CARATTTERIZZAZIONE DI MACROMOLECOLE IN SOLUZIONE DILUITA
L’utilizzo di soluzioni diluite al fine della caratterizzazione (determinazione delle masse molecolari medie e delle dimensioni molecolari medie)  delle macromolecole è importante, in quanto hanno una concentrazione tale, da poter considerare leavere informazioni sulle singole molecole di polimero.
E` opportuno quindi, ottenere una soluzione omogena in cui le catene polimeriche siano distribuite statisticamente e separatamente in tutto il volume.
 
Consideriamo il processo di dissoluzione, i cui stadi variano a seconda del tipo di solido in esame.
Per un solido cristallino, il primo stadio consiste nella rottura delle interazioni del reticolo cristallino, la cui solubilità è inversamente proporzionale all’entalpia di fusione (e quindi alla temperatura di fusione). 
Il secondo stadio è caratterizzato da un’energia di scambio utile a garantire la perfetta miscibilità dei due liquidi (mescolamento casuale delle molecole di soluto con il solvente) e l’assenza di forti interazioni omo-tattiche che porterebbero ad una ri-associazione delle molecole di soluto.
Per un solido amorfo essendo per definizione fisica un liquido sotto-raffreddato, è permessosi saltare il primo stadio. Quindi il processo di dissoluzione è caratterizzato dal mescolamento di due liquidi, ponendo attenzione però, al fatto che il liquido sotto-raffreddato ha una viscosità interna e forze di coesione elevate. Pertanto, tale processo è termodinamicamente favorito ma cineticamente lento.
Al fine di ovviare a questo problema, si utilizza il processo di liofilizzazione: si congela il sistema a bassa temperatura e in modo rapido per favorire la formazione di cristalli piccoli e distribuiti omogeneamente (fase di nucleazione); si sublima il solvente (fase di essiccamento primario) tramite azione del vuoto e aumento della temperatura. Per avere una continuità del processo si deve avere un continuo apporto di calore alle molecole del congelato (in caso contrario la sua temperatura diminuirebbe fino ad arrestare il processo di essicamento) e l'evacuazione progressiva del vapore prodotto (camera di condensazione).	Comment by Paola Cescutti: Non capisco
L’evaporazione del solvente dalle maglie della struttura raffreddata, comporta la formazione di cavità, nelle quali potrebbero essere presenti altre tracce di acqua. Quindi si procede con l'essiccamento secondario o desorbimento perché si riferisce all'eliminazione del solvente adsorbito tramite un ulteriore innalzamento di temperatura.  Pertanto, le cavità formate e liberate dall’acqua, permettono al solvente di entrare e ottenere delle catene disperse e non compatte.	Comment by Paola Cescutti: Di che tipo di liofilizzazione si tratta?
METODOLOGIE SPERIMENTALI PER LA DETERMINAZIONE DELLA MASSA MOLECOLARE

[image: ]

Osmometria a membrana
L’osmometria si basa sulla modificazione del potenziale chimico della soluzione, dovuta alla pressione osmotica. Essa è una proprietà colligativa che nel caso dell’osmometria a membrana coinvolge due soluzioni a diversa concentrazione separate da un una membrana semipermeabile  (permette il passaggio del solvente ma non del soluto).
[image: ]                                                                                       Fig1:Schema di principio di un osmometro a
membrana
µ1 e µ10 : rispettivamente potenziale chimico del solvente e del solvente puro
µ1 <µ10 : Passaggio molecole di solvente da destra verso sinistra. 

Processo continua fino ad aumento del battente idrostatico che provoca una sovrapressione che innalza il potenziale chimico del solvente fino a che µ1 =µ10: il passaggio del solvente è bloccato e la pressione alla quale il sistema è all’equilibrio è la pressione osmotica .

