, otteniamo
una soluzione di maltosio C,H,,0,,, e questo pud essere ulteriormente
scisso (per opera dell’enzima maltasi), in due molecole C,H O, di glu-
cosio. Vediamo quindi che 1’amido & costituito da gruppi tutti eguali
(perché alla fine della demolizione idrolitica si hanno pezzi tutti eguali),
che per assorbimento d’acqua si distaccano dando maltosio, e, sucees-
sivamente, glucosio: si potrebbe percid serivere I’amido ecome:

lomﬂzoowi oppure [Csﬂmos}

(maltosio) (z-glucosio)

H .

nelle quali formule sappiamo, rispetto alla semplice formula minima,
che gli atomi non sono raggruppati in un modo qualunque, ma preci-
samente in gruppi C,H,,O,: e anzi, che questi gruppi a due a due sono
uniti in gruppi maggiori aventi gid un grado differente di stabilitd.

Lo stesso si dica della cellulosa, che si pud descrivere, in base ad
analoghi egperimenti,

l OIZHZDOMJ oppure [Caﬂmos]

(B-cellobiosio) (B-glucosio)

H He

In questi casi il prodotto di demolizione & unico, e direttamente
non permette di dir nulla circa il peso molecolare. Ma in altri si ottiene
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nn insieme di numerosi prodotti, i quali possono dare ampia luce sulla
costituzione e sulla possibile grandezza molecolare. Tale & il caso delle
proteine.

© - Come & noto, idrolizzando con mezzi idonei una proteina, si ottiene
una miscela di prodotti di demolizione, amminoacidi, che erano origi-
nariamente legati nelle molecole delle proteine. Secondo i suggerimenti
di E. Fiscueredi F. HorMEISTER (') gli amminoacidi sono legati fraloro
attraverso legami — OO NH — o legami peptidici, e costituiscono
lunghe ecatene. Ora si pud identificare con precisione Pesistenza e la
quantitdy di molti amminoacidi nella miscela di idrolisi: dividendo le
percentuali di residuo di amminoacido per i relativi pesi molecolari si
hanno i grammo-equivalenti di residui di amminoacido per 100 grammi
di proteine: d’altra parte, noto il peso molecolare medio dei residui
di amminoacido ottenuti, si calcola il numero complessive di grammo-
equivalenti di regiduo di amminoacido medio nella proteina: e i rapporti
fra i grammo-equivalenti dei vari amminoacidi e questo numero
complessivo di grammo-equivalenti medi danno le frazioni molecolari
dei singoli amminoacidi determinati: poiche nella molecola non ci pud
essere una frazione di amminoacido, si risale da tali rapporti al nu-
mero minimo di residui di amminoacido medio nella molecola, o0ssia
al peso molecolare minimo (tale numero minimo e dato dal minimo
comune multiplo dei denominatori delle frazioni molecolari sopraindica-
te). BERGMANN e collaboratori (*) hanno cosi trovate alcune regolarita
molto interessanti circa il numero di amminoacidi totali e il numero
di eiascuno di essi nella molecola di proteina; secondo i loro risultati
il numero di residui di un eerto amminoacido & esprimibile con il pro-
dotto di una potenza di 2 per una potenza di 3 (compreso 1’esponente 0),
e con un prodotto analogo il numero complessivo degli amminoa-
cidi della molecola. Queste regolaritd, se confermate su numerose pro-
teine, darebbero luce sul fatto che le diverse proteine dimostrano pesi
molecolari multipli di un certo peso unitario (34500) corrispondente
per esempio all’albumina dell’'novo, come si vedrd in seguito. I dati
di BERGMANN relativi a quatiro proteine sono riportati nella tabella 1,
mentre altri valori sono raccolti nella tabella 2, ricavati da E. I. Corn (*):
questi sono principalmente basati sulle analisi dello zolfo totale
e alcali labile. Si vede anche qui, tranne che per la metionina della
caseina e per la tirosina dell’edesfina, la regola della potenza di 2 e
di 3.
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TABELLA 1
EMOGLOBINA FIBRINA ALSE:}:)NA Dé”:;iOK:'EAI\'I'A
Ammino aecidi totali . . . .. 26,32 =576 | 25.32 =576 | 25,32=288 |25.34= 2502
Peso wmolecolare medio dei
vesidai. . . ... ... ... 115,5 120,3 123,9 84,9
Peso molecolars . . . ... ., 66520 69300 35700 217700
Glicina, . . ... .. ... ... — — — 2434 = 1296
Alanina . . . ... ... ... — — — 23,3% = 648
Arginina . . . ... ... ... 2231=12 | 253032 | 223t=12 |2%3'=12
Lisina . . . ... ... ..... 22,37 == 36 2431 =48 229112 {283°=4
Istiding . . . ... .. ... .. 25.37=32 | 2:31=12 | 223°=4 | 203°=1
Acido agpartico . . . . .. . . 25,30=32 | 253°=32 2430 =186 -
Acido glutamomico . . .. .. 243%=16 | 28.32=72 22,32 = 36 -
Tirosina . ........... 2231 =12 — 23,39 = § 24.3% = 162
Prolina . ............ 2231 =12 25.30 = 32 — -
Triptofano . . ... ... ... — 2432 =18 — -
Cisteina. . . . . .. ... . ... 2038 =3 2032 = 9 203t =6 -
Metionina. . . . . ... . ... —_— 2231 =12 2231 =12 -
TABELLA 2
CISTEINA . METIONINA TRIPTOFAND TIRGSINA P. M.
Albumina wove . . | 21.31=6 2231 = 12 2130 =2 2339=8§ 36000
Insulina . . . . .. 22.3% =36 20301 —_ 2331 =24 ggggg
Zeina . ... ... . 231=3 23t =6 — 2231 =12 39000
Gliadina . . . . .. 23,30 =8 2.31=6 2230 =4 23.30=8 42000
Emoglobina ca- | '
Cvwvalloo L. L 2031 = 3 21,30 =2 2130=2 2131 =6 33300
Siero albumina . . | 22.32=238 - 2.30=2 21.32=18 73000
Caseina . . .. ... 203t =3 L 7=21 23.30=8 ? 96000
Miosina comiglio. . | 203 =3 2331 =24 ] 2U3%=4 2.3 =18 | 100000
Edestina . . . ... 23 =6 2%.3% =9 — ?7=13 + 14 54000
2330 =8

L’analisi dei prodotti di demolizione della molecola pud cost dare,

in alcuni easi, indicazioni buone rispetto al peso molecolare; ma spes-
80, come si e visto nel caso della cellulosa, permette di dedurre sol-
tanto poco. Pud soccorrere in tali casi la determinazione dei gruppi
terminali: se la molecola & formata dalla riunione di molti gruppi eguali
si deve avere una differenza fra un gruppo che & legato da ogni lato
ad altri, e an gruppo che abbia ancora qualche legame libero, ossia
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gia alla «superficie» o all’cestremitd » della molecola. Per esempio,
nel polistirolo, se si esclude la formazione di anelli chivsi, si pud pen-
sare ad una saturazione delle valenze terminali della catena di poli-
merizzazione con altri gruppi R:

I l
R-CH-CH,-|CH~CH,],-CH-CH,-R,
oppure alla localizzazione di un doppio legame ad una estremita:

OHQ*OH};" OH*OHQ ,L-C:::CHQ.

La determinazione del numero di questi gruppi terminali, se pos-
sibile, permette percid ancora la determinazione del peso molecolare.

In generale si trasforma la sostanza in istudio facendola reagire
con qualche prodotto che renda piu facile I’identificazione dei gruppi
terminali stessi; cosl trattando i poliossimetileni con anidride acetica
o con aleool metilico e acido solforico si ottengono i diacetati o gli eteri
dimetilici per reazione all’estremitd della catena: da questi una deter-
minazione del gruppo acetilico o del metossile permette il calcolo del
peso molecolare, ossia del grado di polimerizzazione.

A questo gruppo di procedimenti appartengono anche quelli diretti
a dare un’idea del peso molecolare della celinlosa o dell’acido o del
glicogeno: BERGMANN e MACHEMER (*) titolarono il contenuto di aldeidi
terminali con soluzioni alecaline di iodio, su prodotti di demolizione
di acetilcellulose, trovando pesi molecolari fino a cirea 70.000 (400
-~ 450 glucosi); ScaMIpT (°) ossidd i gruppi aldeidici terminali delle
cellulose a gruppi carbossilici e in base al dosaggio di questi trovo un
peso molecolare corrispondente ad una catena di circa 100 glucosi
(16200); secondo il metodo di HAWORTH e MACHEMER si metila comple-
tamente la cellulosa (o I’amido ecc.), indi si procede all’idrolisi: dai
gruppi di glucosio centrali di pud ottenere solo il 2-3-6 trimetilglu-
cosio, da quelli terminali il 2-3-4-6 tetrametilglucosio, dato che per
quelli centrali la posizione 4 & legata attraverso il ponte di ossigeno
alla posizione 1 del glucosio adiacente: ¢id risulta dallo schema seguente:
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Il dosaggio del tetrametilglucosio presente nei prodotti d’idrolisi
permise ad HawortH (*) di affermare che il numero di cellobiosi nella
cellulosa ¢ non inferiore a 50 e non molto superiore a 100 (P. M. 20.000
~~40.000), che (") nell’amido di patate si hanno circa 24-30 glucopira-
nosi, e nel glicogeno 12-18 solamente. HEss e NEUMANN (%) invece, con
tecnica migliorata per evitare probabili errori del metodo di HAWORTH,
e capace di svelare i gruppi terminali di catene fino a oltre 10* C,,
giungono al risultato di 360 unitdh nel ramié imbiancato tecnicamente
(60.000 = P. M.), di un nomero infinito ossia grandissimo (20.000
= 30.000 C,) nel cotone (quantita di tetrametilglucosio non rivelabile
con il loro metodo). Pilt recentemente HAWORTH e collaboratori (%)
hanno risconfrato, sempre con la determinazione dei derivati metos-
silici, pesi molecolari corrispondenti fino a 240 glucosi in alcuni casi
e a un numero grandissimo in altri, riscontrando anche demolizione gra-
duale della molecola in successive metilazioni. Si vedrd il confronto
con il peso molecolare determinato per via fisica.

Corrispondentemente per ’amido Hess e¢ LuNag (") trovano un-
grado di polimerizzazione apparente intorno a 50 (8000 = P. M.), men-
tre HIRST e YouUNG (") ottengono ancora 24 -~ 30 tanto su amidi ad
altiggimo peso molecolare (viscosimetrico) che in amidi a basso peso
molecolare.

Vedremo che gqueste diverse determinazioni sono spesso in iscarso
accordo con altre di tipo fisico; se ad esse si dd l’interpretazione di
caratterizzazione dei pesi molecolari, ad esse in tal caso non si pud
dare pilt che un valore di larga indicazione, in guanto la determina-
zione dei gruppi terminali presuppone una certa condizione dei gruppi
stessi, tale da permettere la reazione impiegata per svelarli: se i gruppi
stessi sono impegnati in qualche modo, per esempio nella cellulosa
con gostanze non cellulosiche, facilmente possono sfuggire; e d’altra
parte fenomeni di rottura di molecole per azioni di ossidanti possono
far apparire nnmeri di gruppi terminali piu alti di quelli reaii. Con-
frontando invece i relativi pesi molecolari apparenti con quelli fisiei
determinati per altre vie, si possono avere preziose indicazioni sulla
forma delle molecole.

Quanto & stato esposto finora da wun’idea dei metodi chimici di
determinazione del peso molecolare applicati alle grosse moleeole.
In ogni caso essi formiscono un peso molecolare chimieo minimo: e,
a parte le maggiori difficoltd e le minori possibilith di applicazicne,
non differiscono fondamentalmente dai metodi chimici impiegati anche
per le piccole molecole. ‘

Invece si presentano grosse differenze qua,ndo si utlhzzano i me-
todi fisici, ossia si devono determinare i pesi molecolari fisici: tanto che
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conviene definire a qual punto si deve incominciare a parlare di grosse
molecole in confronto alle piccole molecole ordinarie.

T criteri che si possono adottare sono molti: criteri per esempio di
golubilitd, di volatilith, i quali conducono a limiti molto diversi, in
quanto i valori dipendono non solo.dalla grandezza molecolare, ma
anche dalla forma delle molecole. I metodi classici di determinazione
del peso molecolare (ebullioscopia, crioscopia, densitd di vapore) hanno
perd un limite di validith: Pultimo evidentemente & possibile solo per
sostanze volatili e non decomponibili nel passaggio a vapori, quindi
vale soltanto per molecole molto piccole; ghi altri cominciano ad essere
molto incerti quando i pesi molecolari sono superiori a 10.000, se pure
& possibile ottenere la necessaria solubilith. Possiamo cosi fissare arbi-
trariamente inforno a 10.000 il limite fra piccole e grosse molecole.

E limitiamo ormai il nostro campo alle grosse molecole.

Per I'impossibilith di ottenere le sostanze corrispondenti allo stato
gassoso, la ricerca del peso molecolare figico pud essere fatta solamente
in soluzione. :

Sorge qui una diffieoltdh fondamentale, che & dipendente proprio
dalla definizione di peso molecolare fisico: quello che in un modo o in
un. altro si misura, in quale relazione sta con il peso moleeolare in senso
chimico? la sostanza si discioglie effetfivamente «molecolarmente »,
oppure si scioglie per gruppi di molecole, per aggregati, per micelle?

In altre parole, in gueste sostanze il processo &1 soluzione
giunge fino alla molecola chimica, oppure si accontenta di aggredire
fino a gruppi pit o meno grandi di molecole semplici? E, in questa
incertezza, quali criteri si hanno per poter decidere per 'una e per
Paltra alternativa ? ‘

La questione & stata molto discussa (MEYER, MAREK, ecc.) anche
per Dinterpretazione profondamente diversa che si deve dare ai fatti
a seconda del criterio adottato. Ma si possono logicamente considerare
i criteri seguenti:

— ge la soluzione ottenuta formsce con un certo metodo gli
stessi valori di peso molecolare operando in condizioni ambientali
diverse, & presumibile che la soluziome sia molecolare, essendo poco
probabile che V'aggressione delle valenze secondarie da parte del sol-
vente non sia profondamente influenzata dalle condizioni particolari
di operazione: cosi se una proteina da lo stesso peso molecolare in so-
luzioni a diversi pH (ultracentrifuga, sedimentazione) (naturalmente
entro il campo di non distruzione delle proteine stesse), si pud ritenere
che essa sia molecolarmente dlscmlta (mosaico del tabacco, da pH 1,8
a pH 9, campo coincidente con il eampo di stability ottenuto per via
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biologica ('*)); analogamente se i pesi determinati a diverse tempe-
rature sono eguali, si pud escludere Ia presenza diaggregati, che dovreb-
bero variare di grandezza al variare della temperatura. Come & logico,
una constatazione opposta, di variazionme di grandezza con le condi-
zioni, non pud autorizzare ad affermare che la dissoluzione & per aggre-
gati, finche non si & esclusa la possibilith che intervengano, nelle di-
verse condizioni, demolizioni della molecola: e queste si possono ve-
rificare per il eambiamento permanente, non reversibile, di particolari
proprietd della sostanza in esame.

