


 


TECNICHE CENTRIFUGATIVE





	Le tecniche che permettono la separazione di particelle diverse tra loro mediante la centrifugazione sfruttano il diverso comportamento delle particelle 


��Figura 1


stesse quando vengono sottoposte ad un campo centrifugo.  Le particelle si separano perche' sedimentano con velocita' diversa a seconda delle loro diverse caratteristiche di densita', dimensione e forma e ogni particella sedimenta con una velocita' che e' proporzionale al campo centrifugo applicato. 





A4.1 Principi di base della sedimentazione  La velocita' di sedimentazione dipende dal campo centrifugo (G) applicato che e' diretto radialmente verso l'esterno. Esso e' funzione della velocita' angolare del rotore ( , in radianti  sec-1 ) e della distanza radiale della particella dall'asse di rotazione (r, in cm), in base all'equazione:


G  =  { omega SUP 2 } r


Essendo una rivoluzione del rotore uguale a 2  radianti, la velocita' angolare del rotore, in radianti al secondo, puo' essere facilmente espressa in termini di rivoluzioni al minuto (riv min-1  o piu' normalmente rpm) :


omega ~ = ~  { 2 pi rpm } OVER 60


Il campo centrifugo (G) espresso in rpm diventa:





G ~ = ~ { 4pi SUP 2 ~ { rpm SUP 2 } ~ r } OVER 3600


ed e' generalmente espresso in multipli del campo gravitazionale terrestre (g = 980 cm s-1 ) cioe' come rapporto tra il peso della particella sottoposta al campo centrifugo e il peso della stessa particella in presenza della sola forza di gravita', ed e' allora definito in termini di campo centrifugo relativo (RCF) o piu' comunemente come numero di  g o g tout court.


Quindi (e questa e' la relazione fondamentale che dobbiamo tenere sempre bene a �
mente) :


g ~ = ~ { 4 pi sup 2 ~ rpm sup 2 ~ r } over { 3600 ~ x ~ 980 } 


ovverosia, raccogliendo le costanti,


g ~ = ~ (1.11 ~ x ~ 10sup { �5 } ) ~ rpm sup 2~ r


	Quindi, quando si riportano le condizioni di centrifugazione, e' necessario indicare i g e il tempo di centrifugazione. Se si riportano gli rpm, bisogna SEMPRE ricordarsi di indicare il tipo di rotore e il suo raggio. 


	Anzi osservando la figura 1, e' evidente come i g, a cui le nostre cellule saranno sottoposte, cambino man mano che si procede nella sedimentazione: esse vanno infatti incontro a campi centrifughi sempre piu' elevati man mano che ci si allontana dall'asse di rotazione. Tra l'altro si deve notare che se l'incremento di r puo' non essere notevolissimo nel caso del rotore (detto ad angolo fisso) riportato nella figura 1, le cose cambiano notevolmente nel caso del rotore a bracci oscillanti  riportato in fig. 2. In questo rotore, quando la centrifuga si  mette in moto, i portaprovette, che sono agganciati in modo da potersi muovere, si dispongono 


�	Figura 2


orizzontalmente: e' evidente che in questi casi la differenza tra il raggio minimo e il raggio massimo puo' essere elevata.  Dobbiamo quindi conoscere il raggio massimo del nostro rotore per sapere a quanti g saranno sottoposte le nostre cellule una volta sedimentate. Nelle metodiche vengono normalmente riportati appunto i gmax a cui il campione deve essere sottoposto e per quanto tempo. Quindi, se non e'  specificato altrimenti, quando viene riportato solo g, si intende gmax.


	Per convertire facilmente i g in rpm (che e' quello che di solito  noi dobbiamo impostare sulla nostra centrifuga) e viceversa o usiamo la relazione


g = 1.11 x 10-5 rpm2   r





oppure utilizziamo i nomogrammi come quello riportato nella fig. 3. (Nomogramma e' il grafico di una funzione a piu' variabili). In questo nomogramma sono riportate in colonne affiancate il raggio del rotore in cm, i g e gli rpm. Tracciando una linea retta tra due di loro si determina il terzo incognito. Cosi' se sappiamo che dobbiamo usare un rotore che ha 15.8 cm di raggio massimo e vogliamo centrifugare a 200g, troviamo facilmente gli rpm (1100) a cui dovremo fare andare la nostra centrifuga. 