L’equazione termodinamica per la pressione osmotica di soluzioni diluite, per una molecola di massa molecolare M2 e concentrazione di soluto c2, è la seguente: 

e M2 sono dunque inversamente proporzionali e per non falsare la misura della pressione osmotica, è necessario che le masse molecolari in esame siano comprese tra il limite inferiore e superiore di Mi
Considerazioni:
· La permeabilità dipende dalla “bontà” del solvente: se <Rg> maggiore di <Rg>o (caso in cui le interazioni miste sono energeticamente favorite rispetto alle omologhe) allora il solvente è termodinamicamente “buono”
· Le soluzioni sono non ideali, quindi si introduce l’equazione viriale della pressione osmotica:
           C2: conc. soluto macromolecolare      
           M2: massa molecolare
  A: coefficiente viriale (A2: interazione a due parti, A3: interaz. a tre parti)
Per soluzioni macromolecolari diluite dell’ordine di 0,01 g/cm3, si trascurano i coefficienti viriali di ordine superiore al secondo e si ottiene:	Comment by Paola Cescutti: Per i polimeri va verificata la linearità per decidere se la soluzione è abbastanza diluita.


E` un’equazione di una retta (interpolante) con intercetta 1/M2 e coefficiente angolare A2
Quindi costruendo un diagramma /RTC2 in funzione di C2, per estrapolazione grafica si ottiene l’intercetta e di conseguenza M2.
Il coefficiente A2 dipende dalle dimensioni della catena e dalle interazioni attrattive e repulsive tra catena e solvente (bontà solvente). In particolare:
· A2 > 0  →  prevalgono le forze repulsive tra le catene polimeriche.
· A2 = 0 →  condizione Θ, compensazione tra le interazioni attrattive e repulsive.
· A2<0 → prevalgono le forze attrattive (tendenza di aggregazione tra le catene    macromolecolari).

[image: ]Fig.2 Diagramma della pressione osmotica ridotta di un campione di acetato di cellulosa in tre diversi solventi, acetone (a), metanolo (b) e nitrobenzene (c).


Dalla figura 2, si nota che, aumentando la polarità del solvente, aumentano le interazioni soluto – solvente, diminuendo quindi la tendenza di aggregazione tra le catene polimeriche.
Viscosità
La viscosimetria su soluzioni diluite, è un metodo sperimentale relativo (si basa su una curva di calibrazione determinata a priori), dipendente sia dalle dimensioni idrodinamiche della catena polimerica sia dalle interazioni con il solvente (e quindi dalla temperatura).
Gli strumenti utili alla misurazione della viscosità in funzione della concentrazione della soluzione polimerica sono i viscosimetri a capillare del tipo “Ubbelohde”.
Sono costituiti da tre rami:
-  ramo relativo al carico del fluido.
-  Ramo centrale. Esso viene aperto durante la misura e chiuso durante la fase di pompaggio. Serve a permettere il passaggio tramite pressione di gravità dal ramo A al B, contrastando la contropressione da parte di quest’ultimo   	Comment by Paola Cescutti: Non è chiaro
 -  ramo relativo allo scarico del fluido.
Tramite viscosimetro si ottiene una misura sperimentale del tempo di scorrimento di un volume costante di soluzione, attraverso un capillare a dimensioni definite (lunghezza l e raggio r). 
Pertanto, è possibile ricavare dalla legge di Hagen – Poiseuille, la viscosità η.

dove:
h e g sono l’altezza della colonna e la costante gravitazionale (h g ρ = ΔP è la pressione esercitata), mentre Q è una costante contenente i parametri strumentali. 
Si introduce la viscosità relativa (ηrel), nella quale non si considera la costante Q, quindi si determina anche la viscosità specifica (ηsp):	Comment by Paola Cescutti: Non è esatto dire che non si considera
	Comment by Paola Cescutti: Manca la relazione di passaggio dove interviene il tempo
dove: η e η0 sono rispettivamente la viscosità della soluzione e del solvente.

