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Tema 2: Centrifugacion

Hay material adicional en la pagina web de la asignatura (se accede desde la pagina del
Departamento: http://www.uah.es/otrosweb/bioquimica)

La centrifugacion es una técnica de sedimentacion, acelerada gracias al uso de fuerza centrifuga. Se aplica al
analisis o a la separacion de mezclas de particulas, células, organulos o moléculas.

Teoria de la centrifugacion y aspectos cuantitativos: véase Luque, p.123 o Freifelder, p.298.

Instrumental

1. Tubos

De vidrio o plastico. Resistentes quimicamente (disolventes, reactivos) y fisicamente (tensién a las velocidades
elevadas que se emplean). Diversos tamafios y formas. Plasticos especiales para altas velocidades.

¥
De fondo De fondo =1 Tubo Falcon

conico redondo  Tubo Eppendorf (50 mL)
(1,5 mL)

Tubo especial
listo para sellar

2. Centrifugas
Se puede regular velocidad, tiempo, temperatura. Elevadas velocidades (102-105 rpm).

3. Rotores
Dos tipos: angular y basculante

rotor de brazo basculante

fuerza centrifuga
—

LA CENTRIFUGA
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Modalidades
Segun la velocidad:

Criterio aproximado:
Centrifugacién a baja velocidad menos de 10.000 rpm
Centrifugacién a alta velocidad entre 10.000 y 20.000 rpm
Ultracentrifugacion mas de 20.000 rpm

Segun el propésito:

1. Centrifugacion analitica

Objetivo: medir las propiedades fisicas de las particulas que sedimentan, tales como su coeficiente de
sedimentacion o su masa molecular. Especialmente en la variante ultracentrifugacion analitica.

Las moléculas se observan mediante un sistema éptico durante la centrifugacién. Los tubos de centrifuga
deben ser de cuarzo para dejar pasar la luz visible y ultravioleta. Rotor basculante, observacion en vertical.

2. Centrifugacion preparativa

De uso mas comun. Objetivo: aislar particulas, células o moléculas para su analisis o utilizacion posterior. En
general, se emplea mayor cantidad de muestra que en la analitica.

Segun el medio en el que se centrifuga y la forma como se aplica
la muestra:

1. Centrifugacion diferencial

(También llamada de frontera movil). El tubo se llena con muestra y se centrifuga. EI comportamiento de cada
componente de la muestra depende de su forma, tamafo, densidad y, l6gicamente, de las condiciones de
centrifugacion. Se obtienen sélo 2 fracciones: sedimento y sobrenadante.
[Nota: la palabra precipitado es mas adecuada para algo insoluble, que precipita por centrifugacién o por
otros mecanismos (por €j., una reaccién quimica); sedimento es mas correcto para lo que se ha forzado
a ir al fondo pero seguiria siendo soluble; pellet es una palabra inglesa para lo que queda compactado en
el fondo como consecuencia de la centrifugacion]
Una aplicacion tipica es el fraccionamiento subcelular (separacién de los distintos componentes de una
célula, principalmente de los organulos) (véase Luque o Alberts) empleando sucesivas centrifugaciones a

velocidad creciente.
[ centrifugacion a velocidades y tiempos crecientes > \\

700 xg, Moo—x;,A M} 150.000 g,
10 min 15 min 1h 3h
> sobre- sobre- sobre-
nadante nadante nadante
fugacion A fugacion
homogenado
(suspension = — — ——
homogénea) sedimento: sedimento: edimento: sedimento:
restos de células, mitocondrias, microsomas ribosomas
nucleos y lisosomas y y pequefias y grandes
citoesqueleto peroxisomas vesiculas macromoléculas

2. Centrifugacioén zonal o de velocidad de sedimentacién

La muestra se aplica en una capa delgada sobre el medio de centrifugacion, que es un gradiente de
densidad. Bajo la fuerza centrifuga, las particulas sedimentan a través del gradiente concentrandose en zonas
0 bandas discretas. Su velocidad de avance (y, por tanto, el mecanismo de la separacion) depende de su
tamaio, forma y densidad; todos estos parametros se combinan en el coeficiente de sedimentacion
velocidad de sedimentacion

aceleracion centrifuga

Coeficiente de sedimentacion = S=

que se mide en unidades Svedberg (1 S = 10" segundos).
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La centrifugacion debe terminar antes de que alguna de las particulas separadas llegue al fondo del tubo. Los
componentes separados se recogen individualmente aspirando con mucho cuidado las diferentes bandas o,
mejor, perforando el fondo del tubo y recogiendo en fracciones el liquido que cae.

% Dibujo animado de la separacion.

