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Centrifugace

Duvodem pouziti centrifug je nutnost
urychlit sedimentaci pevnych castic v
kapalném prostredi.

Na sedimentaci ma vliv
1. vlastnost latky: velikost, tvar, hustota

2. vlastnost prostredi (rozpoustedla):
hustota, viskozita




Centrifugace

20. leta 20. stoleti - «Svedberg - pocatky
laboratornich centrifug a analyticke centrifugace;
teoretickeé zaklady metody

50. leta - Brakke - centrifugace v gradientu
hustoty

SoucCasnost - znovuobjeveni analyticke
ultracentrifugace




Theodor Svedberg
(1884-1971)

Nobelova cena za chemii 1926

pojmenovana po ném
Svedbergova jednotka pro vyjadreni
sedimentacniho koeficientu




Centrifugace

¢ Odstranéni hrubych castic z roztoku
Sediment (pelet) — supernatant

¢ Izolace organel nebo
biomakromolekul

+ Stanoveni zdkladnich parametru -
MW, hustota, sedimentacni koeficient




Pouziti

Centritugace
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Rozdeleni centrifug
Centiugace
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rad w- uhlova rychlost
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f — otacky/min




Otacky - ¢

Nomogram is based on formula
below, where :

RCF = relative centrifugal force (g)

RPM = centiifuge speed in revolutions
per minute

Radius= distance in mm lrom center of
centiifuge spindle to bottom of
Amicon device when in rolor
RCF
{1118 x 107) [Radius in mm)
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Preparativni centrifugace




Metody nanaseni vzorku




Preparativni centrifuga

Control pancl

Sliding door




Preparativni centrifuga




Preparativni ultracentrifuga




Rotory

+ Uhlovy - diferencidlni centrifugace
¢ Vykyvne - zonalni centrifugace

¢ Zonalni — bez kyvet, vzorek je uvnitr
rotoru




Uhlovy rotor
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Diferencialni centrifugace

¢ opakovana centrifugace se zvysujici se
rychlosti otacek = gravitaci




Vykyvny rotor

Figure 2




Gradientova centrifugace

Hustotni bariera Diskontinualni Kontinualni




Gradientova centrifugace

Hustotni bariera Diskontinualni Kontinualni
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Gradientova centrifugace
media
Kriteria pro vybéer centrifugacniho
media:
¢ musi v roztoku tvorit gradient
¢ Nesmi interferovat se vzorkem

o musi byt lehce odstranitelné ze
vzorku




Gradientova centrifugace
media
¢ Sacharosa

+Giycerol | pRHOROREBRONEN
¢ Ficoll - dextraﬁ _

¢ Percoll - SiO,

J
+ CSC! - Gragent vk behem centifgace

+ Cs,S0,




Gradientova centrifugace

Minimum Mixing

density chamber
solution \

Peristaltic pump

Stirrer \

Centrifuge tube




Gradientova centrifugace




Gradientova centrifugace

Rate-zonal centrifugation




Gradientova centrifugace




Diferencialni versus gradientova
centrifugace

Organell
fraction
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Zonalni rotor




P 332676 Push-Pull
Capping Mechanism

011519 O-ring
Inside Cap (Not Visible)

012780 O-ring
(Visible)

ROTOR LID

332682 Cone
815472 O-ring
332691 Seal Fitting

011167 O-ring for
Fitting (Not Visible)

333856 Rotor Core

———F F 858506 O-ring
B-29 Type Core

y N 328948
Non-Extrusion Ring
- 328945
Rotor Gasket

— ROTOR BOWL




Centrifugace se zonalnim
rotorem




Centrifugace se zonalnim
rotorem




Centrifugace se zonalnim
rotorem

Cisténi transformaéni DNA z b.subtilis
centrifugaci v zonalnim rotoru

] 27 mg surové DNAME mi

Gradient sacharosy 5-30%
Citratovy pufr pH 7.0
Cushion — 50 ml 42% sach.
Owerlay — 100 ml pufru

Flnéni - 2 000 ot/min
Déleni — 40 000 ot/min 7 hod
Jimane frakce 10 ml

Bilkoviny + RNA
255




Analyticka ultracentrifugace

Introduction
to
Analytical Ultracentrifugation

BECIKKMAN




Analyticka ultracentrifugace

Ultracentrifuge
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Analyticka ultracentrifuga




Opticky system

Toroidal
Diffraction

Incident
Light
Detector

i Sample/Reference
Cell Assembly E

i Imaging System for
i Radial Scanning

1 Slit (2 nm)

Aperture

Xenon
Flash Lamp Photomultiplier Tube




Opticky system

Boundary
region Plateau

Solvent
meniscus A
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Opticky system
» AbsorbCni opticky systém

= UV-VIS od 200 do 800 nm
detekce makromolekul obsahujicich silny chromofor

» Rayleighuv interferencni opticky systém
" méfi zmeny indexu lomu
analyza makromolekul neobsahujicich silny
chromofor (napf.polysacharidu) nebo vzorku

obsahujich v pufru silné absorbujici latky
(naptf. ATP/GTP, DTToxidovany)




Opticky systém
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Analyticka ultracentrifugace




Metoda sedimentacni
rovhovah
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Metoda sedimentacni
rovnovahy




Metoda sedimentacni
rovnovahy
¢ Termodynamické informace

o Experimentaalné Ize stanovit :

e Relativni molekulovou hmotnost Mr
e Stav molekul v roztoku - asociace

e Rovnovazné konstanty v roztoku K
- vypocet volné energie asociacnich
reakci




Metoda sedimentacni rychlosti

Meniskus der Losung
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Metoda sedimentacni rychlosti

a8 10
sed. koeficient, S




Metoda sedimentacni rychlosti

¢ Hydrodynamické parametry

o Experimentalné lze stanovit :

e Sedimentacni koeficient s

e Difuzni konstantu D nebo frik¢ni faktor f
e Relativni molekulovou hmotnost Mr

e Tvar molekuly v roztoku




