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Caratterizzazione di macromolecole in soluzione:

Osmometria

Cromatografia di Permeazione su Gel (GPC)



PESI MOLECOLARI

•Uno dei problemi che si presenta sempre quando si studiano
polimeri è quello della determinazione del peso molecolare.

•I polimeri possono essere monodispersi o polidispersi.

•Monodispersi: tutte le catene hanno lo stesso peso molecolare (es. 
proteine).

•Polidispersi: le catene hanno una distribuzione di persi molecolari 
(es. polimeri di sintesi). In questo caso i valori che si danno sono 
quelli relativi alle medie.



(cromatografia)

Caratterizzazione dei polimeri in soluzione
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Distribuzione di pesi molecolari

, gel elettroforesi

, spettrometria di massa
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Per soluzioni reali (diluite) la pressione osmotica è data dall’espansione del viriale:

π

𝑅𝑇𝐶
=

1

𝑀
+ 𝐴2𝐶 + 𝐴3𝐶

2 + 𝐴4𝐶
3 +⋯















++=

→=

==

=

=















...
1

0Cper     

BC
M

RT
C

M

RT

C

M

c

c

N

MN

M

c

M

c

RT
C

cC

n

n

i i

i

i

i

i

i

i

ii

n

i

i

i i

i

i i







1/Mn

𝝅

𝑹𝑻𝑪
=

𝟏

𝑴𝒏

𝜋

𝑅𝑇𝐶
=

1

𝑀𝑛
+ 𝐴2𝐶 +⋯

Per soluzioni «reali» diluite
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Esiste una condizione sperimentale, 

condizione Θ, in cui A2=0, 

dipendente da solvente e 

temperatura. In questa situazione si 

ha la compensazione delle forze 

attrattive e repulsive tra soluto e 

solvente



FRAZIONAMENTO
Le distribuzioni di pesi molecolari possono

venire frazionate anche per:

•SOLUBILITA’  (solventi)

•DIMENSIONE  (ultrafiltrazione e dialisi)

•CARICA ELETTRICA  (elettroforesi, pH,...)

•AFFINITA’ PER ALTRE MOLECOLE  (cosoluti)

NB: queste sono anche tecniche di PURIFICAZIONE





Gel Permeation Chromatography
(GPC o SEC and HPSEC)
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Nome commerciale Materiale Campo di frazionamento (kD)

Sephadex G-10 Destrano 0.05 - 0.7

Sephadex G-25                          Destrano 1 - 5

Sephadex G-50 Destrano 1 - 30

Sephadex G-100 Destrano 4 - 150

Sephadex G-200 Destrano 5 - 600

Bio-Gel P-2                               Poliacrilammide 0.1 - 1.8

Bio-Gel P-6                               Poliacrilammide 1 - 6

Bio-Gel P-10                              Poliacrilammide 1.5 - 20

Bio-Gel P-30                             Poliacrilammide 2.4 - 40

Bio-Gel P-100                            Poliacrilammide 5 - 100

Bio-Gel P-300                            Poliacrilammide 60 - 400

Sepharose 6B Agarosio                                                     10 - 4000

Sepharose 4B Agarosio                                                     60 - 20000

Sepharose 2B Agarosio                                                     70 - 40000



KSEC  è il coefficiente di ripartizione del soluto tra la fase 

mobile (Vp) e la fase stazionaria Vi (0<KSEC<1):

KSEC=Vp/Vi

VR=V0 + Vi KSEC
eq. di Martin-Synge

Vt = Vi + V0 + Vg          



VR=V0 + Vi KSEC











GPC preparativa

GPC analitica







l’eluente







LALS
Low Angle Laser Light Scattering

con



Rivelatore LALS

=3-6°

LALS
Low Angle Laser Light Scattering
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Selettività
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Cromatografia su Sephadex G-200. Volume di eluizione relativo verso il logaritmo 
della massa molecolare.  Le proteine arancioni sono glicoproteine.

Curva di calibrazione per proteine 

globulari


