Centrifugacion
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Centrifugacion: fundamentos

Velocidad angular
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Coeficiente de Sedimentacion
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>Forma: 1
- f (a): mds extendido menor S
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> Densidad: o
: mds denso, menos flotacion
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citocromo A 186 S 69.2 530 kD 103
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\ viscosidad

Ley de Stokes

<+— Ribonucleasa A (12.4 kD)

<+— Hemoglobina (68 kD)
| — Fibrindgeno (330 kD)

<+— rRNA grande (1.1 MD)

<+— Ribosoma bacteriano
B (2.5 MD)

<+— Virus del mosaico
del tabaco(40 MD)

bacteria

/

Lisosoma

/

/

mitocondria



Usos de las técnicas de centrifugacion

Tipo de
centrifuga
Centrifuga preparativa
velocidad fija

> Sedimentacion de precipitados

> Preparacion de células y orgdnulos subcelulares

Centrifugacién diferencial Rotor angular
Separacion en gradientes (sacarosa, Rotor basculante
Ficoll etc)

> Separacion por tamafios (S) Purificacién de DNA, proteinas

Purificacion de DNA, proteinas Ultracentrifuga

reparativa.
Sedimentacion en gradiente (sacarosa etc) Prep

Rotor basculante
> Determinacion de S

Sedimentacidn en gradiente de sacarosa Ultracentrifuga
analitica

> Determinacion de M,

Sedimentacidn en gradiente de sacarosa

Equlibrio de sedimenatcidn ,
Ultracentrifuga

analitica

> Determinacion de densidades /

separacion por densidades Ultracentrifuga

Centrifugacion isopicnica



Centrifugacion diferencial

——n,

~— Particulas grandes
La muestra ocupa

todo el tubo

\. “=—Particulas pequefias

Centrifugacion en
rotor angular

Tiempo definido
a)zr -t =constante

Las particulas de mayor
S sedimentan en el fondo

|

[} decantar [ ]

> |

N Resuspender y

| recentrifugar
i : % I . .
sobrenadante &/ L |\

Sedimento
(pellet)

i

Repetir el procedimiento
con el sobrenadante




Centrifugacion zonal o en bandas
(velocidad de sedimentacion)

/ Gradiente de sacarosa,

Ficoll, Percoll,, etc
preformado

N
e - ,f'y
4 / /r

0.1 M —

Muestra depositada  Banda
encima del gradiente inicial

15 M menos denso
u p> max No hay flotacién

mds denso

centrifugacion

a muy alta
velocidad —
Separacion en
funcion de S
Mr, f (a),
(gradiente "enfoca” las bandas)
m
& <+
Parar '
Cenfpifugacién ] mayor flotacion, A
antes de que se se adelanta mayor flotacién,

alcance el fondo se retrasa

Recoger las

S grande S pequeiio



Centrifugacion isopichica

Muestra disuelta en CICs
(2-6M), ~1.7 g/ml

-, Sedimentacion de CICs
\Q %‘ / forma gradiente

w,
%

Centrifugacion a ST

alta velocidad, L=
hasta el equilibrio T Lk Bandas por
(~ 48 h) ____Botor densidad
| difusion Jo K
| M,

Macromoléculas
quedan muy
“enfocadas”

<dl

sedimenta ‘ \ flota

Separacion por densidades

=Experimento de Meselson y Stahl
»Separacion de DNA duplex, monohebra y RNA
»Separacion de tomoisomeros

»Separacion de DNA satélite



Experimento de Meselson y Stahl:
replicacion semiconservativa

Marcaje con 5N
Cultivos bacterianos sincronizados
Extraccion de DNA

Centrifugacion en gradiente CsCl
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1,740

Experimentos de Matthew Meselson

Después WS
H 12 de
p desnatura-
monohebra | j3cin

—— Densidad

y Franklin Stahl
Proc Natl Acad Sci 44: 671 (1958)




Separacion de orgdnulos subcelulares
por centrifugacion diferencial

-pH

» Fuerza idnica

(-
Homogenizacion

Filtracion
(elimina ciimulos y agregados)

=/f_‘_“"
= temperatura _ 1.000 g
| _10 min Centrifugacion
Bt !} repetida
:-‘ - /'——'\J
) ol [ 15.000 g
Separacion por ;,i{'; | 20 min
A AT *
tamatios (S) e |y .‘;}] 3
L Y
‘ =2 R [~ 80.000 g
DNA, laminas, =i | 1h
nucledsido-trifosfatasa - >33 ; 3ﬁ
’ | ~ i ?"i':-
ndcleos | > (R 0] ——
— _!:'l:- g 150.000 g9
E %/ 3h
"'1'.'i * ﬁ
fAv " e . T
fraccién | — \’E}/" E- 1
. mitocondrial ‘
Mitocondrias | B
Lisosomas = -
Peroxisomas
micros o 0%
Vesiculas heterogéneas: [T
* Membrana plasmdtica | s .
- R. endopldsmico Ribosomas
‘%ﬁf‘k& e‘g‘&i‘éﬁm

* Ap. de Golgi

B'-nucleotidasa
Fosfatasa alcalina

|

Glucosa-6-fosfatasa
NADPH diaforasa

Galactosil-transferasa
Fucosil-transferasa
manosidasa

libres

o

LDH

Citoplasma
soluble

RNA

:



Separacion de organulos subcelulares
por centrifugacion en gradiente

homog

I

enado

1.000 g
10 min

l

Centrifugacion diferencial

15,000 g

|

LGl

Fraccion mitocondrial cruda
(mezcla impura)

Gradiente
discontinuo

de sacarosa
creciente

—

.