— ge con un certo metodo si ottengono pesi molecolari eguali
o per lo meno dello stesso ordine di grandezza in solventi diversi, &
molto probabile che la soluzione sia realmente molecolare: & difatti
poco verosimile che la rottura di valenze secondarie sia indipendente
dalla npatura del solvente.

—~- in un certo preparato risulta un certo peso molecolare con
un dato metodo; la sostanza viene poi trastormata chimicamente con
un processo che non distrogge Yintegritdh molecolare, e il numovo pro-
dotto dimostra un peso molecolare corrispondente al primo; se si pud
dimostrare che nel trattamento chimico non si & avuta demolizione
della molecola (per esempio se, rigenerando il prodotto primitive, si
ottengono soluzioni delle medesime caratteristiche di quelle iniziali),
¢ molto probabile che le soluzioni siano molecolari, perché & poco ve-
rosimile che eomposti aventi diverse funzioni (cellulosa, acetilcellulosa)
si comportino in modo idemtico in solventi generalmente diversi per
quel che si riferisce alla aggressione delle valenze secondarie e alla for-
mazione di micelle: tali sono i risultati su cellulosa, nitrocellulosa,
acetileellulosa; caueeill, idrocaucecit; ece. (**).

E’> quindi possibile ricavare conferme sufficienti cirea la presenza
o ’assenza di micelle, ossia di aggregati labili di molecole, dipendenti
nella loro grandezza dalle circostanze di ambiente e di esperienza, in
confronto a quella di molecole fisiche, ossia diindividui aventi notevole
stabilita al variare delle circostanze: bisogna sempre ricordare perd
che questi individui molecolari fisici possono differire dalla molecola
chimica come precedentemente definita.

Sarebbe possibile considerare nei criteri anche quello dell’ugua-
glianza fra gli individui, perche le grandezze degli aggregati molto ve-
rogimilmente dovrebbero avere una distribuzione statistica intorno ad
un valore medio. Ma, come si vedra, nei prodotti ad alto peso mole-
colare, specialmente in quellh non aventi una costituzione specifica
(proteine), ma costruiti per polimerizzazione, per unione di molti gruppi
elementari identici, non si ha mai la presenza di una sola grandezza
molecolare, ma si hanno sempre individui di grandezze diverse, awnche
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molto differenti fra di loro, in modo che i pesi molecolari sono spessis-
simo pesi medi, anche nelle varie frazioni di una precipitazione fra-
zionata.

1l criterio di egnaglianza degli individui ha percio solo un’appli-
cazione limitata: esso viene usato specialmente nel caso delle proteine,
con i metodi che impiegano l'ultracentrifuga: e in tali casi permette
di asserire D’esistenza delle molecole, quando i criteri precedenti non
sono applicabili data la labilith delle molecole stesse al variare delle
condizioni.

Tenendo a parte il caso delle proteine, per le quali i risultati spe-
rimentali, anche di natura chimica, conducono alla concezione di mo-
lecole tutte sensibilmente eguali in una certa specie, e, nelle varie spe-
cie, press’a poco multiple di certe grandezze fondamentali (proba-
bilmente questi fatti sono legati alla finalith biologica delle proteine
stesse), gli altri composti a grosso peso molecolare non hanno pesi
molecolari fissi ben determinati: non sono percié composti nel senso
nel quale questa parola e usata generalmente per le sostanze a peso
molecolare piccolo, con proprieta nettamente definite, ma sono gia
miscele di composti omologhi, distribuiti con una certa legge e che
differiscono l’uno dall’altro di una quantitd fissa (che si pud chia-
mare l'anita di polimerizzazione). Nel campo delle molecole piccole
un esempio di questo potrebbe essere dato da una miscela di idro-
carburi paraffinici normali, di formula generale C H,,.,, che differi-
scono 'uno dall’altro per il gruppo —CH,~. L’incremento di un
gruppo di polimerizzazione porta ad un cambiamento di proprieta
(punto di fusione, punto di ebollizione, viscosita, indice di rifrazione,
solubilita, ecc.), ma questo cambiamento & tanto minore guanto mi-
nore & il rapporto fra il peso del gruppo di polimerizzazione e il
peso del composto : percio, mentre per bassi pesi molecolari & pos-
sibile pill 0 meno facilmente (cristallizzazioni o distillazioni frazionate
¢ successive, precipitazioni frazionate) separare i singoli individui,
per pesi molecolari anche non elevatissimi la separazione in indivi-
dui puri ¢ estremamente difficile, o anche impossibile, data la mi-
nima differenza di comportamento fra i singoli individui omologhi
adiacenti della miscela. I criteri elassici di purezza del composto,
costanza di punto di fusione, costanza di punto di ebollizione, cristal-
lizzabilitd perfetta, non sono soddisfatti nelle varie frazioni.

Siccome pero, per molecole molto grosse, praticamente molte pro-
prietdh non sono sensibilmente modificate per variazioni anche note-
voli di peso molecolare, & ginstificato di chiamare con lo stesso nome
tutte le miscele di composti omologhi di serie omologhe e di indicare
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per esempio come « cellulosa » tutte le cellulose anche se i loro pesi mo-
lecolari possono variare da 350.000 a 20.000. .

Vedremo come 8i pud approfitbare di guesta distribuzione di gran-
dezza per dedurre dalle variazioni di alcune proprietdh nelle serie
omologhe i pesi molecolari di miscele incognite.

11 fatto che molto spesso non si hanno soluzioni di una sostanza
unica, ma di miscele e che percio si determinano pesi molecolari medi,
introduce la questione circa il gignificato del valore medio del peso mo-
lecolare in una miscela. Il valore che si ottiene dipende essenzialmente
dal metodo di misura impiegato.

In una miscela si abbia una certa distribuzione di grandezze mo-
lecolari, Questa distribuzione & rappresentabile, se consideriamo un
numero totale N di molecole, dai numeri N,....... ¥, di molecole aventi
rispettivamente 1 pesi molecolari M;.......HM, Sara:

| >IN, = N,

N,M, il peso complessivo delle molecole di peso M,
Z N,M, il peso totale della gquantita considerata. .

Se i pesi molecolari sono molto alti, in modo che la differenza fra
ipesi M, e M, , sia molto piccola rispetto a B, (per esempio per la
cellulosa la differenza minima M, , — M, & 162 (=C,H,;O,), e se
il peso M, & dell’ordine di 100.000, il rapporto & inferiore a 2°/,) si puod
sostituire alla distribuzione discontinua reale quella continua data da
una funzione F (M) tale che

F(M)dM

rappresenti il numero di molecole compreso fra M e M - dM: in tal
cago &:

f F(M)ydM =N,
0
M- F(M)-dM il peso delle molecole comprese fra M ¢ M+ dM,

o
IM - B(M) -dM il peso totale della sostanza.

4]

- Per determinare il peso molecolare si possono misurare parametri
diversi, quali la pressione osmotica, la viscositd, la concentrazione ad
una. certa altezza in una colonna in equilibrio di sedimentazione come
nelPultracentrifuga, o il gradiente di tale concentrazione nelle stesse
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condizioni, come si vedra in segunito: ad ogni modo parametri che sono
ben definite funzioni del peso molecolare e della concentrazione della
soluzione. Se §i misura un certo valore del parametro in una soluzione
di una sostanza costituita da molecole omologhe ma di pesi molecolari
differenti, si definisce peso molecolare medio quello che dovrebbero
avere le molecole, tutte eguali, perché in una soluzione ad eguale
concentrazione della prima si misuri lo stesso valore del parametro.

La funzione che definisce il parametro pud sempre essere scritta
come il prodotto di una funzione del peso molecolare per una funzione
della eoncentrazione

2 (M) -4 () .
Evidentemente la definizione di peso molecolare medio M, porta a
(1) o (M) - d(e) = 2o (M) -4 (i)

se, come avviene nelle soluzioni sufficientemente diluite, gli effetti di
diverse grandezze molecolari si sommano linearmente (¢, & 1a conecen-
trazione delle molecole di peso M,). Poiché ¢ = X¢,, risulta

CSo(M) -
2 ol = 2B 0]
v{Ze)

7
da cui si puo ricavare il valore medio M,,.
Questa si pud scrivere anche:

So(M;) V(N My
V(ENM)

3

Y

ricordando che & N, M, =¢, se il numero N = XN, di molecole
& disciolto nel volume considerato per definire la concentrazione e questa
¢ data in peso per volume.

E’ facile vedere che a seconda del parametro utilizzato per la
misura la media & diversa.

Misure osmotiche: si misura la pressione osmotica p, che risulta

[
(4) v=k—r;
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percid
(5) P(M)=— , slg)=c
1
X6
1 _ l}fi
ﬂ’[m :ci-
Xe
| 4]1' J— +
(6 =
Eﬁv
M;

e sostituendo il numero di molecole

i
L _ el J’,l,, Aiﬂlt N ‘\'-:K\Y,:
M,, IN M, IN M,
) I BE O

N

Misure viscosimetriche secondo STAUDINGER:

specifica, che risulta:

{8) fep=k-c- M
percio
(9) o(My=%kM |, Ylo=c

Si ha allora

» X
(10) o, = M
E.:Gi
o anche
: » A 2
(1]) ’ j"]mx:M' M

EN;,AM;

si misura la viscosita

Misure all' wliracentrifuga, secondo SVEDBERG, determinando Ie-
.quilibrio di sedimentazione. In questo caso non si ha un semplice valore
del parametro, ma una curva dei valori del parametro alle diverse pro-
fonditd della cella: il parametro & una costante se il peso molecolare
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¢ unico per tutte le molecole, & diverso con la profonditd se si hanno
diversi pesi molecolari. In questo secondo caso percid non & sufficiente
dare il valore locale del parametro, ma occorre anche la sua derivata
con la profondita. Si pud ottenere dall’esperienza la distribuzione del-
Vagsorbimento di luce, proporzionale alla concentrazione locale, op-
pure la distribuzione del gradiente di indice di rifrazione, proporzionale
al gradiente locale di concentrazione. Nel primo ecaso 1’espressione ri-
sulta:

de, =kxe, M,

12,
(12) T )

se ¢, & la concentrazione e M, il peso molecolare all'altezza x. Percid

(13) oMy=kadM, , boy=c.
o quindi
o .
(14) sz:‘l{‘fﬂ. j
EC{;}'

come nel caso delle misure viscosimetriche.

Ma questo di il peso molecolare medio locale, all’altezza z: il peso
molecolare medio dell’esperienza sard la media pesata di tutti i pesi
molecolari, 0ssia

[4
fM s Cop AT
(15} J'I o S H

b
(cm dx
tll

essendo a e b i limiti inferiore e superiore delle cellule dell™ultracentri-
fuga.
Sostituendo e ricordando che ¢, = Xg¢,., si ha

b b
[z M. [e,dr
@

(1 6) lw;)z - b == °

b
e dr ot fci..n dr
o

a

Ora j% dx & proporzionale alla concentrazione complessiva della
a

specie 4, che abbiamo indicato con ¢;; percid:
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XM
e

7

(17) ‘ -Zu—m =

come nel caso viscosimetrico.
Nel secondo cago 1’espressione risulta:

de
(18) i(ﬂi‘";) =k M, dts
dx \ z dx
B allora
19) o(M)—=k M, , Ylg—2=.
dz
Percid
T M, iz
(20} M = dx
dci;r
=
dx

Ma, come del resto risulta dalla (12),

dC' 3
L=krc,M,
dx
e quindi
M,
(21) M, = TR
M Cix

Anche qui, come precedentemente, si tratta di peso molecolare
medio locale: per avere il peso molecolare medio, si deve fare:

b
r 1 dex
L nw"""’*"d/

s r dx

J‘l drx
T dx

(22) M, =
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Sostituendo i valori, si ha

b b
f: Miendx X ﬂf?f&‘.x; dx
& . p
(28) My == - -

f: .D‘I, Cipdr X _Zl’.[;,J‘ng dx
a a

Percio

e, M2
).:(';,]U:,;

(24) M, =

o anche, in funzione dei numeri di molecole,

SN,M,

SN, M}

(25) ﬂIm =

B’ significativo calecolare quali valori di pesc molecolare medio si
possono ottenere con i diversi metodi su una miscela data di pesi mo-
lecolari. Si immagini una miscela di molecole omologhe, nelle quali
i successivi pesi molecolari differiscono di una quantith costante a«:

M, = M, o (¢ da 0 a n),

hY
e le quantith - siano tutte egnali ad un valore B.

-t LY

Se i pesi molecolari sono compresi fra M, ¢ M,, si hanno » 4 1

. sulta -
specie e [ risulta P

Si ha allora

n
N&=B%Na s

SN M, =§A3(MO+%@) ,

~ <

}:NsM? == %Ni%,W[g-{-—Moxn—}—mgﬁ@—ﬂgﬂg 3
IN, M} = gl\’ig Mg+~§—M§xn+—12~lVI0a2n(2n+l)~1'- 7,3?::’%:1)2
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Percio:
Media osmotica

XN, M, an
AT 3 F

- = My A —
N, 2

Media viscosimetrica o ultracentrifuga I

<Nt ﬂI§+11IOx¢z+—:I—137;(272+])
XN, M s

EN;JL[, - - on ’

Media ulfracentrifuga II

; 3 2 1 1 ,
M+ 2 Mion - — Myo2n (20 1) - — 23n2(n -~ 1
gy ap Mg Mg MR 1) A

SN, ME

M-+ My an + =21

Se, per esempio, si ha:

M, = 30000

M, = 111000

o = 162

n = 3500, an = 81000

risultano le medie seguenti:
osmotica 70500
viscosimetrica 78400

ultracentrifuga II 84600

con uno scarto rispetto alla osmotica di 11, 2%, per la seconda, di 20 %
per la terza.