Dall’espressione empirica che correla la viscosità specifica in funzione della concentrazione di polimero c (g/dL), si ottiene l’equazione di Huggins (valida per soluzioni diluite), utile alla determinazione della viscosità ridotta ():

	

dove: k’ è la costante di Huggins (0,3 - 0,5) e [] è la viscosità intrinseca (dL/g, dimensioni di un “volume specifico”: rapporto tra il volume che la molecola occupa e la massa molecolare della stessa).
Quest’ultima è ricavabile per estrapolazione grafica (diagramma viscosità ridotta in funzione di c e K’ è la pendenza della retta ottenuta. 

Un altro tipo di viscosità è la viscosità inerente (), determinabile dall’equazione empirica di
Kraemer.
dove K’’ è la costante di Kraemer (assume valori negativi) ed è correlata alla costante di Huggins dalla relazione:
	

[image: ]Fig.3: Confronto tra la rappresentazione di Huggins e di Kraemer.
Si nota che la pendenza della retta di Huggins è maggiore di quella di Kraemer. Se le due rette non estrapolano nello stesso punto, si avrebbe un errore nella valutazione di [], in tal caso bisognerebbe modificare la misura di viscosità effettuata.	Comment by Paola Cescutti: Più che maggiore: una è positiva e l’altra negativa.
E` da considerare che nel caso di polimeri non permeabili al solvente (sfere compatte), vi sia una dipendenza lineare tra volume occupato dalla macromolecola e la massa molecolare della stessa, e quindi anche tra la viscosità intrinseca, la quale è direttamente dipendente dal solvente (a parità di massa, []  aumenta all’aumentare del fattore di espansione, correlato al solvente).
Nel caso di polimeri espansi o raggomitolati, []   varia con una potenza della massa molecolare:

dove: K è una costante del sistema solvente – temperatura; a è un coefficiente dipendente dalle caratteristiche di espansione e di forma della catena polimerica nelle condizioni sperimentali.
Esso varia da 0,5 (per forma sferica) a circa 1 (per catena molto espansa).	Comment by Paola Cescutti: Può avere anche valori maggiori di 1 per bacchette rigide
Conoscendo quindi K, tale coefficiente e fissate le condizioni del solvente e di temperatura, è possibile determinare la massa molecolare M  di un campione costituito dallo stesso polimero.
Cromatografia di esclusione sterica (SEC)
La SEC (Size Exlusion Exclusion Chromatography) o alternativamente GPG (Gel Permeation Chromatography), è un metodo sperimentale relativo che prevede la separazione in frazioni delle molecole di polimero in esame in base alla loro dimensioni.
La SEC si basa sull’utilizzo di una colonna cromatografica riempita di materiale poroso (polimeri reticolati semirigidi), in cui l’eluente e il campione in fase liquida vengono inseriti dalla testa e previa separazione, i composti eluiti vengono analizzati mediante sistemi ottici (indice di rifrazione o assorbimento della luce a λ fissata).
Il volume totale Vc è:
Vc=Vm+Vo+Vp
dove: Vm è il volume dell’impaccamento poroso; V0: volume interstiziale tra le particelle polimeriche della fase solida (il liquido in tale volume è la fase mobile);  Vp è il volume dei pori.
ll volume di ritenzione Vr dipende dal volume idrodinamico e dalle dimensione dei pori.
Nello specifico: 
· Molecole di dimensioni tale da permeare attraverso tutti i pori  hanno Vr = Vo+Vp
· Molecole di dimensioni superiore ai pori, vengono escluse con Vr = Vo
· Molecole che permeano solo in parte nei pori, hanno Vr = Vo+K Vp ; k è il coefficiente di distribuzione compreso tra 0 e 1.
[image: ]
- Sistema di iniezione del solvente.  Pompa necessaria al mantenimento del flusso costante del solvente ed eluire il solvente ad alte pressioni
- Colonna di separazione.
Fase stazionaria
Le particelle di gel vengono disidratate e mescolate con un opportuno solvente.
Devono Possono essere di forma irregolare o sferica (condizione ideale), di granulometria  100  200 mesh ma anche fino a 400 mesh; 
Fase mobile: 
· soluzioni acquose saline; si deve mantenere un determinato intervallo di pH di applicazione al fine di evitare idrolisi o modificazione del gel, non utilizzare agenti ossidanti che causerebbero modificazione della struttura dei polimeri, eliminazione dei gas disciolti 
(CO2 )per prevenire la formazione di bolle in colonna.
· solventi organici; non tutti sono compatibili con i tipi di gel e se le sostanze ottenute devono subire liofilizzazione si usano solventi volatili (es. piridina) e sali che danno prodotti volatili nell’equilibrio di solubilizzazione (es. idrogenocarbonato di ammonio).

