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Sedimentación en un campo 
de alta aceleración 

�Tamaño (masa)

�Forma

�Densidad

Coeficiente de 
sedimentación

S

Centrifugación
diferencial

Centrifugación
zonal

Centrifugación
isopícnica

� Muestra homogénea
� Separación 

sobrenadante/
precipitado

� gradiente de densidad
preformado

� Muestra encima 
�Separación  en bandas

� gradiente de densidad
autogenerado

� Muestra homogénea
� Separación  en bandas

Separación
por S

Separación
por tamaño

Separación
por densidad

precipitado

sobrenadante

bandas separadas bandas separadas
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Centrifugación: fundamentos

Rotor de la 
centrífuga

Partícula que sedimentaVelocidad angular
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Coeficiente 
de fricción

Coeficiente de 
sedimentación

Velocidad / intensidad del campo

Velocidad 
terminal

Ecuación de 
Svedberg



Coeficiente de Sedimentación
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−⋅== 10-13 s = 1 Svedberg

Ribonucleasa A (12.4 kD)

Hemoglobina (68 kD)
Fibrinógeno (330 kD)

rRNA grande (1.1 MD)

Ribosoma bacteriano
(2.5 MD)
Virus del mosaico 
del tabaco(40 MD)

bacteria

Lisosoma

1
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104

S

af ⋅= πη6

radio de Stokes

viscosidad

Ley de Stokes

�Tamaño:

• m : más grande, mayor S

• f : más grande, mayor f

�Forma:
• f (a): más extendido menor S

�Densidad:
• : más denso, menos flotación
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530 kD69.2 18.6 Scitocromo A

530 kD194.6 6.43 Smiosina
MraS

mitocondria



Usos de las técnicas de centrifugación

� Sedimentación de precipitados

� Preparación de células y orgánulos subcelulares

� Determinación de densidades /
separación por densidades

� Determinación de S

� Determinación de Mr
Sedimentación en gradiente de sacarosa
Equlibrio de sedimenatción

Centrifugación diferencial

Separación en gradientes (sacarosa, 
Ficoll etc) 

Rotor angular

Rotor basculante

Centrífuga preparativa   
velocidad fija

� Separación por tamaños (S) Purificación de DNA, proteínas

Ultracentrífuga
preparativa.

Rotor basculante

Ultracentrífuga
analítica

Ultracentrífuga
analítica

Tipo de 
centrífuga

Purificación de DNA, proteínas

Centrifugación isopícnica

Ultracentrífuga
analítica ?????

Sedimentación en gradiente de sacarosa

Sedimentación en gradiente (sacarosa etc)



Centrifugación diferencial

La muestra ocupa 
todo el tubo

Partículas grandes

Partículas pequeñas

Las partículas de mayor 
S sedimentan en el fondo

sobrenadante

Sedimento
(pellet)

decantar

Repetir el procedimiento 
con el sobrenadante

Centrifugación en 
rotor angular

Tiempo definido

Resuspender y 
recentrifugar
para purificar

constantetr =⋅2ω



Centrifugación zonal o en bandas
(velocidad de sedimentación)

Gradiente de sacarosa, 
Ficoll, Percoll,, etc
preformado

0.1 M

1.5 M menos denso

más denso

Parar 
centrifugación 
antes de que se 
alcance el fondo

Recoger las 
fracciones

S grande S pequeño

Separación en 
función de S

centrifugación 
a muy alta 
velocidad

p > max No hay flotación

�
mayor flotación, 
se retrasa

�
mayor flotación, 
se adelanta

Mr, f (a), 

(gradiente “enfoca” las bandas)

Muestra depositada 
encima del gradiente

Banda 
inicial

bandas



Centrifugación isopícnica

�Experimento de Meselson y Stahl

�Separación de DNA dúplex, monohebra y RNA

�Separación de tomoisómeros

�Separación de DNA satélite

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

Centrifugación a 
alta velocidad, 
hasta el equilibrio 
(~ 48 h)

Sedimentación de ClCs
forma gradiente

min � max

Bandas por 
densidad

difusión

< d, 
flota

< d, 
sedimenta

Separación por densidades

rM
kd ∝

Macromoléculas
quedan muy 
“enfocadas”



Experimento de Meselson y Stahl:
replicación semiconservativa

� Marcaje con 15N
� Cultivos bacterianos sincronizados
� Extracción de DNA
� Centrifugación en gradiente CsCl

Replicación dispersa: análisis 
de DNA de hebra simple

�

15N-DNA
1.724 g/ml

14N-DNA
1.710 g/ml

perfil A260

conservativa

semi-
conservativa

semi-
conservativa

dispersa

pH 7
dúplex

pH 12
monohebra

Experimentos de Matthew Meselson
y Franklin Stahl
Proc Natl Acad Sci 44: 671 (1958)



Separación de orgánulos subcelulares 
por centrifugación diferencial

1.000 g
10 min

15.000 g
20 min

80.000 g
1 h

150.000 g
3 h

Ribosomas
libres

Citoplasma
soluble

microsomas

fracción
mitocondrial

núcleos

Mitocondrias
Lisosomas 
Peroxisomas

Vesículas heterogéneas:
• Membrana plasmática
• R. endoplásmico
• Ap. de Golgi

Filtración
(elimina cúmulos y agregados)