Si vede di qui le differenze che si possono riscontrare impiegando
metodi diversi di misura su miscele di omologhi di diversa grandezza
molecolare. La non conoscenza di questo fatto ha dato origine a di-
scussioni sulla validith relativa dei diversi metodi, quando si ottene-
vano con essi risultati diversi sullo stesso materiale.

Le differenze divengono specialmente grandi guando la miscela
contiene pesi molecolari molto differenti. Supponiamo una miscela co-
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stituita da egual numero di molecole di peso molecolare M; e di mo-
lecole di peso molecolare 3, I aillora:

Ni:-Ar :1
IN; =2

SN, M, = M, -+ M,
NN M: = Mi -+ M3

.\;NLMi"-—“: 11’[? -+ M;

Media osmotica M, + M,
2

% 2
Media viscosimetrica M+ M
M+ M,
3 3

Media ultracentrifuga II M+ M,
M: - M

Sia per esempio M, = 10000, M, = 100000. Risultano i pesi medi
seguenti:

osmotico 55000
viseosimetrico 91800
ultracentrifuga II  99200.

Se invece che da egnal xmmerb, 1a miseela & fatta da egnal peso
di moleeole M, e M,, si ha:

N1M1:N2M2 :l

iviz——i— 7 N":—j}—»
1 2
SN= - SN M =2
M, M,

SNMMi=M,+ M, ; SN, M= M+ M;
Con M, = 10000 e M, = 100 000 risulta:

2

media osmotica __ - = 18180

} 3

Sentistavio Mat. e I'ts, di Milano - vol. XIIT 10
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. . . . M, -+ M,
media viscosimetrica —

4

== 55000

T2 e
media ultracentrifuga IT M = 91800 .

M, -+ M,

Una gelatina esaminata all’ultracentrifuga da KRISHNAMURTI e
SVEDBERG ('*) e ricalcolata da LansiNg ('*), ha dato

media osmotica _ 9750
media viscosimetrica 36000
media ultracentrifuga IT 151000,

dimostrando ancora la differenza fondamentale fra le diverse medie.

Le determinazioni del peso moleeolare effettivo, o del peso mole-
colare medio, sia chimico che fisico, non & che un passo sulla via della
caratterizzazione delle grosse molecole. Anche nel caso di molecole
costituite da gruppi tutti eguali, come per la cellulosa o il cauceil,
il modo secondo il guale questi gruppi sono legati puod influire grande-
mente sulle proprietd della molecola: e il numero di modi possibili &
grandissimo appena sia un po’ grande il numero dei gruppi costituenti
la molecola. Quando poi i gruppi costituenti sono diversi fra loro (come
nel caso delle proteine), la varietd di costruzione della molecola & an-
cora enormemente pitt grande, il numero degli isomeri per un dato
peso molecolare estremamente grande. Anche senza voler entrare nella
precisa disposizione dei singoli gruppi in questi ultimi casi, & certa-
mente di importanza fondamentale il riuscire a determinare la forma
della molecola, ossia 'organizzazione generale dei gruppi costituenti
nella, molecola stessa. Questa forma ha certamente stretta relazione
con le finality cui & destinata la molecola mnell'organismo che la pro-
duce, in quanto le proprieia fisiche e ehimiche di essa dipendono molto
dalla forma stessa. '

Da questo punto di vista le grosse molecole si possono distinguere
in pitt gruppi: si possono avere molecole lineari, costruite ciod come
lunghe catene, nelle quali i diversi gruppi costituenti sono fra loro le-
gati 'uno successivamente all’altro e ciascuno & legato soltanto ad
altri due; e gueste possono essere poi mantenute diritle, e allora for-
mano quasi dei bastoncini estremamente allungati rispetto alla sezione
trasversale, dotati di una certa rigidezza, oppure possono essere piut o
meno aggomitolate, avvolte a spirali o elicoidalmente, in modo da sem-
brare degli ammassi di forma pilt o meno ellissoidale. Si possono avere
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molecole pit compatte, nelle quali molti gruppi costituenti sono legati
come rami ad un tronco fondamentale: sono queste talora anche mo-
lecole quasi lineari, in quanto la forma di bastoncino, sia pure di
diametro pitt grosso, pud essere ancora nantenuta. Si possono avere
infine molecole melle quali questa ramificazione si estende anche ai
rami secondari, nelle quali cioe si pud parlare soltanto di distribuzione
tridimensionale ¢ bidimensionale nei gruppi costituenti, e che percid
assumono un aspetto esterno tipicamente rotondeggiante o ellissoidico,
con rapporti diversissimi tra i semiassi ('°).

Tutti questi tipi di molecole si riscontrano in natura, e il presen-
tarsi dell’'uno e dell’altro dipende sia dal meccanismo di formazione
sia, probabilmente, dalla finalitd cui la molecola & destinata. Cosi,
quando si fa reagire un alcool polivalente (glicol, glicerina, ece.) con
un acido polibasico (anidride ftalica, acido sebacico, acido adipieo,
acido citrico, ece.) si ottengono dei prodotti resinosi (le ben note resine
gliftaliche), nei quali una funzione alcoolica & esterificata, eliminando
acqua, con una funzione acida: ma se 1’alcool & bivalente e 1’acido &
pure bivalente, la struttura che ne risulta non puoé essere che data dalla
sueccessione di un aleool e di un acido, alternativamente susseguentisi
lungo una catena: il polimero non pud avere che una molecola lineare
(purché non intervengano reazioni secondarie di anidrificazione):

—-R—-0~C—-R ~-C—~0—-R—0—C—R —-(C—~0—R—
il Il il 1l
0 0 0 0)
(R {OH), glicol etilenico; R’ (COOH), acido italico).

Se invece ’alcool o P'acido o ambedue hanno pit di due funzioni
aleooliche o acide, il polimero non pud costruirsi che tridimensionale
in quanto ogni gruppo avente pitt di due funzioni diviene un centro
di ramificazione della molecola (es. glicerina, anidride ftalica). E le
proprieta, come vedremo, sono perfettamente in accordo con questo.

Lo stesso si dica quando si hanno reazioni di polimerizzazione
che da gruppi zemplici- conducono a grosse molecole: lo stirolo

CH == CH, si polimerizza con molta facilith eliminando il

doppio legame:
— (I)H — CH, — CH CH, — LH CH;—| CH — CH,
|

0 0 0 10 |

e formando delle lunghe catene (molecola lineare) che ginngono anche
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a riunire 5.000 — 10.000 gruppi costituenti, e che, anche cosl grandi,
sono solubili in adatto solvente. Se perd lo stirolo contiene anche in
piceolissima percentuale del paradivinilbenzolo

OH, = CH<___>CH = CH,

il quale, entrando nel polimero, deve costituire un centro di ramifica-
zione, il polimero diviene tridimensionale

|
- CH, — ('BH —CH, —| CH-—-CH, |—

L. x

|
— CH, — CH — CH,—| CH—CH, |—
]

-y

o perde la solubilith; diviene soltanto rigonfiabile nei solventi nei quali
il polistirolo semplice & completamente solubile. Ed & sufficiente, per
provocare questo cambiamento di forma, una quantith piccolissima
di divinilbenzolo, una molecola ogni 10.000 -~ 50.000 di stirelo, ossia
una percentuale in peso di appena 0,01 - 0,0029% (). Come & natu-
rale, la rigonfiabilitd & tanto minore quanto maggiore & il numero delle
molecole di divinilbenzolo, ossia il numero dei ponti o centri di rami-
ficazione.

Nel campo dei prodotti naturali noi troviamo molecole tipicamente
lineari nella cellulosa, nella chitina, nel cauccill, nella fibroina della
seta, nella cheratina dei capelli e della lana, molecole rotondeggianti
nella maggior parte delle proteine, nel glicogeno, in molti virus filtra-
bili, molecole ramificate ma aventi una dimensione predominante nel-
P’amido. Non & ben chiaro perd se la forma globulare delle proteine
corrisponda a molecole tipicamente tridimensionali o piuttosto a mo-
lecole lineari strettamente aggomitolate: la possibilith di forti rigon-
fiamenti nelle proteine per diversi pH indurrebbe a questa seconda
ipotesi.

La finalitad della molecola in relazione alla forma & chiaramente
visibile nei tre idrati di earbonio cellulosa, amido, glicogeno: come &
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noto la cellulosa ¢ un materiale di costruzione per la pianta, materia-
le tipicamente incaricato della resistenza meccanica: la molecola di
cellulosa deve percid sottostare a certe condizioni, fra le quali pos-
siamo indicare: possibilith di aumento di grandezza delle molecole
senza alterare le proprietdh meccaniche della molecola -gia esistente,
e con produzione di un tratto nuovo con proprietd identiche a queila
esistente; possibilith di disposizione delle molecole con le loro dire-
zioni di resistenza (catene di valenza principali) nella direzione degli
storzi meccanici cui la struttura pud essere sottoposta; minima attac-
cabilith della molecola da parte degli agenti idrolizzaunti, in quanto
la molecola deve costituire l'ossatura del vegetale. Evidentemente
a queste condizioni si pud rispondere solo con una struttura lineare,
nella guale Paggiunta di nuovi gruppi ad un estremo della catena esi-
stente non modifica le proprietd di questa, le estende al nuovo tratto
formato nella quale la molecola puo disporsi con la catena parallela
alla direzione degli sforzi principali; nella quale la separazione di glu-
cosio pud avvenire facilmente solo alle estremitd libere della catena,
ossia 1'attaccabilita & limitata a una superficie piccolissima della mole-
cola. F si giunge a pesi molecolari superiori a 300.000.

L’amido & un materiale di riserva, di nutrizione; esso si accumula
in dati organi (semi, tuberi,ece.), dai gqnali pud essere mobilizzato in date
condizioni di vita della pianta. Percid esso deve sottostare a speci-
fiche condizioni; per esempio, pur essendo di per sé insolubile nei li-
‘quidi acquosi, deve facilmente dar origine a prodotti 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-
lizzare; ma questa trasformazione non & necessario che sia molto rapi-
da, anzi & utile che avvenga gradualmente. La presenza di molti grup-
pi terminali rende facile I’idrolisi che da essi si inizia, ma un numero
non troppo grande di essi rende pitt graduale la dissoluzione; 1’amido
percido & una catena ramificata, con catene laterali di media lunghezza
(20 — 30 glueosi) con una lunghezza del tronco principale circa 1/10
di quella di una cellulosa di egual peso molecolare (°).

Per questa ragione le determinazioni di gruppi terminali danno
pesi molecolari chimici minimi molto piecoli, nonostante che corri-
spondano a molecole anche di P.M. 300.000 e che si siano osservate al-
Pultracentrifuga particelle con P. M. fino a 4.000.000 (™).

1l glicogeno & anche un materiale di riserva, degli animali: ma esso
& un materiale di riserva energetico per il ricambio muscolare; la sua
mobilizzazione deve essere rapidissima, l'attaccabilitd immediata, ap-
pena se ne ha la richiesta. Percio la sua molecela, che pud giungere a
pest molecolari di 800.000, deve presentare un numero grandissimo
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di estremita aggredibili: si pud pensare ad un tronco di catena di glu-
cosi (100 elementi) ciascuno dei quali porta tre ramificazioni di catene
di 1218 glucosi: la forma percio e ellissoidica, il glicogeno si comporta
come un colloide sferoidale (*°).

In modo analogo le proteine cui sono affidati compm di resistenza
meccanica (fibroina, cheratina) sono costituite da lunghe catene nelle
quali gli amminoacidi sono legati uno a seguito dell’altro, senza dira-
mazioni: gli eventuali gruppi amminici o gruppi acidi liberi lungo la
catena (per amminoacidi biamminici o biacidi) legano le catene una
all’altra a intervalli, contribuendo alla resistenza meccanica solidale
del fascio di molecole. Invece le proteine cui & legato il fenomeno vi-
tale appaiono rotondeggianti quando sono separate dalle cellule, ma
probabilmente costituiscono una refe di molecole lineari interlegate
con legami peptidici o di altra natura e liberamente percorribile dai
liguidi e dalle soluzioni saline (*').

Ho accennato che le proprieta fisiche dipendono molto dalla forma
delle molecole: bisogna qui distinguere fra molecole in goluzione e
molecole allo stato solido, ossia fra le proprietd legate alle singole mo-
lecole e quelle dipendenti dagli insiemi di molecole.

Senza entrare in particolari che richiederebbero un lungo discorso,
fra le proprieta allo stato solido che sono legate alla forma delle mole-
cole e alla loro disposizione reeciproca si ha: la resistenza meccanica nelle
diverse direzioni, che dipende dalle valenze principali e dalle valenze
secondarie che entrano in gioco: si ha cosi una forte resistenza della
catena di cellulosa nel senso della lunghezza (valenze principali nei
legami C—O e (—C) cui corrisponde la resistenza delle fibre di cellu-
losa, e una scarsa resistenza nel senso trasversale e al taglio nel senso
della eatena, dovuta al fatto che fra catena e catena si hanno solo va-
lenze secondarie, cui corrisponde la debole resistenza alla flessione e
la facile piegabilith delle fibre cellulosiche, in confronto alla elasticitd
di flessione delle fibre tipo seta, proteiniche, mnelle quali esistono
ponti peptidici fra catena e catena. Si ha un modulo elastico elevato
quando entrano in gioeco valenze principali, uno basso quando si hanno
valenze secondarie o di VAN DER WAALS: il modulo eiastico longitudi-
nale percio, come la resistenza, & tanto pill elevato quanto pit paralle-
lizzate sono le catene (per le cellulose pud raggiungere 5000 — 11000
kg/mm? (lino, ramie, canapa) e pud scendere intorno a 1000 (viscosa)
nelle fibre artificiali comuni o risalire a 3000 circa in quelle particolar-
mente orientate (viscosa LILIENFELD (*)), ed & basso nei polimeri tri-
dimensionali nei guali le direzioni delle valenze prineipali sono di-
stribuite in un modo qualunque. :

Anche la fragilita & legata a distribuzioni non regolari (resine tri-
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dimensionali), mentre puo essere molto bassa, insieme a una defor-
mabilita plastica grandissima, nei sistemi di catene zia pure disposte
irregolarmente ma legate fra lorc nei punti di contatto (sistemi pro-
teinici). E pud divenire invece elevata, anche per molecole lineari, se
gueste sono molto grandi, parallelizzate e impedite di scorrimenti
reciproci, gquando si abbiano sollecitazioni di piegamento notevoli o
di urto, come in certi tipi di fibre artificiali nella sollecitazione di
annodamento: evidentemente le molecole pil lontane dall’asse neutro
di flessione si strappano se non e loro permesso un certo spostamento
plastico relativo alle vicine.