- Rivelatori.
I migliori sono quelli dell’UV, ma i più utilizzati sono basati sulla misura dell’indice di rifrazione (misurano la differenza di n tra eluente puro e soluzione eluita)
Altre tipologie sono i rivelatori a diffusione di luce e rivelatori viscosimetrici. Questi ultimi si basano sulla relazione tra la pressione esercitata dal solvente e dalla soluzione sulle pareti del capillare attraverso il quale il liquido fluisce. Ottenuta quindi la viscosità relativa e di conseguenza quella specifica è possibile determinare la distribuzione pesata dei pesi molecolari.

DIFFUSIONE DELLA  LUCE PER LA CARATTERIZZAZIONE DI MACROMOLECOLE
Misurare l’intensità di una radiazione elettromagnetica diffusa è uno strumento importante per studiare la termodinamica di un sistema non-cristallino e le sue configurazioni. L’aspetto più importante che si può ricavare dallo studio della radiazione di diffusione è la determinazione della massa molecolare delle macromolecole in soluzione in modo assoluto. La funzione dell’intensità della radiazione diffusa è complessa e tiene conto di molte variabili come:
· Angolo di diffusione
·  Frequenza
· Polarizzazione
· Temperatura
· Concentrazione
· [image: ]Dimensione e forma delle macromolecole.
L’esperimento più utilizzato è quello che si rifà allo studio della misura dell’intensità della radiazione in funzione della concentrazione e dell’angolo tra le direzioni della radiazione incidente e diffusa. Nell’esempio illustrato abbiamo Io che è l’intensità della radiazione incidente, 
 angolo di diffusione e r la distanza del rilevatore del centro di diffusione.
In base alle dimensioni della macromolecola, è possibile contraddistinguere due possibilità: 
· La lunghezza d'onda della radiazione sia molto maggiore della dimensione della macromolecola
· La dimensione della macromolecola è maggiore della lunghezza d’onda (aggiunta di interferenza intramolecolare).
Per lo studio della funzione dell’intensità della radiazione diffusa bisogna tenere conto delle seguenti approssimazioni:
1. La soluzione polimerica è infinitamente diluita (cioè le distanze tra centri di una stessa catena sono molto più piccole di quelle tra catene diverse).
2. L'orientazione della catena è statistica rispetto alla radiazione incidente.
3. La radiazione è monocromatica e polarizzata.
4. Non esiste alcun fenomeno di assorbimento della radiazione.
5. L'indice di rifrazione del mezzo è omogeneo (quello del solvente).
6. Non si hanno fenomeni di diffusione multipla (cioè la radiazione diffusa  viene integralmente misurata).
Una molecola polimerica è costituita da N centri di diffusione e la massa molecolare è proporzionale ad N. Una volta che si inserisce la molecola in un campo elettrico questo provoca un dipolo magnetico. A questo punto ogni centro di diffusione della molecola diffonde la radiazione elettromagnetica.
[image: ]Prendiamo come modello la seguente immagine:
Si osserva che la diffusione da parte di centri vicini, provoca un fenomeno di interferenza che dipende dal raggiodalla distanza r fra i due centri, dalla lunghezza d’onda e dall’angolo dal quale viene osservato il fenomeno.
L’interazione che si va a misurare, in un intervallo temporale, è una misura che tiene conto di una media temporale delle possibili conformazioni del polimero. Si definisce quindi una funzione, detta funzione di diffusione:
[image: ]                              che considera l’intensità a =0
[image: ] 
A rappresenta l’ampiezza che definisce l’intensità della radiazione. Mentre 2 è un fattore che serve a togliere il doppio contributo dello stesso centro diffusivo.	Comment by Paola Cescutti: Non è chiaro
Ad angolo nullo la doppia sommatoria è uguale ad N2
 [image: ]
quindi la funzione di diffusione diventa:	Comment by Paola Cescutti: Non c’è conseguenza, ma una diversa definizione di cui poi si dimostrala validità
[image: ] 
Definiamo ora il vettore di scattering che tiene conto di due parametri quali l’angolo di diffusione e la lunghezza d’onda.
[image: ][image: ]
Considerando il modello rappresentato
nella figura accanto.               
Il modulo di h diventa:
[image: ]
poiché consideriamo S e So come sono versori.
[image: ]
Facendo le dovute operazioni otteniamo proprio la definizione data sopra:
[image: ]
Quindi possiamo osservare come la funzione di diffusione dipenda dalla lunghezza d’onda , dall’angolo e dalla distanza fra  i centri.	Comment by Paola Cescutti: A  questo punto si dovrebbe dimostrare che hrij rappresenta la differenza di fase.
Estendendo la funzione a tutte le possibili conformazioni della molecola, rispetto a tutte le possibili direzioni di diffusioni, ecco che otteniamo la FUNZIONE DI DEBAYDEBYE:
[image: ]
Ora è interessante mettere a confronto il raggio giroscopico con la funzione appena definita.
Considerando la definizione di raggio di girazione :
[image: ]
se trascuriamo 1 con n, possiamo scrivere al posto di n+1, N. ora quindi tale formula assomiglia alla funzione di DebayDebye.
Ponendo hrij (dove i e j sono due centri di diffusione) uguale ad “x” ecco che per x molto piccoli abbiamo un sviluppo con il Polinomioin serie  di Taylor.
[image: ]
[image: ] se ha valori piccoli	Comment by Paola Cescutti: Non si specifica chi deve avere valori piccoli
[image: ] 
Si prendono quindi i primi due valori del polinomio di Taylor, e poi si separa la sommatoria in due addendi: il primo è uguale a N, mentre per il secondo, si porta fuori dalla sommatoria il termine h, tenendo dentro solo r2.	Comment by Paola Cescutti: E’ una doppia sommatoria quindi sarà = N2	Comment by Paola Cescutti: Errore di stampa?
[image: ]
[image: ]
L’ equazione nella condizione limite, è funzione esclusivamente del raggio di girazione ed è indipendente da qualsiasi assunzione sulla forma della macromolecola, quindi un risultato che non è ottenibile da nessun altro esperimento.
[image: ]
[image: ]
Si costruisce un grafico ln(I) in funzione di  h2.
[image: ]


Dove l’intercetta corrisponde a =0.
L’equazione del fenomeno di diffusione può esser espressa considerando due variabili sperimentali; Kc indica la concentrazione di polimero, mentre R indica l’angolo di diffusione.
[image: ]              [image: ]
[bookmark: _GoBack][image: ]
L’espressione scritta, se consideriamo la concentrazione approssimativamente a zero, permette di ottenere come intercetta la massa molecolare del polimero (grafico di Zimm) 	Comment by Paola Cescutti: Non si approssima ma si estrapola
[image: ]
Possiamo ottenere due informazioni: la massa molecolare approssimando c=0 (intercetta) oppure ponendo l’angolo di diffusione uguale a 0, il valore del secondo coefficiente viriale (pendenza).	Comment by Paola Cescutti: Come commento precedente
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