	Poiche' le cellule (e in campo biologico di solito le particelle centrifugate sono spesso, oltre alle cellule, organelli subcellulari o macromolecole come proteine o acidi nucleici, pe le quali valgono le stesse condizioni generali) non sono praticamente mai sospese in acqua, ma spesso in soluzioni piu' o meno complesse, la velocita' di sedimentazione non dipendera' solo dal campo centrifugo applicato, ma anche dalla densita' e dalla dimensione della cellula (o piu' in generale della particella), dalla densita' e dalla viscosita' del mezzo in cui avviene la sedimentazione e da quanto la forma della particella si discosta dalla forma ideale, cioe' sferica.


	Senza volerci addentrare in altre sequenze di equazioni, che ben rappresentano le leggi fisiche che sono alla base delle tecniche centrifugative, possiamo ora aggiungere che la nostra particella viene sottoposta anche ad una serie di forze che si oppongono alla sedimentazione. Tuttavia, se il campo centrifugo applicato e' sufficiente ed e' sospesa in un mezzo a densita' costante, raggiunge molto presto una condizione in cui sedimenta a velocita' costante. In questo caso la sua velocita' di sedimentazione e' direttamente proporzionale alla sua dimensione e alla differenza tra  la sua densita' e quella del mezzo. L'equazione che la rappresenta e' la seguente, dove rp e' il raggio della particella,  p e' la densita' della particella,  m e' la densita' del mezzo e   e' la coefficiente di viscosita' del mezzo:


v ~ = ~ { 2 OVER 9 } { { r SUB p SUP 2 } ~ ( { rho sub p } � { rho sub m }) { omega sup 2 } ~ r } OVER eta 





	La velocita' sara' uguale a zero quando le due densita' saranno uguali; diminuira' al  crescere della viscosita' del mezzo o aumentera' all'aumentare della forza centrifuga applicata.  Bisogna sottolineare il fatto che nell'equazione  il raggio della particella e' al quadrato: questo significa che la dimensione della particella e' un fattore determinante per la sua velocita' di sedimentazione: infatti particelle di densita' simili, ma di dimensioni anche poco diverse, possono sedimentare con velocita' molto differenti.


	Integrando l'equazione soprascritta, si ottiene il tempo di sedimentazione  in un dato campo centrifugo per una particella sferica in funzione delle diverse variabili e della lunghezza del percorso fatto dalla particella nel tubo da centrifuga.


	In base a questo e' evidente che per centrifugazione si possono separare particelle sferoidali tra loro diverse in base alla densita' e/o alla loro dimensione, giocando sul tempo necessario per la loro completa sedimentazione oppure la sedimentazione che si ottiene dopo un certo tempo. Questi due criteri alternativi forniscono la base per separare le macromolecole biologiche  e gli organuli cellulari  partendo ad. es. da omogenati di cellule o di tessuto.


	E' anche evidente che  possiamo giocare sulla densita' del mezzo in modo da migliorare le separazioni: e' quello che viene fatto con la centrifugazione in gradiente di densita'.


	Ricordiamo infine che la velocita' di sedimentazione  di una particella puo' essere espressa in termini di velocita' di sedimentazione per unita' di campo centrifugo applicato, comunemente  trattato  come coefficiente di sedimentazione, s,  di quella particella. Di solito il coefficiente di sedimentazione viene espresso come coefficiente di sedimentazione standard, sw,20 , cioe' quello che si otterebbe usando come solvente l'acqua a 20°C. I coefficienti di sedimentazione della maggior parte delle strutture biologiche sono molto piccoli e per comodita' viene presa come unita' di misura il valore di 10-13 secondi che viene definito unita' Svedberg o S. Ricordiamo che identifichiamo spesso macromolecole o organelli subcellulari proprio in base al loro coefficiente di sedimentazione, come avviene ad esempio per le subunita' ribosomiali.





A4.2 Tipi di centrifughe e loro uso


	Una volta le centrifughe si distinguevano grosso modo in 4 categorie: le piccole centrifughe da banco, le centrifughe refrigerate a grande capacita', centrifughe ad alta velocita' e ultracentrifughe. Oggi ovviamente con le migliorate capacita' tecnologiche, si e' arrivati ad avere centrifughe refrigerate a grande capacita' e ultracentrifughe che spesso hanno le stesse dimensioni delle vecchie centrifughe da banco, se non piu' piccole, e l'abbassamento (relativo) dei costi fa si' che si sia notevolmente ridotto il divario tra una centrifuga refrigerata e una non. Parliamo qindi oggi di centrifughe a bassa ed alta velocita' e di ultracentrifughe. 