Le proprieth che invece dipendonc dalla forma delle singole mo-
lecole si svelano nelle soluzioni: e prima fra tutte la solubilita in adatti
solventi. Potrebbe meravigliare che si riesca a sciogliere i polistirol
con pesi molecolari fino a 1.000.000 e non si riesca a seciogliere resine
gliftaliche con pesi molecolari di poco superiori a 10.000, se nomn si ri-
cordasse la diversith di forma delle molecole di queste due sostanze,
lineari le prime, tridimensionali le seconde. La solubilith ¢ strettamente
legata alla suscettibilith della molecola alle azioni solvatanti, quindi,
indipendentemente da azioni specifiche, ¢ dipendente dalla superficie
che la molecola offre al solvente in rapporto al suo volume. Si comprende
che le molecole lineari, anche se aggomitolate, sono quelle che presen-
tano un massimo di superficie rispetto al proprio volume, e quindi sono
quelle che pit facilmente si disciolgono molecolarmente. Da guesta
caratteristica dipende il fatto che il maggior numero delle nostre co-
noscenze sulle grosse molecole si ha per quelle lineari, il minimo per
quelle tridimensionali.

La solubilith delle proteine in adatti solventi, mentre le proteine
ci appaiono in generale a forma globulare, dipende dal fatto che queste
sostanze presentano senza dubbio gruppi attivi superficiali e si compor-
tano percido come dei poliacidi o delle poliammine, quindi con una no-
tevole affinith con solventi alcalini o acidi; ne & da escludere, come si
& detto, che la forma globulare sia apparente, e corrisponda ad un ag-
glomeramento di una molecola lineare o ramifieata, facilitato dalle
affinitd veciproche dei gruppi liberi della proteina. O che corrisponda
a una strattura vuota e porosa.

Per molecole della stessa specie, differenti soltanto per il peso mo-
lecolare, la solubilith diminuisce al eresecere del peso molecolare stesso:
su questo fatto si basano i proeedimenti di separazione frazionata per
pesi molecolari, sia per dissoluzione graduale in solvente contenente
quantita sempre minori di un’altra sostanza preecipitante (incomin-
ciando percid con liquidi poco solventi, che disciolgono soltanto le
molecole pitt piceole, e successivamente usando liquidi sempre piu ab-
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tivi), sia per precipitazione graduale per aggiunta ad una soluzione
di gquantith man mano pit grandi di un adatto agente precipitante
(le prime frazioni contengono le molecole piu grandi). E’ possibile
con questi mezzi di fare una specie di analisi di grandezze molecolari
che pud fornire preziose indicazioni di ordine scientifico e di ordine
teenologico.

Due sono fondamentalmente le proprieta delle soluzioni che sono
strettamente legate alla forma delle molecole: la viscosith e le sue va-
riazioni al variare del gradiente di velocith attraverso la soluzione;
la eventuale doppia rifrazione presentata dalle soluzioni quando in
esse si abbia un certo gradiente di velocita.

Quando una soluzione di macromolecole aventi nna dimensione
predominante rispetto alle altre si muove in modo che trasversalmente
al moto si abbia un gradiente di velocitd (p. esempio nella corona cir-
colare compresa fra un cilindro fisso e uno rotante concentrici), le ma-
cromolecole tendono a disporsi, tanto pin facilmente guanto pil sono
allungate, con la maggior dimensione parallela alle linee di flusso:
questo fenomeno & accompagnato da una tipica doppia rifrazione acei-
dentale, e I'entitd di essa permette di giudicare del grado di orienta-
mento. La doppia rifrazione & mancante o nettamente diversa quando
la forma delle molecole non si discosta molto dalla sferica, a meno che
le molecole stesse non subiscano una deformazione per effetto delle
azioni idrodinamiche (**).

La variazione di viscositd al variare del gradiente di veloeitd tra-
gversale al moto & un fenomeno strettamente legato a quello della dop-
pia rifrazione: anch’esso & riconducibile all’orientamento nel senso
delle linee di flusso delle macromolecole che abbiano una dimensione
molto grande rispetto alle altre. Ma esso rientra nel complesso quadro
della viscositd delle soluzioni e delle sospensioni del quale converra
discutere con una certa larghezza quando verrd esposto il metodo vi-
scosimetrico di determinazione dei pesi molecolari. Per quel che si ri-
ferisce alla influenza deila forma sulla viscositd delle soluzioni, basti
qui accennare che si hanno dipendenze dal peso molecolare soltanto
se le molecole sono di forms molte allungata; non si ba dipendenzs
se le molecole sono sferiche e indeformabili.

Altre influenze della forma vedremo pin avanti, discutendo dei
metodi di investigazione di pesi molecolari, e strettamente legate a que-
sti metodi.

Un esame esauriente, dal punto di vista fisico, delle grosse mole-
cole deve percio estendersi a determinare: il peso molecolare, ossia la
grandezza; la forma esteriore in soluzione; la forma nel solido, ossia
la struttura microscopica e submicroseopica degli insiemi di grosse
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molecole, siano esse assimilabili a eristalli o meno.

Vedremo che alcuni metodi danno il peso molecolare indipenden-
temente dalla forma delle molecole, altri invece sono strettamente le-
gati, nei loro risultati, sia al peso molecolare che alla forma; altri infine,
mentre dicono ben poco relativamente al peso molecolare, permettono
di ricavare informazioni preziose rispetto alla forma, per lo meno nel
solido.

In quanto segue sono discussi particolarmente i metodi ecapaci
di dare indicazioni sulla grandezza e la forma delle molecole in solu-
zione, mentre sono soltante aeccennati quelli che si riconducono alle
strutture microscopica e submicroscopica nel solido.

Metodo dell’ ultrafiltrazione

Nello stesso modo che si possono trattenere su adatti mezzi fil-
tranti le parficelle di una sospensione, e, conoscendo la grandezza dei
pori del mezzo filtrante, indurre la grandezza delle particelle, si puo,
eon i cosl detti wlirafiltri, trattenere particelle che non sono piu visi-
bili al microscopio. Naturalmente il passaggio attraverso un certo ul-
trafiltro e il non passaggio attraverso un altro avente pori pitt stretti
dd un intervallo di grandezza nel quale & compresa la particella trat-
tenuta.

Gli ultrafiltri (C. 1. MARTIN 1896, BECHHOLD) sono costituiti da pel-
licole di colloidi, di gelatina indurita con formaldeide, di cellulosa, su
adatto supporto, nelle quali i pori possono avere dimensioni dell’or-
dine di 0,5—100 mp (carta da filtro dura ordinaria, pori maggiori
di 1 p), e che possono ottenersi con porosita diverse a seconda del modo
di preparazione. Le dimensioni dei pori non possono essere misurate
che con determinazioni comparative, specialmente se si tiene presente
un fenomeno caratteristico di tali membrane: la grandezza delle parti-
celle trattenute non risulta corrispondente a guella dei pori, ma & sem-
pre, a causa di fenomeni di adsorbimento e analoghi, una frazione di
questa, fra 1/8 e 1/5. Questo punto, insieme a quello della determina-
zione della grandezza dei pori, sono le difficoltdh fondamentali del me-
todo. Cosi per molecole filiformi si ha passaggio attraverso i pori anche
di molecole assai pilt lunghe del diametro del poro stesso (). TI metodo
¢ stato principalmente adoperato per lo studio dei «virus» filtrabili,
ossia di certe sostanze capaci di trasmettere malattie ben specificate,
P’agente delle quali persiste anche dopo filtrazione attraverso le or-
dinarie candele Chamberland di porecellana poresa (tali sono per esem-
pio gli agenti della febbre gialla, del vaiolo, dell’influenza, della polio-
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mielite, della rabbia, della peste dei polli, del sarcoma di Rous, del
mosaico del tabacco, dei cosidetti batteriofagi). In molti casi questi
agenti sono stati arricchiti nei liquidi in cui erano contenuti, purifi-
cati, con i metodi ordinari della chimica delle proteine, cristallizzati
(cosi per il mosaico del tabacco nelle sue varie sottospecie (STANLEY),
per il papilloma dei conigli (BEARD e WYCKOFF), per 'encefalomielite
del cavallo (Wyckorr)). I diversi metodi nsati forniscono per tali pro-
dotti pesi di particelle ben determinati, altissimi, che, insieme alle altre
caratteristiche, li definiscono come individui chimiei del tipo delle pro-
teine, con dimensioni comprese nel campo che sta fra le proteine ben
caratterizzate anche chimicamente e i pilt piccoli microrganismi pato-
geni, quale I'agente delle pleuro polmonite. Questi studi hanno fatto
sorgere vivaci discussioni relativamente al considerare o meno tali
molecole gigantesche come organismi viventi, dei quali possiedono
aleune caratteristiche mentre mancano di altre (*°).

Qui mi limite a riportare alcuni risultati ottenuti con il metodo
dell’ultrafiltrazione; per mezzo di esso, si ricordi, si ottiene solo una pre-
sunta grandezze geometrica dell’oggetto, entro limiti abbastanza ampi.

virus del vaiolo mp 125 — 175
»  della malattia di Kikvre Goirus
(canarini) » 125 = 175
»  Herpes simplex v 100 -~ 150
»  peste dei polli » 60 — 90
» rabbia : » 125
» influenza » 115
» sarcoma di Rous » 75 - 100
» mosaico del tabacco » 25 =— 30
» febbre gialla 22
»  poliomielite » 10
»  afta epizootica » 8 — 12
batteriofago (*) dissenteria di Smica » <C55
» coli » 100
» Ji¢ BURNET » B0 =~ 7B
» D,, » o2 20 — 30

» S,a » » 8 .._ 12
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Naturalmente, se si conosce la densith apparente degli oggetti
cosl misurati, e possibile risalire al loro peso, facendo ipotesi conve-
nienti rispetto alla loro forma. In generale si ammette una forma sfe-
rica o ellissoidica: e per le densitd, per confronto con quelle di micro-
organismi noti (baecillo coli 1,1, cocchi diversi 1,13) si sono assunti va-
lori fra 1,12 e 1,15. Si deduce cosi il peso molecolare, per oggetti sfe-

' 1 ) . .
rici, con la relazione M =T @’ 3 - 6,06 . 10*. Risulta per esempio,

con 1 valori dei diametri precedentemente dati:

virus mosaico del tabacco 5,5 -10° — 1 -107
»  peste dei polli 8.10° - 2,6 -10°
»  Herpes simplex © 3,5 100 = 1.2.10°
» influenza, rabbia 7. 10°
» febbre gialla 3,8 - 10°
»  poliomielite 3,6 - 10°
batteriofago C,, 4,5 .10" -~ 1,5 .10°
v By, 1,8 .10° — 6,2 .10%

Si vede qui che questi virus possono avere pesi molecolari eleva-
tissimi, ma anche in qualche caso, pesi molecolari come quelli delle
sostanze proteiniche naturali (vedi avanti) e dei polimeri grossi anche
di origine artificiale (polistiroli). Per confronto, si tenga conto che i
corpuscoli rossi del sangue hanno un diametro di 7500 my, il bacte-
rinm prodigiosum di 1000, lo stafilococco di 800, il baecillo pneumo-
nico intorno & 500 my, Palbumina di 4 ecirea, 'ovoalbumina di 2,17 muy.
- Alcune determinazioni con metodi specialissimi hanno confer-
fermato le dimensioni sopra indicate. Per esempio, per il batteriofago
del batterio coli, si & potuto valutare fra 60 ¢ 120 my il diametro de-
terminando la saturazione superficiale del coli e ammettendo uno
strato molecolare di fagi sullo stesso (130--140 fagi per ogni batterio
coli),

Metodo della fotografia ultravioletta ed elettronica

Alcuni degli oggetti di cui la ultrafiltrazione ha fissato la gran-
dezza hanno dimensioni di poco inferiori alla visibilita microscopica:
come & noto, in un microscopio possono fornire immagini solo oggetti



— 156 —

la cui grandezza sia parecchie volte la gemilunghezza d’onda della luece
impiegata (ABBE). Cosl il limite per la Iuce visibile & intorno a 275 my,
per la luce ultravioletta intormo a 100 mp (vedi p. es. le fotografie
ultramicroscopiche di CASPERSSON (*) relative ai cromomeri nei cro-
mosomi). Se si pud essere sicuri che si tratti di immagini e non di fi-
gure di diffrazione, la dimensione degli oggetti fotografici da un limite
per la dimensione degli oggetti. Con questo sistema BARNARD (*') ha po-
tuto determinare le dimensioni di alcuni dei virus pit grandi, come
segue:

vaiolo 160 — 170 mu
KIgurH GOLLUB 1606 -~ 170 »
peste dei polli 70 110 »

in sufficientemente buon accordo con i risultati precedentemente ri-
portati dell’ultrafiltrazione.

Le molecole lineari hanno lunghezze assali volte ben superiori
al limite di visibilita (fibroina almeno 940 my, cellulosa fino 2 1 — 1,5 u,
polistiroli fino a 3 ). Ma per le piccole dimensioni trasversali, non su-
periori a 1 mp, gli oggetti rimangono ugualmente completamente
invisibili. '

Risnltati pitt precisi si possono avere impiegando il microscopio
elettronico, con il guale l'ingrandimento pud essere spinto a valori
estremamente elevati: come esempio si ha quello del vaiolo, che mostra
con molta nettezza, con ottica elettronica capace di ingrandire 23000
volte, dimensioni 250 — 300 my ossia alguanto superiori a quelle va-
lutate da BARNARD, e forma non perfettamente sferica.

Analogamente il virns del mosaico del tabacco (ingrandimento
20.000) appare come un corpiceiuolo di ecirca 15 mp di diametro, e
150 -~ 300 my di lunghezza, percio molto allungato rispetto al diame-
tro (*). Da questi dati si vede chiaramente come siano solamente
di larga approssimazione i dati ottenuti dalla ultrafiltrazione, con I’am-
missione di particelle sferiche o gquasi sferiche (diametro 25 —— 30 mu).
Calcolando come precedentemente il peso molecolare del mosaico del
tabacco da questi dati, si ottiene un valore da 1,8-107a 3,6 - 107
molto vieino a quello ottenuto per mezzo dell’ultracentrifuga, e disco-
sto da quelli ottenuti per ultrafiltrazione.