El gradiente de densidad se crea mediante un gradiente de concentracion: concentraciones crecientes, al bajar
en el tubo, de un componente adecuado. Se usan para ello sacarosa, cloruro de cesio, albumina, suero fetal
bovino..., o medios comerciales como Ficoll —un polisacarido sintético-, Percoll, metrizamida....
Se puede preparar:

a) un gradiente discontinuo o escalonado, manualmente

b) un gradiente continuo, empleando un aparato formador de gradientes

C) un gradiente continuo autoformado, si se crea mediante centrifugacién, normalmente a la vez que se

fracciona la muestra

Gradiente preformado Gradiente autoformado
Gradiente discontinuo Gradiente continuo Gradiente continuo
Ejemplo de preparacion, mediante Ejem(iplo de preparacion, Ejemplo de preparacion, mediante centrifugacion.
mezcla de varias disoluciones mediante mezcla de 2 El gradiente se va formando a la vez que se
(valido para centrifugacion zonal ¢ | disoluciones en un dispositivo separan los componentes de la muestra.
isopicnica, dependiendo de las formador de gradientes (El ejemplo, CsCl, no se usa para células ,
densidades elegidas y del tiempo agitador sino para separar acidos nucleicos)
de centrifugacion)
c— c— c—
Se ultgqce{ltﬁ_fuga
; 10% 1.038 una disolucion ultracentri-
Se %Z%%than ° 5% 30% concentrada de fugacion
sucesivas de 15% 1.059 Se llena el CsCl que (&)
distinta tubo con la sedimenta >
concen-  20% 1.081 mezcla gradualmente .
tracion de gradual de formando un 20((?063)6
sacarosa  25% 1.104 . dos gradiente 20h &
(y distinta disoluciones de concentracion )
(ﬂ:nsidad) 30% 1.127 de distinta U y de densidad \_/ U
(%pesolvol) (g/cm?) c(oynggg;ri?igl((l))n 5 arriba; 1.66 g/om’
d=1.70 g/om’ abajo: 1.76 g/cm3

Con esta técnica se consigue, por ejemplo, separar todos los tipos celulares sanguineos, purificar
espermatozoides viables, separar células viables y no viables de tejidos desagregados y muestras con células
en suspension, etc.

3. Centrifugacion isopicnica o de equilibrio de sedimentacion

Se utiliza también un gradiente de densidad, pero en este caso el tiempo de centrifugacion es lo
suficientemente largo (hasta 1 o 2 dias) como para que se alcance el equilibrio de sedimentacién (entre la
fuerza centrifuga, el empuje hidrostatico de la célula y su difusién). Para conseguirlo, se usan gradientes
continuos que cubren todo el intervalo de densidades de los componentes de la muestra: en el fondo del tubo
la densidad del medio ha de ser mayor que la del componente mas denso. De esta forma, independientemente
del tiempo de centrifugacion, las particulas, células, etc. nunca sedimentaran en el fondo, sino que alcanzan
una posicion estable intermedia en el gradiente, donde se concentran en una banda muy estrecha (mejor
resolucion). Lo mas frecuente es mezclar la muestra con el material que formara el gradiente y generar un
gradiente autoformado a la vez que se hace la separacion. Requiere velocidades muy altas (ultracentrifugacion)
para que se forme el gradiente.

Ademas de la mayor resolucion, lo interesante de esta técnica es que separa exclusivamente segun la
densidad de los componentes de la muestra, que se situan en la posicién del gradiente donde la densidad del
medio es igual a la suya propia (isopicnica = de igual densidad, en griego).
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Disclucicn de
Dajer considad

Disolucidn do
elzvada dansidad

Tubc ca centrifuga —-,
LS

G-adiente de densidad — -

A
Preparacion de un gradiente
continuo con un dispositivo
formador de gradientes

Separacion por el
ceeficiente de

Centrifugacién zonal. Las etapas son (A) formacién
de un gradients de densidad, {B) colocacion de la
muestra encima del gradiente, (C) colocacién del
tubo en un rotor oscilante y su centrifugacion v (D)
recoleccion de las muestras.

| : sec mantacion
Calzcacion de )
a muestra [, 2
> “
__Rotor
|
|
|
|
B C

Fraccioras racogidas
a través de un crificio
ﬁ en e fordo deltubs

Comparacién e informacion adicional:

Centrifugacion
diferencial

componente
mas lento

fuerza centrifuga
[ ]
[ J

componente
mas rapido

(]
v
Rotor angular, generalmente

Separacién en funcién principalmente
del tamarfio, pero también del
coeficiente de sedimentacion S, que
depende de la masa (tamafio x
densidad) y de la forma. (medido en
Svedbergs, 1S = 1013 segundos)
Aplicacién: separacion de tipos
celulares, fraccionamiento subcelular
(separacion de organulos), separacion
de asociaciones macromoleculares,
etc.

4. Métodos de barrera

Centrifugacion zonal o de
velocidad de sedimentacion

Centrifugacion isopicnica o de
equilibrio de sedimentacion

(en gradiente preformado,
continuo o discontinuo)
C ) C 7

%2

muestra
l"..‘.: componente
mas lento
—> |g0%0
0%

0%
Rotor basculante.