	Le centrifughe a bassa velocita'  sono di solito centrifughe da banco che arrivano a circa 6000 rpm. A seconda del rotore montato di solito si arriva ad ottenere tra i 4000 e i  7000 g. Hanno di solito tutte la possibilita di regolare il freno e di regolare il tempo di centrifugazione. Alcune hanno un sistema di refrigerazione che permette di controllare la temperatura impedendo surriscaldamenti e ovviamente di lavorare a basse temperature: questo e' particolarmente utile se si lavora sul frazionamento subcellulare perche' la bassa temperatura (di solito si lavora a 4°C) abbassa notevolmente la velocita' di catalisi enzimatica rendendo meno probabili reazioni indesiderate. 


	Piccole centrifughe sono le microfuge, che raggiungono velocita' piu' elevate e campi centrifughi superiori a 10.000 g. Di solito portano provette di piccola capacita', circa 1-2 ml, come le provette Eppendorf. 


	Le centrifughe a grande capacita' sono centrifughe che portano rotori che possono alloggiare bottiglie da grande capacita', fino a qualche litro ciascuna. Raggiungono velocita'  e campi centrifughi analoghi alle centrifughe da banco. 


	Le centrifughe refrigerate ad alta velocita' raggiungono di solito circa 25.000 rpm con una forza centrifuga massima di circa 60.000 g. Ovviamente e' necessaria la refrigerazione per il surriscaldamento dovuto al motore.


	Le ultracentrifughe  possono arrivare a 80.000 rpm, raggiungendo circa 600.000g. Operano necessariamente sottovuoto, per diminuire l'attrito, e sono ovviamente refrigerate.


	Una cosa IMPORTANTE e' che quando si utilizza la centrifuga, i pesi che vengono caricati sul rotore  devono essere  bilanciati, tanto piu' esattamente tanto piu' sofisticata e' la centrifuga e tanto piu' velocemente andiamo. Le provette vanno sempre caricate a coppie e preparate in modo che abbiano lo stesso peso, PESANDOLE CON TUTTO QUANTO ANDRA' IN CENTRIFUGA, COMPRESO IL TAPPO. Nel rotore vengono caricate una di fronte all'altra, e se non abbiamo delle coppie di provette si allestiscono dei cosiddetti "bilancini" riempiendo provette analoghe con acqua o con la soluzione che si sta utilizzando (inutile infatti cercare di bilanciare una provetta piena di una soluzione di saccaroso al 50% con una con sola acqua!!). Le provette vanno riempite di solito al giusto livello, che dipende dal tipo di centrifuga utilizzata e dalle velocita'. Ovviamente non vanno mai riempite fino all'orlo, e neppure devono essere troppo vuote. Bisogna pero' stare anche attenti a non utilizzare provette sovradimensionate per il nosto lavoro, perche' non e' mai corretto diluire troppo il campione per ottenere il volume corretto. Quando si lavora con le cellule e si centrifuga a basse velocita' (come abbiamo detto nel capitolo 3, le cellule vanno centrifugate a circa 200 g) e' molto probabile perdere una certa percentuale del campione che puo' diventare critica su un campione molto diluito. Nella centrifuga da banco le provette possono esere riempite comunque anche sotto la meta', ma questo diventa impossibile nelle utracentrifughe, dove si la provetta deve essere quasi colma, se no tende a collassare e a frantumarsi. 





A4.3 Centrifugazione differenziale


�	Figura 4�


	Nella centrifugazione differenziale si separano diverse particelle presenti nella nostra sospensione  basandoci sulle diverse velocita' di sedimentazione dovute alle differenze tra le rispettive densita' e dimensioni. In questo tipo di centrifugazione la densita' del mezzo non cambia.  La centrifugazione porta alla sedimentazione prima delle particelle di grosse dimensioni, poi di quelle piu' piccole. Particelle di uguali dimensioni ma di diversa densita' sedimenteranno con velocita' diverse. Quindi la separazione delle diverse frazioni viene fatta mediante successive centrifugazioni, in cui si aumenta di volta in volta il campo centrifugo applicato.  Dopo ogni centrifugata (vedi fig. 4), troveremo sul fondo della provetta un pellet (o sedimento) contenente le particelle che sedimentano alla velocita' utilizzata e il sovranatante, contenente le particelle piu' piccole o meno dense. A seconda della necessita' scarteremo una delle due frazioni. Dato pero' che si parte da una sospensione omogenea, nel pellet troveremo intrappolate anche particelle "leggere". Per purificare ulteriormente il preparato di solito si eseguono uno o piu' "lavaggi", risospendendo il pellet in tampone e ricentrifugandolo alla adatta velocita'.