II limite di separazione del microscopio elettronico attualmente
¢ intornc 10 my; si vede di qui guale potente mezzo di visione della
grandezza delle sostanze a grossissimo peso molecolare (virus, protei-
ne, ecc.) esso pud divenire.
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Metode della diffusione

E’ noto che, se si indica con ¢ la concentrazione di una certa so-
stanza in un solvente nello strato avente per coordinata z, la quantita
di sostanza dS che diffonde nella direzione x attraverso la superficie Q
ortogonale ad « & data da

S c
——-& == — D) —-———() s

26)
( ot or

e la variazione di concentrazione nel tempo da

de d*c
Z _pd-.
(27) ot 0x?
Il coefficiente D si chiama costante o coefficiente di diffusione.
Se si riesce a mantenere costante nel tempo il gradiente di eon-

N

. dc . . . L. .
centrazione o (e in tal caso il processo & stazionario, in ciascun

punto dells colonna diffondente la concentrazione rimane costante
nel tempo), la misura di D si ha attraverso la determinazione della
quentita diffusa in un certo periodo di tempo (p. es. un giorno).

Se si utilizza un volume limitato di soluzione, ma si ammette che
la velocita di diminuzione della concentrazione sia tanto piccola che
praticamente sia sempre lineare la variazione di conecentrazione attra-
verso lo strato diffondente, e percid la prima relazione si possa scrivere

dc

(28) &~ polth
di s

(V volume della soluzione di concentrazione ¢, ¢, concentrazione della
soluzione verso la quale avviene la diffusione, s -spessore dello strato
diffondente), risulta, se si fa ¢, = 0 (diffusione nel solvente puro)

__ Vs Ine,—Ine, )

-Q tg""t1

(29) D

In essa ¢, e ¢; sono le concentrazioni ai tempi ¢, e ;.

Tale @ il metodo usato da Ficx (*'), da STEFAN (*) e da altri, con
V'impiego di colonne cilindriche di diffusione. Ad esso corrisponde anche
il cosiddetto metodo della dialisi di NorTEHROP ¢ ANgow (**) e di BRIN-
TZINGER e collaboratori (**). I primiimpiegano come strato in cui av-
viene la diffusione una piastra di vetro porosa, i secondi una membrana
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porosa di cellulosa: cosi la distanza lungo la quale avviene la diffusione
¢ estremamente piccola, mentre ai due lati della membrana o della
piastra le concentrazioni possono essere mantenute uniformi con agi-
tazione, e il tempo necessario per la prova diviene assai breve. Il me-
todo della dialisi non fornisce il coefficiente di diffusione ma un coef-
ficiente di dialisi A, dipendente dalla specifica membrana usata: & quindi
un metodo di confronto, nel quale si ammette proporzionalita per com-
posti analoghi o per eiascuna membrana, e per identiche circostanze
di esperienza, fra » e D.

Come hanno mostrato JANDER e SPANDAU (*), sono necessarie mem-
brane a pori grandi rispetto alle molecole che devono diffondere, altri-
menti i risultati somo falsi ().

Per molecole grosse percio ¢ meglio utilizzabile la piastra di vetro
porosa di NORTHROP e ANSON. E per molecole non sferiche i risultati
non hanno significato (*F).

Se non si pud mantenere costante il gradiente, specialmente quando
Pesperienza richiede un tempo molto lungo, conviene ricorrere alla
seconda espressione della legge di diffusione, e determinare la concen-
trazione ¢, dopo un certo tempo f ad una distanza z dalla linea limi-
tante lo strato diffondente, di concentrazione ¢, al tempo iniziale.
Se si- introduce la variabile ausiliaria adimensionale

2
(30) Y= —" s
2 |/ Dt
la concentrazione ¢, risalta
c /s ) N
31 PRI [ R -y .
(31) 2= ( = J e~ ¢ y/)

0

La determinazione di ¢, percio permette di risalire a y ('integrale
definito & tabulato, perché & la ben nota funzione di Gavss), e quindi
alla costante di diffusione.

I metodi risalgono qui a quello di OEsOLY, a quello perfezionato
di CorEN e BrUINS () nei quali si determina, dopo un certo tempo,
la concentrazione media di diversi strati della soluzione (*), o a
quello microscopico di FurTH (*') che segue la posizione (durante la
diffusione) dello stratoc avente una certa concentrazione prefissata,
oppure fissando, per mezzo della fotografia, la distribuzione di concen-
trazione ad un dato istante (I’assorbimento di una certa luce & funzione
della concentrazione). Grosse difficolta sono in ogni caso derivate dal
lunghissimo tempo necessario per le esperienze (da qualche giorno a
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molte settimane) tanto maggiore -quanto pilt grande & il peso moleco-
lare.

Non conoscendo esattamente il tempo iniziale del fenomeno, con-
viene fissare un certo valore di ¢, e quindi un certo valore di ¥, e, per
due tempi diversi ¢, e ¢,, le distanze 2, e z,, cui compete tale concentra-
zione. Si ha allora immediatamente

1 22—z,

(32) = 42 212

In questo modo TISELIUS e GROSS (**) hanno trovato le seguenti co-
stanti di diffusione in acqua a 20° (107. cm?. sec™):
facoeritrina 4,0
fucociano 4,05
carbossiemoglobina 6,3
emocianina (Helix) 1,05
ovoalbumina 7,7,
Altri dati sono i seguenti (HERzoG, GROH (*)):

ovoalbumina 5,2 a 7°75
» 3,2 a 8°

pepsina 7,3 a 12°

emulsina 4.2 a 15%3.

La costante di diffusione ¢ legata al peso molecolare, per sostanze
chimicamente simili, dalla regola empirica di EvLErR e RIECKE:

D |/ M == cost. per pesi molecolari piccoli. Per particelle sferiche essa
& legata al raggio di queste attraverso la formula (di EINSTEIN)

(33) D=

essendo v la viscosita del solvente, r il raggio, ¥ il numero di
AVOGADRO; e poiché il peso molecolare M & dato da

7

(384) M= % =13 N

essendo ¢ il peso specifico, risulta

3%
(35) M T
162 =2 N2y3 13

5
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osgia
D3y

{(86) == cost.

c

nello stesso solvente e alla stessa temperatura.

Tenendo conto dei dati precedenti, supponendo le particelle sfe-
riche e le densitd intorno a 1,1, risultano i valori seguenti:

fucoeritrina 421000
fucocianoc 4050600
carbossiemoglobina 108000
emocianina (Helix) 23200000
ovoalbumina 59200

» . 62000

» 30000
pepsina 34300
emulsina 244000

Vedremo cheper alcune di queste sostanze il P. M. cosi determinato
non corrisponde a quello ottenuto con altri metodi. La non concordanza
probabilmente dipende dalla forma, che si discosta da quella sferica
e da una pon perfettta conoscenza della dipendenza fra grandezza e
il coefficiente D.

Si noti inoltre la sensibilith del P. M. a piccoli errori di D e quindi
la poca convenienza di impiego del metodo per la determinazione del
P. M. Comunque esso non & direttamente impiegabile per sostanze con
molecole di forma nettamente diversa da quella sferica e di pesi mole-
colari non wuniei.

La determinazione del coefficiente di diffusione ¢ necessaria poi
per uno dei metodi con l'ultracentrifuga.

Metodi osmotici

I metodi osmotici, nelle forme semplificate della crioscopia e della
ebullioscopia, sono quelli pitt comunemente usati per la determina-
zione dei pesi molecolari relativamente piccoli. Essi non sono utilizzabili
nel easo dei pesi molecolari molto grandi sia perché gli effetti somo
troppo piceoli (ebullioscopia), sia perché sono temibili le formazioni
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di fasi miste, gli impedimenti di cristallizzazione e quindila cristatliz-
zazione molto lenta (criogcopia) ().

I risultati che si ottengono nmon sono in accordo con quelli dovuti
agli altri metodi.

Si & percid costretti ad impiegare il metodo della effettiva mi-
gura della presgione osmotica o dell’abbassamento della tensione di
vapore delle soluzioni rispetto al solvente.

Anche qui perd sono necessarie cautele speciali.

La determinazione della tensione di vapore delle soluzioni puo
eseguirsi con il metodo della distilluzione isoterma, per mezzo del quale
si misura la differenza di pressione necessaria perché non si abbia piu
distillazione dalla soluzione al solvente puro e viceversa (): in esso
lo strato riempito di vapore fra soluzione e solvente funziona come
unga membrana semipermeabile ideale, assolutamente invalicabile dal
soluto. Purtroppo il tempo necessario per raggiungere le condizioni di
equilibrio ¢ estremamente lungo (3 —~4 mesi). E’ stato sviluppato (*%),
per evitare tale inconveniente (specialmente grave se il soluto si al-
tera rapidamente) un metodo derivato da una esperienza di ASKENASY,
utilizzando una piastra porosa di vetro o di gesso (ASKENANY), che fissa
il limite della soluzione, e determinando la welocita di distillazione dalla
soluzione del solvente o viceversa con diverse differenze imposie di
pressione, in assenza di gas estranel (FrRAZER e PATRICK, ULMANN). B’
facile estrapolare a velocith nulla di distillazione, cui corrisponde una
differenza di pressione eguale alla pressione osmotica cercata.

L’impiego di membrane semipermeabili permette la misura di-
retta della pressione osmotica. Si pud presentare qui qualche difficolta
circa la membrana adatta, specialmente in solventi organici, ma mem-
brane di cellulosa a pori sottili sembrano adatte. Anche il materiale
costituente I'apparecchio deve essere considerato in relazione al prodotto
esaminato: cosl per acidi poliacrilici 'osmometro deve essere di ebanite
o di polistiroli, perche i metalli fornisecono ioni che falsano le deter-
minazioni,

Gli osmometri impiegati sono generalmente del tipo di DONNAN
a membrana piana tesa (*7).

La presgione e stabilita quando la letbura rimane costante per
almeno due giorni: il tempo necessario per giungere all’equilibrio &
di qualehe giorno (ScEULZ); la conferma che si tratti di un vero equili-
brio si ba se coincidono i risultati ottenuti partendo con il menisco
sopra o sotto la posizione d’arresto.

Diverso da questo metodo statico ¢ quello dinamico consistente
nell’applicare una contropressione determinata, nel determinare le
velocitd di deflusso del liquido attraverso la membrana per diverse

Senvinario Mo, e Fis, i Milaito - vol. XIII 11
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differenze di pressione e nell’estrapolare a velocitdh nulla (*).

Una delle circostanze che sono caratteristiche dell’impiego di questi
metodi con sostanze ad alto peso molecolare &, in molti casi, la non
linearithd della pressione osmotica al crescere della concentrazione della
soluzione. Le pressioni osmotiche crescono pilt rapidamente delle con-
centrazioni specialmente se si tratta di molecole di forma non sferica,
svelando le influenze reciproche fra melecola e molecola. Poiché quanto
piu ¢ diluita la soluzione tanto pit si ha la sicurezza che le molecole
sono libere di esplicare la loro azione, la legge di vAN’t HOFF

(37) p= RTe . M= RBTe
M- p
pud essere applicata solo nella forma limite
(38) e BT,
im P
3 (¢ e

ossia determinando il valore cui tende il rapporto fra pressione osmo-
tica e concentrazione al tendere di questa a 0.

Ma per sostanze ad altissimo peso molecdlare, la determinazione
di questo limite da una serie di esperienze & molto incerta: la devia-
zione della linearith & gia forte per concentrazioni piccolissime, per le
quali la pressione osmotica & appena di qualche millimetro di colonna
di solvente. L’errore che si pud commettere nell’estrapolazione & no-
tevole (*).

Scuunz () ha ammesso che la pressione osmotica segua una legge
modificata del tipo dell’equazione di VAN DER WAALS semplificata:

RTe
T Y
M1 —b)
essendo b una specie di covolume. Introducendo il covolume specifi-
co s, relativo a 1 grammo di soluto secco (¢ econcentrazione in grammi
per litro), P’equazione si pud secrivere:

RTe
M1 - ¢s)

(39) p==

(40) p=

Ora s diminuisce al crescere della concentrazione e quindi della
pressione osmotica. Si ammette che la relazione fra s e p sia del &ipo
di una pressione di rigonfiamento:

1
(41) p=*Fks (FREUNDLICH e POSNIAK)
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Cid corrisponde ai dati sperimentali per sostanze di peso mole-
colare non eccessivo: per esse la deberminazione dalle misure osmo-
tiche, per extrapolazione, del peso molecolare ¢ sufficientemente pre-
cisa; o con tali valori di M & possibile caleolare s in funzione di p. Si
trova che la relazione ira log s e log p e lineare, corrispondentemente
alla (41), e, per sostanze omologhe, 1a stessa.

Percid risulta

senza bisogno di passare a limiti per extrapolazione.

Naturalmente occorre la conoscenza di k e di v: questa si pud ot-
tenere in una serie omologa di composti, ricavandola dai termini a
pil basso peso molecolare, per i quali o M & noto per altra via o & fa-
cilmente extrapolabile dalle misure osmotiche. La formula pu(‘) poi
essere applicata ai termini elevati della serie.

Vedremo ripetuto questo procedimento per il metodo di visco-
sith (PY).

Con il metodo osmotico si sono determinati pesi molecolari ele-
vatissimi, come si pud vedere dai dati seguenti:

M
acetileellulosa 20000 — 100000 (%)
27000 - 80000 (%)
nitrocellulosa 19000 — 200000 (*%)

100000 (%)
51000 --- 443000 (*%)

metilcellulosa 46000 — 82000 (%)
eanceil - 100000 - 200000 (°%)
poligtiroli 82000 — 638000 (%)

720000 (%)

850000 (™)
glicogeno metilato 273000 -~ 830000 (**)
glicogeno acetilato 1300000 - 3500000  (*)
amido metilato 125000 (*)
lichenina acetilata 36000 -~ 118000 (™)
gomma arahica 150000 -1 280000 ()
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Metodi dell’ ultracentrifuga

Questi metodi, che in realtd misurano velocitd di sedimentazione
o equilibri di sedimentazione di particelle, assumono il nome dallo
strumento tipico che ha reso possibile la loro estensione al caso del-
le particelle di dimensioni molecolari. B’ noto che il peso di particella
¢ stato determinato, ammessa la conoscenza della resistenza al moto
nel fluido e della densita del fluido e della particella, con la misura
della velocita di sedimentazione in un liguido o in un gas (PERRIN, MIL-
LIKAN, WESTGREN, ecc.), oppure della distribuzione di equilibrio (PER-
RIN, WESTGREN) sotto 1’azione del campo gravitazionale: cosli PER-
RIN per es., & giunto, nota la grandezza delle particell , alla determi-
nazione del numero di AVOGADRO.