Homogenización
� pH
� Fuerza iónica
� temperatura

Separación por 
tamaños (S)

Centrifugación 
repetida

DNA, laminas, 
nucleósido-trifosfatasa

SDH

RNA

LDH

5’-nucleotidasa
Fosfatasa alcalina

Glucosa-6-fosfatasa
NADPH diaforasa

Galactosil-transferasa
Fucosil-transferasa
manosidasa



Separación de orgánulos subcelulares 
por centrifugación en gradiente

Gradiente 
discontinuo 
de sacarosa

creciente

Fracción mitocondrial cruda
(mezcla impura)

1.000 g
10 min

15.000 g
20 min

Centrifugación diferencial

Centrifugación

25.000 g

15 min

Separación por 
densidades
(isopícnica)

Lisosomas
1.12 g/ml

Mitocondrias
1.18 g/ml

Peroxisomas
1.23 g/ml

homogenado

Sedimentan 
hasta que 
> p y flotan

Catalasa
Urato oxidasa

Fosfatasa ácida
-galactosidasa

catepsinas

SDH
Citocromo oxidasa
Citocromo c



Tipos de centrífugas

Preparativa 

Rotor 
angular

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

Ultracentrífuga
analítica

Velocidadde sedimentación
Equílbrio de sedimentación
Centrifugación isopícnica (??? 
Aquí o arriba??)

Bajas g

Mantiene mejor gradientes

Altas G

multipropósito

De células 
Muy bajas g 1-1000



Ley de Lambert-Beer
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monocromador

detector
cubeta

0I I

Coeficiente de extinción molar
(absortividad molar)
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lp ⋅= λε

A
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Longitud de onda

NAD+
(oxidado)

NADH
(reducido)

Intensidad luminosa

Luz blanca,
Espectro de
longitudes 
de onda

La absorbancia es 
proporcional a la 
concentración

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



Medida de la Actividad enzimática

Medir v es una medida de E

Las enzimas son catalizadores:
Aumentan le velocidad de reacción v

S + E ���� ES ���� E + P ][3 Ekv ⋅=
k2

k3
k1

Michaelis-Menten

Añadir
sustrato

Producto 
se acumula

Incubar durante
tiempo medido

t
Pv

dt
Pd

dt
Sdv

][

][][

≅

=−=

Medida de [P]:
� Absorbancia (color)
� Fluorescencia
� Radioactividad

A
bs

or
ba

nc
ia

Longitud de onda

NAD+
(oxidado)

NADH
(reducido)

Mezcla 
enzimática

S                  P

NAD+ NADH

Progreso de la reacción

Sustratos artificiales
Reacciones acopladas

Medida de 
deshidrogenasas



Isótopos en biología

Isótopos estables:

Isótopos radioactivos:
� Núcleo inestable
� Desintegración espontánea
� Emisión de radiación

Cuando no hay radioactivos
� densidad

(separaciones)

∆Velocidad 
de reacción

2H
13C   RMN
15N
18O

(detectados por MS)

αααα

ββββ

γγγγ

El mismo elemento, distintos átomos:

distinguir átomos entre si

Radiaciones muy energéticas
Fácilmente detectables 
(contar de 1 en 1)

Usos y aplicaciones:
� Marcas moleculares
� Trazadores metabólicos
� Análisis cuantitativo



Detección de la radioactividad: contaje

Medida cuantitativa (contaje)

� Contagor Geiger ( , , ) (ineficiente)
� Contadores de centelleo liquido ( )
� Contadores 

k
t

k

eNeNN

Nk
dt
dNA

ttk

2
2

1 lnln, 21

00
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⋅−==
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ττ

τLa actividad es una 
medida del nº de átomos

Vida media
(semivida)

Máxima sensibilidad
para análisis

1.3915 hβ, γ24Na
1.7114.2 díasβ32P

0.16787 díasβ35S
0.254165 díasβ45Ca

0.46, 0.2745 díasβ, γ59Fe

0.1555 586 añosβ14C
0.01812.1 añosβ3H

Emax (MeV)SemividaEmisiónIsótopo

Es posible distinguir 
dos isótopos y 
contarlos por separado

Constante
de tiempo

Fototubo

partícula 
emitida

Luz, fotones
emitidos

Líquido de
centelleo

fluoróforo

cpm= ef·dpm

1 Ci = 1 g 226Ra = 2.22·1012 dpm
1 Ci = 3.7·1010 dps = 3.7·1010 Bq

Eficiencia 
del contador

Curio

Becquerelio
ae= a (dpm)/m (mol)



Detección de la radioactividad:
Autoradiografía

Soporte
inerte

Muestra
marcada

Emulsión fotográfica

Emisión
radioactiva

Granos
de AgBr

Cualitativa: localización

Cuantitativa: densitometría

Recombinación entre 
cromátidas hermanas

Marcaje con 3H-timidina
Segunda división posterior

Marcaje con 3H timidina
(cromosoma de E. Coli)

La síntesis de DNA ocurre en las horquillas 

Revelado de 
electroforesis, 
cromatografías
etc

Coomasie Auto
radiografía

In
te

ns
id

ad
, O

D

distancia

Escáner

Cantidad de
proteína marcada

proteína
marcada