Separacién en funcion del coeficiente
de sedimentacion S, que depende de
masa y forma. El gradiente evita la
mezcla por conveccion/difusion:
bandas bien separadas. Se detiene la
centrifugacion antes de alcanzar el
equilibrio. Densidad maxima del
gradiente < densidad de los
componentes de la muestra.
Aplicacién: separacion de
macromoléculas, de organulos
similares, etc.

componente
mas rapido

(generalmente en gradiente preformado
o auto-formado, continuo)

C J C 2
[ X
DN
° e%e
50 ° @ ee| componente
°qe menos denso
° —
L J .:
L) o%e
L]
X J
L]
.'o O £,%% | componente
o, mas denso

Rotor basculante.

Separacién en funcion de la densidad.
El gradiente evita la mezcla por
conveccion/difusion: bandas bien
separadas. El tiempo de
centrifugacion es lo suficientemente
largo como para que se alcance el
equilibrio. Densidad maxima del
gradiente > densidad de los
componentes de la muestra.
Aplicacién: separacion de moléculas
de 4cido nucleico, purificacion de
acidos nucleicos, etc.

Método rapido, tipico por ejemplo en la obtencion de leucocitos de sangre circulante libres del resto de células
sanguineas. Se trata de una centrifugacion a través de un medio de densidad constante (se podria considerar
como un gradiente escalonado de una sola

etapa). La densidad de este lecho debe ser
intermedia entre la de los tipos celulares que
se quieren separar. Se emplean para ello
medios comerciales como Ficoll-Paque,
Lymphoprep y otros muchos, formados
generalmente por mezclas de Ficoll (un
polisacarido sintético) y metrizamida (un
compuesto sintético yodado). Se dispone de
varios medios con densidades adecuadas
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para la separacién de tipos celulares concretos; por €j., Nycoprep-1.077 para células mononucleares,
Nycoprep-1.068 para monocitos, Polymorhoprep para células polimorfonucleares, o Nycoprep-1.063 para
plaquetas.

Calculos

Conversion de velocidad de giro (revoluciones por minuto, rom) a aceleracion centrifuga (fuerza
centrifuga relativa, FCR, sin unidades):

Se conseguira una misma separacion en 2 centrifugas distintas cuando sea igual FCR, no si es igual la
velocidad de giro (rpm). Es importante, por ello, dar las condiciones de centrifugacién en FCR, no en rpm.
La FCR es lo que coloquialmente se llama “numero de ges”, porque se mide empleando como unidad la
aceleracion de la gravedad, g. Se expresa asi, por €j., “una centrifugacion de 15 min a 20.000 g ”
(0“a20.000xg").

La relacion entre ambas depende del radio del rotor (medido desde el eje de giro hasta la posicion de la
muestra en el tubo) asi:

La separacion por centrifugacion depende de la masa celular (m), del radio de giro del tubo, o radio del
rotor, donde se coloca la muestra (r) y de la velocidad alcanzada por la centrifuga (o o v) :

mB3° mk m@’F md O _
r r @ r@° t?
= m 21 OF [F = 39,48 (n (V3

m o’ @ =

F=m@d =

Siendo:
F. = fuerza centrifuga
m = masa de la célula
a = v%/r = aceleracion; si es a gravedad unidad, a=g=9,8 m/sZ = 980 cm/s?
v = e/t = velocidad lineal de la muestra en el tubo (cm/min)
r = radio de giro, medido entre el punto medio del tubo de centrifuga y el eje de rotacion (cm)
e = espacio lineal recorrido, si el movimiento fuese lineal (cm)
t = tiempo de sedimentacion empleado al centrifugar (min)
¢ = angulo recorrido en el movimiento de rotacion (radianes = angulo cuyo arco es igual ar); (¢ =e/r)
o = ¢/t = velocidad angular, pues el movimiento es de rotacion (radianes/min= min'")
v = velocidad de giro (revoluciones por segundo = rps, o revoluciones por minuto = rpm); (W= 2T V)

b} 2
FCR=%=E=39,4SDnD) G

- = 0,04030° [ em™ 37
g m®80 cm/s

g
_ 0 _ 01 _Hgr
V=g bn=prEe - =plOE = -Hm

0
FCR = 0,0403 (I} g D%g%cigmmmmm" 52 =11,1900° @g [%@
pm 3600s [ [Hom H pm m

v:i D
89365

(Habitualmente escrito como FCR =11,1900° V* G = )

Ejercicio resuelto: El n® de g alcanzado en un rotor de centrifuga, de 5 cm de radio, que gira a una
velocidad de 10.000 rpm es: FCR = (10.000)2 - 5/ 89.365 = 5.6009

Conviene saber manejar esta conversion.
¥y Calculo de FCR a partir de rpm, y viceversa, para distintos radios de giro del rotor.
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