Ma il metodo, nel campo gravitazionale, & limitato a sospensioni
grossolane, a particelle grandissime. Per lo studio dei colloidi, si & pen-
sato all’azione del campo centrifugo (DUMANSKY 1913), senza risul-
tati soddisfacenti dapprima, principalmente per ’azione disturbante
di correnti convettive nel liguido. Ma in seguito alle esperienze e agli
studi di SVEDBERG e collaboratori (dal 1923) si & giunti a stabilire le con-
dizioni per ottenere risultati senza incertezze e a costruire macchine
nelle quali la sedimentazione avveniva in campi sempre piu intensi:
da accelerazioni 150 volte la gravitd (1923) si & giunti a 5000 (1924),
a 19.000 (1924), a 100.000 (1927), a 165.000 (1929), 200.000 (1931),
300.000 (1932), 400.600 (1933), 600.000 (1933), 750.000 (1934}, con un
magsimo di 900.000 (1934) {non pit usato perché il rotore, troppo for-
temente sollecitato, & esploso dopo poche prove). In un tipo di con-
cezione diversa si sono raggiunte accelerazioni di 260.000 volte la
gravita (%),

L’ultracentrifuga & schematicamente costituita da un rotore per-
fettamente bilanciato, che porta su un diametro due fori simmetrici,
in ciascuno dei quali vieme sistemata una cella di sedimentazione;
questa e costituita da una stretta cameretta, visibile nel senso dell’asse
del rotore perché terminata da due dischi di quarzo, e limitata
da due pareti direfte come piani radiali del rotore. La sezione della ca-
meretta percio, con un piano perpendicolare all’asse del rotore, & tra-
pezoidale, cosicche la sezione cresce allontanandosi dall’asse stesso.
Sono cosi evitate le correnti parassite riscontrate nelle celle a sezione
rettangolare, dipendenti dal non essere le traiettorie delle particelle
adiacenti alle pareti parallele alle parefi stesse. Il rotore & posto in mo-
vimento con diversi dispositivi (ingranaggi, turbine ad olio, turbine
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ad aria, ece.) che permettono di raggiungere numeri di giri elevatissimi,
limitati soltanto dalla resistenza meccanica del rotore, tanto maggiori
quanto minore ¢ il diametro di questo (fino a 660.000 giri al minuto
(HENRIOT e HUGUBNARD) con un rotore di 11,7 mm di diametro). Na-
turalmente se il numero dei giri elevato porta accelerazioni elevatissime,
il diametro molto piccolo invece porta ad errori forti nella misura; in
modo che SVEDBERG si ¢ fissato su rotori di ecireca 180 mm di diametro
con cirea 50.000 -~ 60.000 giri al primo, quali quelli eapaci di contem-
perare nel modo migliore le esigenze meccaniche e quelle della misura.

Con tale rotore il raggio di rotazione medio della cella risulta 65
mm e le dimensioni della celia 12 mm di lunghezza e da 13 a 19 di pro-
fonditdh di sedimentazione.

Particolare cura occorre per la misura ed il mantenimento della
temperatura (in atmosfera di H, a pressione ridotta).

L’osservazione viene fatta per via fotografica durante il movi-
mento, secondo due metodi diversi, di assorbimento e di rifrazione. Se-
condo il primo la concentrazione della sostanza disciolta in ciascuno
strato viene determinata per mezzo dell’agsorbimento di una certa luce;
nel secondo metodo si sfrutta la variazione d’indice di rifrazione
della soluzione per le diverse concentrazioni, e questo sia con 1’ utilizza-
zione del metodo di ToEPLER (spostamento dell’immagine di una fes-
sura), sia con la misura della deformazione di una scala lineare fo-
togratata attraverso lo strato sedimentante: naturalmente, mentre
questo secondo sistema permette la misura sia di equilibrio che di ve-
locita di sedimentazione, il primo, che deve essere impiegato punto per
punto, ¢ adatto solo a determinazioni di equilibrio, tranne che se si
limita alla sola individuazione della posizione istantanea del menisco.

Il metodo dell’assorbimento della luce, per fotometria fotogra-
fiea, da la concenirazione di sostanza assorbente in ciaseun punto:
il metodo di deformazione della scala da invece il gradiente di concen-
trazione in ciascun punto, perché la deformazione & proporzionale al
gradiente di indice di rifrazione che & a sua volta proporzionale alla

concentrazione.

Sard sufficiente qni esporre i risultati elementari circa ’anda-
mento e Pequilibrio di sedimentazione d’una sostanza, rinviando alle
opere piu complete per la trattazione esatta del problema ().

Se si indica con W il volume specifico parziale del corpo disciolto,
¢ la - densith della soluzione, 7' la femperatura assoluta durante
la sedimentagzione, R = 8,313.107 la costante dei gas, ¢; e ¢, le
concentrazioni in due strati distanti »,, «, dal’asse di rotazione
nelle eondizioni di equilibrio fra sedimentazione e diffusione, o



— 166 —

la velocitd angolare di rotazione, il peso molecolare risulta dato da

s
2RT In-%
Cy

(1 — g et(a? — 1)

(43) M=

Questa formula, riferentesi alle condizioni di equilibrio di sedi-
mentazione, pud essere dedotta per via cinetica o anche per via ter-
modinamica. Essa, e il metodo corrispondente, sono particolarmente
adatti nel caso di sostanza unica: allora la costanza dei valori di M
ricavati per diverse coppie #, ¢ & un buon criterio per Punicita della
sostanza e del suo peso molecolare; se si ha una miscela di pesi mole-
colari, risulta una dipendenza di M da x, dalla quale si pud risalire
alla distribuzione di pesi molecolari.

Corrispondentemente, per una sostanza monodispersa, e in una
cella con forma a settore, la concentrazione, all’equilibrio, nello strato
xz, & data da

(44) 6 — o, M0t — e M4

1 g V4 (D2 —a?)
dove ¢, & la concentrazione iniziale uniforme, b la distanza dall’asse
di rotazione al fondo della cella, @ quella dall’asse al menisco, =z quella
dall’asse allo strato considerato, e 4 la costante
(45) (1 — Wo)e?

2BT
5i ricava di qui
(46) deor 2MAac, .
da:

Il metodo dell’assorbimento di luce da, fotograficamente, i valori
di ¢ per ciascun z, da cui & agevole ricavare M con la (43), per coppie
di valori, oppure con Ia (48) usando la ¢, e il suo gradiente in un dato
strato w.

Se si ha un sistema polidisperso, ogni specie molecolare si distri-
buisce secondo il suo equilibrio; e se 1’assorbimento o I'indice di ri-
frazione e il volume specifico sono indipendenti dal peso molecolare
(riferiti all'unita di peso del soluto), la concentrazione in uno strato
risulta la somma di tutte le concentrazioni nello stesso strato delle

diverse specie molecolari, %:

e 4 My (DY 2
Coi Mo A —49

yor % . 5 2% ¥ .
(4‘) Cm'—LCzi—"A(b‘*a)‘\" 1 — g AM; (P —a)
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Di qui risulta:

de,

4
(48) ir

=2A4Ax X, M; ,

e gquindi il peso molecolare medio secondo 1a (46) nello strato

(49) Voo b e EMiey
: M 2A xe, d?" :C,x,'i

de
per sostituzione del valori e della (48) e di ¢,.= Xe,,.
Se si impiega il metodo della rifrazione, la deformazione della
dey .
scala fornisce un valore proporzionale a —&—T‘ Si hanno cosi i valori da
- )

introdurre nella (43) attraverso la (46):

11
2MA x d’l
e risulta
. ),
91{:7‘1:1 dx
(d/{/ }
(51) M= dx

(1— Ws) 0f (& — %)

Oppure, per derivazione dalla (46) risulta

cde
(52) (dl >~— 9 MA de
) dr T/ du
da cui
A (1 de
1 dx (.L dax
(53) M= ArAx ,
24 e
dx

nella quale si pud introdurre direttamente la deformazione della scala

2

al to di ae
osto di —
pos dx
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Per i gistemi polidispersi, ragionando come precedentemente, ri-
sulta il peso molecolare medio delle strato

(L e
£\ " XM2c.,
(54) My = 1 dx \z dx — U
24 ﬁﬂ M
dx

Come ¢ gia stato fatto notare, 1 due metodi di misura forniscono,
per sistemi polidispersi, valori medi differenti.

It metodo della velocitd di sedimentazione fornisce immediata-
mente una visione del grado eventuale di digpersith del sistema: difatti
si vengono ad avere tanti menischi gquante sono le specie, omogenee
rispetto al peso molecolare, presenti. In esso si osserva la velocitd
con la quale il meniseco dello strato sedimentante si sposta nella cella.
Se & f il eoefficiente di attrito per grammomolecola e # il tempo, si ha
immediatamente
dux:
at

o

(55) M(1—=0%)=f

b

dx .
dove —— & la velocitd con la quale si muove una particella nel campo

centrifugo e guindi anche il menisco. Ma durante la centrifugazione,
la diffusione operante in senso contrario alla sedimentazione rende
poco mnetto il menisco: & facile vedere dalle equazioni della diffusio-
ne che per la posizione ¢ del menisco deve essere presa gquella nella
quale la concentrazione & la metd della concentrazione esistente do-
ve essa pon & variata. Se la cella e a forma di settore, si deve tener
conto che anche .questa concentrazione varia, e precisamente secon-
do la relazione ¢,z = costante. ,

Definite con due successive fotografie ai tempi ¢, e ¢, le posizioni
@, e x, del menisco, I’equazione diviene per integrazione
(56) In “f

s
M1 —TWo) —fm

Poiche per soluzioni diluite nei fenomeni di diffusione la costante

d’attrito & data da
BT

(37) J= 3

dove D & la costante di diffusione, se si ammette che lo stesso va-
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lore valga anche durante la sedimentazione, risulta:

In 22 &2
RT x, 1 z,

(58) M= — ,
(1—TWa)D o (ty—1t,)  AD ty— ¢,

1 metodo richiede percid la conoscenza della costante di diffu-
sione. In mancanza di essa, spesso viene dato soltanto il valore

(59) N
oty di

o costante di sedimeniazione, che da gidh una certa indicazione intorno
al pesi molecolari.

Naturalmente D pud essere calcolata, dai dati della stessa ultra-
centrifugazione, per mezzo dell’andamento dei valori di concentra-
zione nello strato del meniseo, ma con limitata precisione.

Se poi si ammette sferica la molecola, D puod essere espressa in
funzione di M con la formula di BINSTEIN (33), ¢ dalla costante di se-
dimentazione si pud risalire al peso molecolare.

Per sistemi contenenti varie specie molecolari, per eciaseuna si
viene a formare un menisco che si muove con velocith differente: &
quindi immediata, come si & detto, 1’analisi della polidispersiti.

Dal peso molecolare ottenuto con i precedenti metodi g puéd cal-
colare il valore del coefficiente di attrito per il caso di molecole sferi-
che e non solvatate (*):

, SMW\L
60 = 6mwn N ( 3 & .
(60} Jo s ) (JTOKES)
Il rapporto fra il valore di f ricavabile dal coefficiente di diffu-

sione (indipendente dalla forma e dalla solvatazione) e questo f,

I

Jo

& un indice, col suo eventuale scostamento da 1, dello scostamento daila

forma sferica o di una solvatazione. Il metodo percio pud dare qual-

che notizia relativamente alla non simmetria delle molecole; sono state

dedotte relazioni fra tale rapporto e la forma geometrica di esse (*).
Questo stesso problema interviene nell'interpretazione dei feno-

meni di viscosita per le molecole di forma diversa dalla sferiea.

Altra difficoltd interviene quando si hanno molecole filiformi,
aventi in una direzione dimensioni coraparabili con quelle della mo-

(61)
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lecola del solvente (polistirolo in benzolo): in tal easo pué aversi uno
scorrimento del soluto rispetto al solvente, ossia una velocitya di sedi-
mentazione maggiore di quella che si dovrebbe avere in un solvente
considerabile come un mezzo continuo.

 Prescindendo da questo fatto, se la molecola filiforme & avvol-
ta a gomitolo di forma rotondeggiante, la sedimentazione avverra
come per un oggetto delle stesse dimensioni, con trasporto del solvente,
e quindi con nna effettiva densith minore di quella delle molecole fili-
formi. Se la molecola & diritta si & caleolato il valore che assume 1a co-
stante di sedimentazione s (*) in funzione del rapporto fra lunghezza
e diametro: naturalmente per molecole alguanto avvolte e piegate
i risultati sono intermedi fra questi nltimi e quelli per molecole aggo-
mitolate.

I metodi dell’ultracentrifuga hanno fornito numerosissimi dati
sui pesi molecolari di svariatissime sostanze naturali e artificiali, par-
ticolarmente di proteine.

I risultati per queste ultime, che forniscono pesi molecolari ben
determinati e costanti in moltissimi casi, e raggruppantisi, per pro-
teine diverse, intorno a valori medi nettamente differenziati, hanno
permesso di dedurre che in generale le proteine sono costituite da in-
dividui di peso rigorosamente uguale, ossia sono delle sostanze chi-
miche perfettamente definite; e inolfre che le molecole di proteina
sono costruite in modo che si riscontrano in natura soltanfo pesi mo-
lecolari multipli di un certo peso unitario. Secondo SYEDBERG, cul ri-
sale (1928-29) ipotesi dei mmultipli, « la molecola della proteina & co-
struita verosimilmente per successiva aggregazione d'unith definite,
ma soltanto pochi fra gli aggregati sono stabili. Quanto pin grande
& il peso molecolare, tanto meno numerose sono le possibilitd di ag-
gregazione stabili, Percid le distanze fra le molecole capaci di esistere
divengono sempre maggiori man mano che il peso aumenta». Ripetu-
tamente discusse sono state le diverse ipotesi fatte per spiegare il fe-
nomeno (*%).

Ciaseuna proteina & soggetta, al variare del pH, a fenomeni di
associazione e dissociazione, e il peso molecolare in genere & ben de-
finito in un eerto intervallo intorno al punto isoelettrico: al di fuori
si formano nuove molecole con pesi.che sono frazioni (1/2, 1/4,1/8)
del peso originario.