Moglarl il
1038
RALD:
| R |
| 1,15
. 118

'Y

l Centrifugacidn

25.000 g
15 min

-‘;

Sedimentan
hasta que
>,y flotan )

Separacion por

densidades
(isopicnica)

e el

Fosfatasa acida
-galactosidasa
catepsinas

Lisosomas
1.12 g/ml

SDH
Citocromo oxidasa
Citocromo ¢

Mitocondrias
1.18 g/ml

Peroxisomas
1.23 g/ml
Catalasa
Urato oxidasa



Tipos de centrifugas

ial d
Pr‘ ep ar‘ a.r iv a camara acorazada sendqia;eornata ciedn

bindads
N X
\\: Muestra ROTOP
i Rot ;;isedlm tad angular'
V&= § Altas 6

U j multipropdsito
e

Rotor basculante (swing-out).
Para gradientes de densidad

De células

Muy bajas g 1-1000  Bajas g

Ulfracen'l'rifuga Mantiene mejor gradientes
analitica

Velocidadde sedimentacion
Equilbrio de sedimentacidn
Centrifugacion isopicnica (???
Aqui o arriba??)



v

Absorbancia

Ley de Lambert-Beer

/ Intensidad luminosa

0
monocromadorw

13

1 —] 1

Luz blanca,

detector

beta

[C]-1

Coeficiente de extincion molar
(absortividad molar)

p=¢&,-1

Espectro de cu
longitudes I
de onda logO:A:gl .
/
1.5
8 |
La absorbancia es e 1.0f
proporcional a la S I
concentracion o I
&8 o5}
< |
20
1.0 |
L NAD*
0.8 (oxidado)
06
04 - NADH
L (reducido)
0.2 - {

2060 80 100
[C], uM

El coeficiente de
extincion depende
del estado de la
molécula y de la
longitud de onda

0
220 240 260 280 300 320 340 360 380

Longitud de onda



Medida de la Actividad enzimatica

Las enzimas son catalizadores:
Aumentan le velocidad de reaccion v

A k
S+ESESSE+P v=k; [E]
% Michaelis-Menten

Medir v es una medida de E

Producto
se acumula

Afadir Incubar durante
sustrato tiempo medido
o . dIS1_diP)
Mezcla 1 (7 4(38) dt at
enzimdtica [P ]

uuuvvv =

Progreso de la reaccidn !

Medida de [P]:
= Absorbancia (color) Sustratos artificiales

. FlUO.f‘esce.nF'G Reacciones acopladas
» Radioactividad

NAD* NADH 1.0 -

AN

Medida de
deshidrogenasas

NAD"*
(oxidado)

NADH
(reducido)

/.

Absorbancia
O
=~
|

| | | | [ [ [ [

220 240 260 280 300 320 340 360 380
Longitud de onda




Isotopos en biologia

El mismo elemento, distintos atomos:

distinguir atomos entre si

Isotopos radioactivos:
= Ndcleo inestable
= Desintegracion espontdnea

= Emisidn de radiacion
a Radiaciones muy energéticas
Facilmente detectables
(contar de 1 en 1)

B

Usos y aplicaciones:
» Marcas moleculares
= Trazadores metabdlicos
= Andlisis cuantitativo

Isotopos estables:
Cuando no hay radioactivos

% densidad
(separaciones) °H (detectados por MS)
\ <13c RMN
15N]
AVelocidad 180
de reaccion J




Deteccion de la radioactividad: contaje

Medida cuantitativa (contaje)

fluordforo

/‘ Luz, fotone

= Contagor Geiger ( , , ) (ineficiente) / p emitidos

= Contadores de centelleo liquido ( ) — | xN7~

< 8 = —1—>|Fototub
= Contadores < ototubo
cpm= ef-dpm % .\\‘ particula
. Liquido de emitida

Eficiencia centelleo

del contador

Curio }\
1Ci=1g22%Rqa=2.22-10'2 dpm
1 Ci = 3.7-101 dps = 3.7:1010 Bq

ae= a (dpm)/m (mol)

La actividad es una
medida del n® de atomos

Madxima sensibilidad
para andlisis

\1 Becquerelio

N=N,-e*" =N,-e'"

1 In2
r=, tp=r-ln2=-~—
k
Isétopo | Emision| Semivida |E, . (MeV) Constante Vida 'm'zdia
3H B 12.1 afos 0.018 de tiempo (semivida)
14C B 5 586 afios 0.155
24Na B,y 15 h 1.39
32p B 142 dias 1.71
355 B 87 dias 0.167 Es pf)s,ible distinguir
e p dos isotopos y
Ca p 165 dias 0.254 contarlos por separado
Fe B,y 45 dias | 0.46,0.27



Deteccion de la radioactividad:
Autoradiografia

Granos Emisidn
de AgBr radioactiva
/

™~ Emulsién fotogrdfica

Marcaje con 3H-timidina

Soporte Muestra Segunda divisién posterior

inerte marcada

Cualitativa: localizacion

Marcaje con 3H timidina )l"
| (cromosoma de E. Coli)
'*-.\%‘ %% R AR

i TR el - | Recombinacion entre
R cromdtidas hermanas

8y A A (g A s

La sintesis de DNA ocurre en las horquillas

Cuantitativa: densitometria Escaner
1 2 3 45 6 § @
-974 -
= -662-
Revelado de - Cantidad de
electroforesis, ~h profeina marcada
cromatografias Ja)
+ 9 - 310~ proteina  ©
erc marcada '_§
. =215- Auto ‘é
coeraste radiografia D
-144 - S5

distancia —»






