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picco che equivale alla massima presenza di sale che
richiama acqua e la proteina & al max di solubilita. Quindi
sopra questa soglia awviene il contrario con idratazione di

 per rimozione di sali, ammonio solfato da prodotto ottenuto

con varie purificazioni (anche per centrifughe)

, * sistema di membrana in beker o beuta con tampone di
di

processo all'equili

con necessario cambio di tampone e comunque mai

annullamento totale di % di sale

precipitazione di proteine in forma nativa

si sfrutta il fatto che le proteine, differendo fra loro
per il bilancio di aminoacidi carichi, polari e idrofobici
precipitano diversamente dalla soluzione in seguito

zonale di velocita
uso di gradiente e separazione dipende dal tempo di
centrifugazione
densita particelle >> densita mezzo, e nm::_E@mN_o:m
interrotta prima che differenza fra densita =0 no

| metodi di purificazione basati sulla solubilita:

si possono facilmente applicare a grandi volumi di
estratto iniziale + presentano il vantaggio di poter
concentrare il campione proteico

frazionamento con ammonio solfato

« composto che puo provocare il fenomeno del salting-out,
che consente la precipitazione reversibile delle molecole in
forma nativa

« salting-out: alte concentrazioni saline allontanano lo strato
di idratazione dalla proteina, in quanto gli ioni diventano
solvatati. Cio favorisce l'interazione delle zone
idrofobiche di superficie di una proteina con zone

idrofobiche di altre proteine, causando un
“raggruppamento” di molecole che pre:
massa)

« reversibile e legataa T

zonazioni precise secondo la densita e le dimension
(velocita prop. a dimensioni) grazie al gradiente,
fondo le pitl veloci e in superficie le pitl lente
complementare ad isotonica

gradiente di densita

minimizzando I'effetto dei moti convetti

- —_— viene caricato nella provetta dall'alto.
formatori di gradienti

ma fur

usato in i e cr
uguale
due recipienti di cui uno con Wm:m_Oam amm:mzno e sistemi di

gradiente ha una capacita massima
Dopo la separazione,

comunicanti
aprendo in contemporanea le valvole di connessione dei

recipienti e di uscita si ha passaggio di liquido con d

concentrazione (in base alla richiesta) in gradiente

o materiali per gradiente maggiormente impiegati: cloruro di
cesio, ioduro di sodio, glicerolo, saccarosio, albumina da
siero bovino, percol

grezzo 600 000gx10min ottengo nucls
surnatante15 000gx5min ottengo mitocondri, cloroplasti,
lisosomi, perossisomi

surnatante 100 ooomxmoa_z ottengo membrana, frammenti re
e Golgi, larghi pol
suonante 300 000gx2h ottengo unita ribosomi
poliribosomi + surnatante citosol

(vedi esempio fegato slides)

, piccoli

posso applicare marcatori per identificazione:
nuclei: DNA ed istoni
mitocondri: m:on:EO Qm_g_‘omm:wm_ citocromo ossidasi, <
differenziale

solfatasi,desossiribonucleasiacida

RE: glucosio6fosfatasi, citocromi

solvente, tenendo conto che materiale

ribosomi: RNA ocita different
Golgi: glicosil i, tiamina pi i, 1 mmo nm:_ erenti o Shosal R .
difosfatasi - da estratto grezzo a solo citosol avvengono pili passaggi

membrana: adenil Cicladi, canali atpasi
i i ed un solo surnatante

basata su diversa velocita di sedimenta:

liquido all'interno della provetta,
puo essere ottenuto in modo continuo o discontinuo e

Il volume del campione che si pud caricare dipende dalla
sezione di gradiente esposta al campione stesso. Ogni
caricamento
gradiente pud essere raccolto per
spiazzamento verso l'alto o dal basso, bucando la provetta
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quale di dimensioni
maggiori si deposita sul fondo a degradare sino al
nterno ha

ad alta velocita, in quanto ogni volta ottengo un solo pellet

quindi:

aggiungo ammonio solfato a composto

centrifugo

. pp suddivise in surnatante-pellet secondo interazione con
ammonio solfato: < con. a.s. > # parti idrofobiche. posso
fare piu cicli sino ad avere quella di interesse (max 3)
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. i centrifugato per tempi lunghi cosi che avvenga
odensita

« zonazione secondo la densita delle sostanze

« complementare zonale di velocita

elutriazione

permette di separare materiale in flusso
rotore contenente dischi piani con 1 una camera di
bilanciamento ed una di separazione

separazione: dalle pili leggere alle pit pesanti escono dal
rotore
accoppiato a microscopio o citofluorimetria a flusso

rotori ad angolo fisso
angolo compreso fra 14-40° » abracci oscillanti
alloggiamenti per tubi disposti circolarmente attorno ad ad angolo fisso
asse di rotazione ad angolo prefissato
formazione di un pellet inclinato di 45°, che aiuta
estrazione del surnatante

zonal
elutriatore

rotori ad bracci oscillanti (swing out)
provette oscillano sino a d essere in linea con campo di
centrugazione
| pellet si set
densita

or

« a bassa velocita: in ottone, acci
« alta velocita: alluminio o titanio
in ogni caso deve essere bilanciato

metodi per concentrazioni di pp

itazione mE_._._o_.__o solfato

. i di azoto: fur ) come pentola a
pressione, vi & una membrana in camera che mando in
pressione con bombola di azoto, quindi si schiacciano
molecole su membrana e solo quelle di dimensioni minori
della maglia passano

ica, quindi per esterno richiama acqua e si concentra
immediatamente. procedimento drastico quindi dannoso
per alcune linee cellulari

successivamente a rottura cellulare applicando forza centrifuga si
permette la sedimentazione di materiale
tecnica svolta in centrifughe munite di rotore in metallo montato su

pellet sul fondo

in pratica fattori che influenzano velocita di sedimentazione:
« conc. soluzione
« natura chimica mezzo
.._uoom::émm
.
.

forma particelle
campo centrifugo applicato non uniforme: lontano da asse di rotazione
pidiintenso

vedi formulario per:
CAMPO CENTRIFUGO

CAMPO CENTRIFUGO RELATIVO
FORZA APPLICATA A PARTICELLA SFERICA
FORZA ATTRITO
LEGGE DI STOKES
VELOCITA" SEDIMENTAZIONECON COEFFICIENTE

APPLICAZIONE TECNICHE CENTRIFUGATIVE
Raccolta di cellule da terreni e preparati biologici
Frazionamento cellulare (= separazione in organuli. Ad es.:

mitocondri, microsomi, ecc.).
Si realizza mediante: centrifugazione
:mN_o_._mﬁ o centrifugazione in gradiente di densita.
. ione di macr le in izioni di ir ilita. In
ioni denaturanti (precipitazione di proteine o di acidi

proteine in solfato d'ammonio).

Col ..: 1e di soluzioni ( icon)
o D i della massa e di macr
mediante ultracentrifugazione analitica.

da banco

velocita max 3000-7000 xg

refrigerate o non (allora in camera refrigerata)

le + grandi con diversi rotori

le che sedimenta velocemente (lievito,

comprendono microfuge: max velocita 10 000xg

ad alta velocita
« velocita max 60 000xg
« rotori sia ad angolo fisso che oscillante
« raccolta di microorganismi e frammenti cellulari e organuli
grandi
ultracentrifughe

con provette ad alloggiamento verticale « velocita max 600 000xg

camera del rotore sotto vuoto per diminuire
attrito

albero motore flessibile per mini
brazioni da sbilanciamento
rotore in titanio

frazionare componenti subcellulari
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