Nella tabella seguente (*') sono riuniti dati relativi a proteine
disposte in ordine di peso molecolare crescente: -
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Come si vede dall’ultima colonna, f/f,, le proteine al punto iso-
elettrico in genere non sono sferiche, ma sono ellissoidi pilt 0 meno al-
lungati, oppure sono piu o meno solvatate. Per altre, non riportate in
tabella, si hanno dati analoghi; per moltissime inoltre sono conosciute
solo le costanti di sedimentazione s, e guindi si ha solo una provvi-
soria indicazione del peso molecolare.

Oltre le proteine, sono state investigate con I’ultracentrifuga
molte altre sostanze, fra i prodotti organici e quelli sintefici. In questi
casi, trattandosi in generale di miscele di omologhi a pesi molecolari
diversi, I'ultracentrifuga ne mostra la polidispersith; se si osservano
frazioni ben definite, si pud ricavarne il peso molecolare medio, e si
possono avere preziose informaszioni sullo stato di purezza, di omoge-
neita, di solvatazione, di aggregazione delle molecole nelle frazioni.
La trattazione matematica del comportamento di oggetti non sferoi-
dali, quali in genere sono le molecole di questi prodotti, presenta no-
tevoli complicazioni e difficoltd, che si vedranno meglio pit innanzi,
trattando della viscositd: i dati dell*ultracentrifuga sono quasi sempre
da confrontare, in questi casi, con quelli delle misure di viscosita, sia
per controllo di queste, sia per ricavare dal confronto, in caso di diver-
genze, utili informazioni relativamente allo stato delle molecole in
soluzione.

Vennero cosl studiati con l’ultracentrifuga:

acido idrossidecilico polimerizzato, in tetrabromoetano

acetileellulosa in acetone

“cellulosa in cuprammenio

nitrocellulosa in acetone

etileellulosa in diossano

metilcellulosa in acqua

cauecil in etere, benzolo, cloroformio

policloroprene in cloruro di metile, benzolo,
cloroformio

polistiroli in diversi solventi.

T risultati, che verranno considerati insieme a quelli del metodo
della viscositd, mostrano ad ogni modo che queste sostanze si disciol-
gono molecolarmente e non micellarmente, e che effettivamente esi-
ste la linearith fra viscosith e peso molecolare voluta dalla legge di
STAUDINGER, di cui si discuterd fra poco. Per le metilcellulose SIGNER
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ha trovato valori di f/f, assai alti (4,5 = 3,0): per i polistiroli valori
intorno a 2.

Infine per I'amido di patate ILaMM ha trovato pesi molecolari
medi intorno a 3.10°% con f f,=~ 3.

Il glicogeno ha particelle fra 1,56 e 4,5 - 107,
I’acido timonucleinico ha un peso medio 200.000, con fifo= 2,5.

Metodo della viscosita

Gia GRAHAM aveva suggerito che la viscosita di composti di co-
stituzione simile avrebbe dovuto erescere in modo regolare con il nu-
mero di molecole o di gruppi contenuti in essi. Ed effettivamente spe-
cialmente le misure di THORPE ¢ RoDGER hanno mostrato che in qua-
lunque serie omologa di composti (p. es. idrocarburi paraffinici nor-
mali) la viscositi cresce regolarmente con il peso molecolare, se si pre-
scinde dai primi membri della serie che si comportano in modo ano-
malo. In gualche serie (aleool, acidi, grassi) si hanno inoltre irregolariti
dipendenti da associazioni.

Quindi, in serie omologhe, & possibile ricavare una indicazione
del peso molecolare dalla misura della viscosith. Ma il metodo non @
applicabile cosi alle sostanze di alto peso molecolare, perch® queste
non sono liguide o non sono fusibili senza decomposizione, e quindi non
e possibile misurare la viscosith della sostanza pura.

Bisogna ricorrere alla misura di viseositd delle soluzioni. B’ noto
che, tranne che per alecuni sali di potassio, ammonio, rubidio e cesio,
le cui soluzioni acquose o alcooliche entro certi limiti di concentra-
zione e di temperatura hanno viscositd inferiore a quella del solvente
puro, le soluzioni hanno viscositd superiori a quelle del solvente
puro, e gli incrementi per egnali aggiunte di sostanza disciolta sono
maggiori per le concentrazioni pilt elevate.

Naturalmente, se esiste una relazione che leghi tale incremento
alle caratteristiche della sostanza disciolta, questa sarh tanto pitt sem-
plice gquanto meno sard concentrata la soluzione, perché in taii con-
dizioni divengono trascurabili gli effetti dipendenti dalle azioni re-
ciproche ira le molecole del soluto, e rimangono solo quelli dipen-
denti dall’azione del soluto sul solvente. Percid tale relazione potra
essere ricavata dalla inclinazione della tangente iniziale alla curva
concentrazione-viscosita, Se si chiama v, Ia viscositd del solvente puro,
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7 quella della soluzione, si avrd per tale tangente la relazione:

(62) n=1 -+ k'c (¢ > 0).

Ora si osserva che, in generale, I'inclinazione di tale retta (ossia
il valore di k') & tanto maggiore quanto maggiore ¢ la viscosita del
solvente puro; ossia che, come & logico, l'incremento di dissipazione
di energia durante il moto per causa di una certa sostanza disciolta e
dipendente dalla viscosita del solvente: si pud scrivere, sempre inten-
dendo la relazione valevole per ¢ tendente a 0: :

{63) n ==y~ Kk tge (c— 0},
0 anche

64) I % ke (¢ 0] -
.

Si chiama viscosita relativa il rapporto ;f— ==y, acerescimento spe-
[y
cifico della viseositd dovuto al soluto (JAEGER), malamente detto gene-
ralmente wviscosita specifica, il rapporto i:;—l‘»’ == gy = Gy — 1.
Krarvur (%) definisce wviscositd intm’ns:ca il limite:

. . Ins,
(65) [%] == Hm n
C 3 0 ¢
Risulta allora
(66) = lim - %%
e>0 1, dc
e poiche
lim ~=1 , 1im %y,
e 0 7, c-»0 (g

.

la wiscosita intrinseca & appunto la k, ossia l’inclinazione della tan-
gente, per ¢ =0, della curva rappresentativa della vigcosith speci-
fica in funzione della concentrazione. ‘

I1 problema della viscosita in relazione al peso molecolare & allora
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limitato allo studio di
(67) k= lim R B lim Eﬁ;
e 0 C L2 X ¢

7

che puo avere valori diversi a seconda del modo come & misurata la
concentrazione e.

Qualora non si voglia fare nessuna supposizione sullo stato della
sostanza in soluzione, ma si voglia rimanere ai puri dati sperimentali,
¢ viene espressa in peso per unitd di volume di soluzione (p. es. gramini
per litro di soluzione). D’altra parte & logico pensare che I'effetto
del soluto dipenda piu dal volume occupato da questo che dal peso
di esso. Percid assai spesso al posto di ¢ si introduce il rapporto »/V
fra i volumi di soluto v e di soluzione V: & necessaria qui la cono-
scenza del wolume specifico del soluto nella soluzione. Si scrive:

(68) k== lLim e .
Lo ¥
-

Se & W, il volume specifico del soluto nella soluzione (em®/g), la
relazione fra %k, e & (con ¢ in grammi per litro) risulta

(69) o= oy e
1000

In questa relazione W, deve intendersi come W, = lim W, os-

Lo

¥

sia il limite alle concentrazioni piccolissime, e molto spesso viene ar-

bitrariamente assunto eguale al volume specifico del soluto puro.
Se la sostanza disciolta & un polimero, che sia costituito dalla

ripetizione nella molecola di un gruppo fondamentale (CH, O nei poli-

ossimetileni, C, H, O nei poliossietileni, C,H,.C,H, nei polistiroli,

C,H,,0, nella cellulosa, nell’amido, C, H, nel cauccili, ecc.), avente

un peso molecolare @, il rapporto ¢/G rappresenta una concenirazione

molecolare di gruppo, che si pud indicare con ¢, (Grundmolaritdt di

STAUDINGER). Definendo

(70 kp= lim 22
Ci;>0 Co

z
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risulta allora

We G

(71) fep = kG =k, :
1000

E’ noto che nelle miscele binarie di due componenti A e B si e
tentato di deserivere la viscosith con una relazione del tipo generale

(72) ofn)=a.9(4 (1l — ). 0(np)

dove 7, 7, M, s0no le viscosith di A, di B e della soluzione, ¢ (1) una

speciale funzione di » e , 1 — @ i rapporti molecolari di A e di B nella

soluzione. Per la ¢ sono state proposte funzioni diverse: v, log n (AR~
i

1 L
RHENIUS, LEDERER), — (BINGHAM), 3 (KENDALL e MONROE).
N

Se c¢i limitiamo a studiare le miscele estremamente diluite, e B
¢ il solvente (np==14,), si.ottiene

(73) d7sp — ¢ {24} — 9(np) .0

)G

/

°

Sia ora M, il peso molecolare del solvente e W, il suo volume spe-
cifico, M, il peso molecolare del soluto e W, il suo volume specifico:
si rieava:

= lim Y 2000 — %) o L dr
A o d (ﬂ) Ny . 9 (AD/ ('ﬂ) a (2)
v v v v
(74) &, :’?("'s) —~ () My Wy Hm 1 ?(WS)_”— o(no) MW,
i MW v, 9 () 9’ (*ig) Ms Ws
12

Appare di qui che se esiste una relazione adatta fra viscositd v,
e peso molecolare del soluto, il valore di %, pud servire a determinare
il peso molecolare. Naturalmente, per sostanze solide, il valore n, non
potri essere che un valore virtuale, caratteristico per lo stato di so-
luzione nel quale 1a sostanza si trova. Ne d’altra parte la relazione (72)
pretende di rappresentare la viscosith di tutte le goluzioni di varia
concenfrazione: & probabile che essa abbia validith limitata a con-

\

centrazioni assai basse, quale & il caso per la determinazione di %,.
Fra le varie forme della funzione ¢ proposte si puod scegliere la

Seminario Mat. ¢ Fis. di Milano - vol, XIII 2
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pitt semplice ¢(s) = 7n: risulta in tal caso

Ny = Ny ﬂlﬂ 11/() .
Ty M. s Hrs‘

{75) ke =

Se gi ammette, come del resto & il easo, che 7, sia molto piceola
rispetto a 7, D’espressione si riduce a

(76) e T Ay W
7;0 J{w H'\;
o anche
iy 1000 7, 1o 1000 3,

Come & ben noto, EINsTEIN (7), nello studio dell’effetto della
presenza di sferette rigide di dimensioni relativamente grandi sulla
viscosith del solvente, & giunto all’espressione

- v
(‘6) .ﬂ,\-p == 2,{) “’i:‘
e quindi

(79) ky =25

indipendentemente dalla grandezza delle particelle.

In questo caso evidentemente la viscositd virtuale », nello stesso
solvente, per gerie omologhe di moleeole, ossia per sferette di dimen-
sioni differenti, deve essere proporzionale al peso molecolare. Ma poi-
che il valore accessibile all’esperienza & %k, non si ha, per mole-
cole assimilabili alle sferette di EInsTEIN, la possibilita di misura del
peso molecolare dalla viseosita.

Per serie omologhe di molecole filiformi (paraffine, acidi grassi,
esteri di acidi grassi, alcool normali, poliossimetileni, poliossietileni,
cellulose, esteri della cellulosa, ecc.) STAUDINGER e collaboratori (*)
hanno trovato che k., o meglio %, & proporzionale al peso mole-
colare M ,:

(80] few = K M .

Ne risulta immediatamente che, valendo il ragionamento sche-
matico che ha condotto alla (77), la viscosith virtuale v, deve essere,
in una serie omologa, proporzionale al quadrato del peso molecolare:

1600, e .

(81) Ty == li;/m T——— M,
T
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A questo proposito si ricordi che GARTENMEISTER () trova che il
rapporto 7/M* rimane costante in serie omologhe ad una stessa tempe-
ratura per composti organici puri (non soluzioni) aventi catene con
diverso numereo di = CH,, ossia precisamente per composti 2 mole-
cola filiforme. "

La legge di Staudinger, ricavata da un ricchissimo materiale spe-
rimentale sui termini inferiori di serie omologhe, aventi pesi moleco-
lari determinati agevolmente per altra via, & utilizzata per la deter-
minazione dei pesi molecolari dei termini superiori, estrapolandola
ad essi, Si ¢ veduto che la legge vale realmente anche per tali grossi
polimeri, perche il rapporto fra %, e il peso molecolare determinato
per mezzo dell’ nltracentrifuga rimane costante al variare del peso
molecolare per serie omologhe (cosi per gli acetati di cellulosa in ace-
tone (KRAEMER e LANSING, KRAEMER), per le celluloge in soluzione
cupriammoniacale (KRAEMER e LANSING), per le nitrocellulose in ace-
tone, ecc.). Perd in qualeche caso il valore della costante & risnltato
diverso da quelle ricavato per estrapolazione. Questo non toglie che
ormai si possa ritenere perfettamente fondata la legge di STAUDIN-
GER, indipendentemente dalla spiegazione che ad essa si voglia
dare.

E’ noto che Ia legge ha dato origine a vivaci polemiche, non di
per s¢, ma per 'interpretazione che si & voluto darle, e per le eonclu-
sioni relative alla lunghezza e alle dimensioni trasversali delle mole-
cole. Immaginando che le molecole filiformi siano, nells soluzione,
perfettamente diritte e rigide, come bastoncini, e che abbiano influ-
enza sulla viscositd soltanto la lunghezza e non le dimensioni trasver-
sali della 1nolecola, la legge si trasforma in una proporzionalita fra &,
e la lunghezza delle molecole, da cui si possono calcolare la lunghezza
stessa e successivamente le dimensioni trasversali: eosi la piccolezza
di ¥, per Pamido in confronto al &', per la cellulosa mostrerebbe
la minor lunghezza della molecola di amido a paritd di peso molecolare.