	Questo tipo di centrifugazione viene usata ad esempio per separare gli organelli subcellulari da un omogenato di cellule. L'ordine con cui si separano e' il seguente: cellule intere con grossi "frammenti cellulari", poi i nuclei, i cloroplasti (se sono cellule vegetali), i mitocondri, i lisosomi, i microsomi (frammenti del reticolo endoplasmico liscio e rugoso) e infine i ribosomi.  





A4.4 Centrifugazione in gradiente di densita'.


	Si utilizza la centrifugazione in gradiente di densita' quando si desidera ottenere una piu' precisa separazione delle molecole o delle particelle. Per questa procedura si riempie la provetta da centrifuga con una colonna di liquido la cui densita' risulta crescente  man mano che ci si sposta verso il fondo della provetta. Il gradiente  stabilizza la colonna di liquido all'interno della provetta, previene il rimescolamento per moti convettivi delle particelle separate e migliora la risoluzione della separazione. Il gradiente puo' essere costituito ad es. da soluzioni di saccarosio, di cloruro di cesio o di rubidio, o da prodotti brvettati da diverse industrie come Percoll o Ficoll. Il gradiente puo' essere continuo, cioe' la densita' varia in modo continuo lungo la colonna o discontinuo o a gradini, cioe' formato da strati o cuscini ciascuno ad una certa densita'. Mentre i gradienti discontinui sono relativamente facili da formare, per i gradienti continui si usano delle apparecchiature particolari dette appunto formatori di gradiente.  La miscela da separare viene stratificata delicatamente sulla cima del gradiente stesso. 


	Durante la centrifugazione il gradiente determina la separazione delle particelle in bande distinte che migrano verso il basso con velocita' differenti. 


	Nella centrifugazione zonale di velocita', il gradiente viene fatto in modo da avere la densita' del gradiente sempre inferiore alle densita' delle particelle da separare e la corsa viene fermata prima che le particelle sedimentino sul fondo della provetta. In questo caso il tempo di centrifugazione e' critico, perche' dobbiamo permettere solo che le particelle si separino in diverse bande, che verranno poi raccolte.


	Nella centrifugazione per densita' di galleggiamento o centrifugazione isopicnica, l'intervallo di densita' del gradiente e' tale da  comprendere tutti i valori di densita' delle particelle da separare, e il valore massimo della densita' del gradiente e' superiore a quello delle particelle piu' dense. Durante la centrifugazione le particelle sedimentano finche' non incontrano il punto in cui la densita' del mezzo e' uguale alla loro ( p =  m). A questo punto si fermano e non sedimentano ulteriormente anche se la centrifugazione viene prolungata, perche' finicono con il galleggiare su di un cuscino che ha una densita' superiore alla loro. 


	Ovviamente se della nostra miscela ci interessano solo delle particelle con una data densita', sceglieremo il gradiente in modo da fare sedimentare completamente le particelle piu' pesanti da scartare, e da fare galleggiare sulla cima del gradiente le particelle piu' leggere che non ci interessano.





A4.5 La raccolta delle bande. 


	Per raccogliere le diverse bande possiamo usare diversi metodi: il meno raffinato, e che e' utilizzabile se la separazione e' molto netta con le bande ben visibili e separate da un sufficiente intervallo di liquido, e' quello di raccoglierle direttamente con una pipetta pasteur, posizionandola sul pelo del liquido e aspirando delicatamente le varie frazioni. Un  sistema molto usato consiste nel bucare il fondo della provetta e raccogliere le frazioni goccia a goccia in provette.  	Un terzo sistema e' un sistema automatizzato in cui si inserisce (molto delicatamente) un ago nella provetta fino a raggiungere il fondo e si pompa una soluzione a densita' superiore in modo da sollevare la colonna di liquido, che nel frattempo viene aspirata separandola nelle varie frazioni.


	Una volta ottenute le bande, di solito si procede ad una serie di lavaggi per eliminare il mezzo denso, che spesso, nel caso di cellule, puo' anche essere tossico.