Purtroppe € assal poco probabile che strufture estremamente
lunghe e sottili come guelle delle molecole filitormi possano rimanere
diritte quando sono disciolte in un solvente; per quanto si possa pen-
sare ad una tendenza a rimanere diritte, & assai piu probabile che le
molecole stesse siano piu o meno raggomitolate, e in continuo cambia-
mento di eonfignrazione, per cul non & possibile che assegnare valori
medi nel tempo per le dimensioni della porzione di spazio occupata
da ciascuna,. ' '

D altra parte e possibile vicavare, per via idrodinamica, quale
sia Veffetto, sulla viscositdh del solvente, di oggetti disciolti di forma
ellissoidica molto allungata o di bastoncini diritti, supposti rigidi {*);
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a seconda delle ipotesi adottate per semplificare il problema, per le
quali rimando alle note originali, sono state ottenute formule diverse,
che possono scriversi come segue:

(82) ky==25+ {—(;— KunN, GurH (7

1,15 f EisexscHirz (%), per

(83) o = = In2f J molto grande

+
V& ? . s)( 3 (1‘ 1‘)
Bl2ft—b+ —o|l——+(=fP+—]|7
(\7 2 "J\ 2 \2f 4)‘

_ 72 1 EISENSCHITZ, JEFFERY,
+ ; BURGERS (79)
2 23
A+ 1 1+ L 3 e _
2 4
essendo
(85) 5= n(f+V7FF—1) ,

la quale, per f molto grande rispetto a 1, si pud ridurre a

(86) ke = 2 +08 .
15(ln 2f — 1.5)

In queste espressioni f rappresenta il rapporto /b fra il semi-
asse maggiore e il semiasse minore degli ellissoidi di rotazione assimi-
labili alle molecole in questione (lunghezza = 24, diametro == 2b), e
In & il logaritmo naturale.

La relazione di KuHN, che & di assai comodo impiego, & quella
che fornisce i valori pilt alti; la prima di EisenscHITZ di valori assai
piceoli, ma & stata dedotta solo per particelle non soggette a moti
browniani; per la formula completa (84) BURGERS da una tabella di
valori.

Le formule idrodinamiche approssimativamente richiedono una
relazione quadratica fra f e %,.

Se si ammettessero molecole diritte, aventi lunghezza propor-
zionale al peso molecolare e diametro sempre uguale, si dovrebbe
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avere all’ineirca proporzionalitd fra %, e il quadrato del peso mole-
colare; ossia le formule idrodinamiche sarebbero in netta contrad-
dizione con la formula di STAUDINGER.

Ma si ricordi che le formule suddette sono dedotte nell’ipotesi di
ellissoidi rigidi immersi in un liquido viscoso che aderisce completamente
alle loro superficie. La prima ipotesi & poco probabile per le molecole
assal lunghe, come & stato detto prima: se essa fosse vera, ossia la mo-
lecola fosse come un, bastoneino rigido, la seconda non sarebbe in ge-
nerale soddisfatta per molecole filiformi, perché le dimensioni tra-
sversali di queste sono comparabili con le dimensioni delle molecole
del solvente. B’ assai pitt probabile il caso che le molecole siano pilt o
meno aggomitolate: in tal caso, a parte 'ipotesi di rigidita, il rapporto
f non ha piu niente a che fare con il peso molecolare, in quanto pud
soltanto definire la configurazione media della molecola-gomitolo
durante il moto; e inoltre non si ha nessuna indicazione relativamente
al volume specifico che la molecola aggomitolata ha mnella soluzione,
dato che il gomitolo racchiude inevitabilmente un certo volume di
solvente. Sono percid senza significato i tentativi di calcolare le di-
mensioni molecolari dalla viscosith attraverso le formule idrodina-
miche; d’altra parte la forioula di STAUDINGER serve benissimo per
definire i pesi molecolari, noto che sia il k', della serie omologa di
composti, ma non pud essere usata per dedurre la lunghezza della ca-
tena del composto, se non si fa insierne gualche ipotesi sui legami dei
singoli gruppi nella catena stessa.

Si pud calcolare ’aggomitolamento probabile nell’ipotesi di ro-
tazione pitt o meno libera della catena intorno ai legami semplici:
risulta una lunghezza efficace che cresce secondo una potenza (fra
2/3 e 1;2) del peso molecolare, e guesto darebbe un accordo qualita-
tivo con i dati sperimentali di viscositid (7), quando si ammette che
il volume virtualmente ocecupato dalla molecola, dal quale dipende
la viscosith 1s,, cresca col cubo della lunghezza efficace. Naturalmente
anche in questa considerazione non si possono invocare pit le de-
duzioni idrodinamiche.

Ammesso che la legge di STAUDINGER valga come legge sperimen-
tale essa & estremamente comoda per la determinazione dei pesi mo-
lecolari quando si siano previamente determinate le ecostanti %',
della serie di composti: si hanno cosi i valori segnenti:
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paraffine in tetracloruro k,, = 1,14 . 107
poliossimetilene in cloroformio 2,4.107"
poliossietilene in benzolo 1L,8.10 ¢
triacetilcellnlosa in m. cresolo 63.107°
» in cloroformio 3,3.1071
amido in formammide 0,63.107% 1.6.10 5 1,3.107* (™).
polivinilacetato 2.6.107
poliindene 1,8. 10"
polistiroli ) 1,8.10 °
celluloga in cuprammeonio 5,107
triacetilamido in cloroformio 1,02 . 107"
» in m. cresolo 0,93 . 107
nitrocellulosa in acetone 10 —11.10"
nitroamido in acetone 0,68 .10

E’ stato tentato di ricavare informazioni cirea il peso molecolare
dalla forma della curva u.,-concentrazione per concentrazioni al-
quanto elevate (™): e necessario introdurre due costanti caratteri-
stiche anziche una sola, ma la complicazione dei fenomeni che inter-
vengono nelle soluzioni mediamente concentrate rende difficile 1'in-
terpretazione dei dati sperimentali. Tanto piut che, come gid si & ac-
cennato, per queste soluzioni assai frequentemente si hanno fortis-
sime deviazioni dalla legge di POISEUTLLE e la viscosita & funzione com-
plicata del gradiente trasversale di velociti e anche. della durata di
movimento, sia per orientamento delle molecole, sia per variazione
delle loro condizioni di aggomitolamento e di volume occupato media-
mente dalla moleeola gomitolo.

Prima di dare qualche cenno ai risultati ottenibili sui solidi con
Pimpiego dei raggi X, conviene riassumere e considerare quanto & stato
detto finora relativamente ai metodi di determinazione dei pesi mo-
lecolari.

Ammesso che una certa sostanza si disciolga molecolarmente,
cosa che & verificabile con i criteri che sono stati indicati, il metodo
osmotico, pur con tutte le difficolta inerenti alla sua applicazione allo
studio delle molecole assai grandi, e il metodo dell’equilibrio di sedi-
mentazione, ci forniscono il peso molecolare senza necessitdy di ipotesi
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di forma o della conoscenza di speciali costanti. Corrispondentemente
questi metodi non c¢i dicono nulla sulla forma delle moelecole stesse
in soluzione.

Il metodo osmotico inoltre prescinde anche dalla conoscenza del
volume specifico del soluto nella soluzione, che ¢ invece indispensa-
bile per il metodo dell’equilibrio di sedimentazione, e per il quale poco
si pud sapere specialmente per molecole molto solvatate o aggomi-
tolate a gomitolo pilt o0 meno « vuoto »,

Legati invece alla forma (e sempre al volume specifico) sono il
metodo della diffusione e quello della velocith di sedimentazione:
essi possono dare la grandezza molecolare solo per molecole sferiche,
se non si fanno altrve ipotesi che quelle/di validith della formula di BIN-
STEIN. Naturalmente la combinazione dei risultati dei due metodi
eliming il fattore forma e pud dare il peso molecolare senza ipotesi
circa, quest’ultima (la costante D ettenuta per diffusione si introduce
nella formula della sedimentazione). Il fattore forma o solvatazione
pud poi essere dedotto dal confronto con 1'ipotesi di sfericitd e di non
solvatazione.

Tra tutti i metodi, quello viscosimetrico assume una posizione
speciale: da esso, su un prodotto nworo, non si pud ricavare nulla;
tutt’al pil, se si ha fiducia pelle formule idrodinamiche, una indica-
zione suwlla forma delle particelle in soluzione, ma nessun dato cirea il
peso molecolare (in conformity del resto al risultato di EINSTEIN cirea
I"indipendenza di %k, dalla grandezza delle particelle). Solo se, con I'im-
piego degli altri metodi (in particolare quello osmotico o quelli di se-
dimentazione) o con l’estrapolazione in serie omologhe, si & potuto
comprovare la validith della legge di STAUDINGER e determinare il va-
lore della %', il metodo diviene prezioso, per la sua comodita, nello
studio dei pesi molecolari dei prodotti della stessa serie omologa. Na-
turalmente la forma puod essere dedotta poi, con le ipotesi diverse che
si possono fare circa il significato della legge di STAUDINGER.

Noto il peso molecolare, i metodi chimici, specialmente quelli
del gruppi terminali, sono necessari per la determinazione della formas:
cosi quando Hirst e YOUNG trovano viscosimetricamente per ’amido
pesi molecolari altissimi (da 20.000 fino a 700.000) mentre costante-
mente si ha un groppo terminale ogni 6000 = 7000 unita di peso mo-
lecolare, ¢ immediata la deduzione di una struttura ramificata deil’a-
mido, ogni ramo avendo 24 + 30 unitad di glucosio (*).

Rimane da fare qualche breve accenno ai metodi rontgenografiei.
Il valore del metodo rontgenografico per la determinazione dei
pesi molecolari, 0 meglio delle dimensioni molecolari, & assai limitato.



— 184 —

Per mezzo di esso non si pud distinguere fra quella che & una ri-
petizione regolare di gruppi entro una stessa molecola e quella che & una
successione regolare di molecole. Si puo solo parlare di periodo di iden-
tith in una certa direzione, senza distinguere se il periodo & deniro
una molecole o & fra molecole diverse.

~

Cosi ormai & riconosciuto che il periodo di identitd 10,3 + 10,4 4
lungo ’asse della molecola di cellulosa & la distanza corrispondente
a 2 gruppi di glucosio, che costituiscono cosi Punité di ripetizione
della catena di cellulosa; non & percidé possibile per mezzo dei raggi X
determinare 1’effettiva lunghezza delle catene di cellulosa allo stato
solido.

La possibilith che i polimeri potessero avere catene assai pil
lunghe delle celle elementari, venne dapprima discussa da POLANYI e
Herzoe (1921), poi da KATZ e WEISSENBERG (1924-1925). La prova di
questo si ebbe nel 1927, con lo studio rontgenografico dei poliossime-
tileni (*') per i quali Panalisi dei gruppi terminali dopo acetilazione
o metilazione d il peso molecolare, e accurato frazionamento permette
la separazione di individui ben definiti, per lo meno per i pesi mole-
colari fino a ecirca 20 gruppi CH,O. L’analisi rontgenografica fornisce
un gruppo di linee, eguale per tutti i diversi polimeri, e un gruppo cen-
trale le cui distanze sono dipendenti dal peso molecolare: il primo gruppo
definisce ’unith di polimerizzazione — CH,O ——, le altre interferenze
definigscono la lunghezza totale della catena, che risulta proporzionale
al numero di gruppi costituenti. Per i polimeri con piu di 20 gruppi
~— CH,0— non e possibile un frazionamento sufficiente: la presenza di
individui di diversa lunghezza non permette corrispondentemente il
comparire delle interferenze centrali. Questo avviene per tutti i po-
limeri lineari molto grandi, ecostituiti da associazioni di molecole di
diversa Innghezza. :

La determinazione di uno o pit periodi di identitad non & che il
primo passo verso la determinazione della struttura cristallina effet-
tiva: nei polimeri lineari che siano miscele di diversi pesi molecolari
il massimo di ordinamento che ei si pud aspettare & quello di fibre a
molecole parallelizzate e ordinate regolarmente nella sezione trasver-
sale alla fibra o di pellicole con molecole completamente orientate.

L’analisi rontgenografica permette in tal caso di definire una
struttura probabile, con determinate distanze fra catena e catena e
con determinati angoli di reticolo (**). E si trova in generale che le
distanze fra catena e catena, qualora non si abbiano catene laterali,
corrispondono alla distanza fra strutture unite da valenze secondarie:
questo conferma allora che le molecole anche nel solido sono filiformi.

I’esame di alcune proteine cristallizzate (pepsina, insulina) ha
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mostrato celle probabili assai grandi; interpretabili come contenenti
un certo numero (pepsing 12, insulina 26) di molecole aventi il peso
molecolare definito con gli altri metodi, ciascuna come uno sferoide
appiattito denso, con larghi spazi fra 'una e I’altra (%).

L’egsame di fibre proteiniche ne definisce il periodo di identita

come la distanza fra due legami proteinici (3,5 + 3,38 ;1), guindi
conferma la struttura filiforme, con numerose interessanti variazioni
dipendenti dalla condizione di tensione e di stiramento della fibra
stessa (cheratina). :

Da quanto si & detto i risultati del metodo rontgenografico si ri-
feriscono piuttosto all’ordinamento delle mwolecole che alla struttura
ed alla dimensione di queste, individualmente considerate. Percio il
metodo esula un po’ dal nostro argomento; appunto per questo non
mi diffondo sui cospicni interessanti risultati ottenuti sulle cellulose,
sul caueeill, sull’amido, sulle proteine, ecc., tanto pin che si entrerebbe
allora nel campo della struttura submicroscopica del protoplasma,
del nucleo e dei prodotti naturali derivati da esso, circa la quale il
metodo rontgenografico, unito a metodi ottici e a metodi chimiei, ha
potuto illuminare numerosi punti (*4).

Queste ricerche e questi risultati collegano la fredda determina-
zione chimico-fisica dei pesi molecolari e delle forme molecolari al
mistero della vita nelle cellule, ci fanno intravedere le catene o i go-
mitoli o gli ellissoidi, di cui studiamo le caratteristiche con i metodi
che abbiamo descritto quando purtroppo sono ormai avulsi dalla vita,
proprio nel loro generarsi e distruggersi, nel loro delicato equilibrio
legato a condizioni ambientali in realtdh sconosciute, nelle loro reci-
proche relazioni cui ciascuno contribuisce in modo perfettamente de-
finito, nella loro « vita» di molecole cui la « vita » dell’individuo & le-
gata, e ci fanno pensare che persino alla trasmissione dei caratteri di
generazione in generazione provvedono, nel mistero della riproduzione,
quelle grosse molecole che noi schematizziamo finora con un peso e
con un fattore di forma, ma che sappiamo essere, nonostante P'ana-
logia di costruzione, perfettamente specifiche, assolutamente « indivi-
dui » nelle loro proprieta.
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