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RESUMEN

Las particulas en disolucion pueden sufrir alteracion espacial, es decir, pueden
cambiar de posicion con el tiempo. Esto puede ser debido a procesos de difusion
(enun gradiente de concentracion, las particulas tienden air de lazona de mayor
concentracion a la de de menor concentracion) o bien a procesos de
sedimentacion. En las siguientes paginas se exponen los principales conceptos
tedricos y matematicos sobre la centrifugacion, asi como su aplicacion y uso,
teniendo como objetivo principal el conocimiento basico de esta técnica.
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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La centrifuga es una maquina disefiada para separar particulas de una disolucion
sea cual sea la naturaleza de las mismas. Basicamente consiste en un motor eléctrico
gue lleva unido un vastago, que a su vez soporta un cabezal o rotor donde se colocan
los recipientes con las muestras. Existen don tipos fundamentales de cabezales o
rotores, basculantes o de angulo fijo.
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La centrifugacion es una técnica de transporte basada en el movimiento de las
particulas, suspendidas en un medio liquido especifico, impulsadas por una fuerza
denominada centrifuga, que tiende a desplazarlas hacia fuera del centro de rotacion.
Tanto la viscosidad de la disolucion-muestra (esto es de gran interés para las
aplicaciones analiticas) como las propiedades fisicas de las particulas afectaran a la
sedimentacion individual de las mismas.

Este procedimiento separa fundamentalmente las particulas de acuerdo con su
masa y su forma. La fuerza centrifuga depende ademas, de la velocidad y radio de giro.
El radio de giro (x) es la distancia desde el centro de rotacion hasta el extremo del
recipiente donde esta contenida la muestra. El valor de la aceleracion centrifuga, en
funcion de la velocidad de giro o, viene dado por la ecuacion:
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donde x es el radio de giroy rpm la velocidad en revoluciones por minuto.

El objetivo principal sera el conocimiento correcto de los conceptos basicos sobre
centrifugacion, asi como de los diferentes tipos, utilidades y aplicaciones de este
procedimiento.

1.1 Ultracentrifugacién

La ultracentrifugacion fue ideada en 1923 por el bioquimico sueco Svedberg, puede
alcanzar velocidades tan elevadas como 80.000 rpm, de modo que genera campos
centrifugos que superan 600.000 g. La ultracentrifugacion se ha convertido en una
herramienta indispensable para el aislamiento de proteinas, acidos nucleicos y
particulas subcelulares.

1.1.1. Sedimentacion

La velocidad a la que una particula sedimenta en la ultracentrifugacion esta
relacionada con su masa. La fuerza, F (sedimentacion), que actla para sedimentar
una particula de masa m, que esta situada a una distancia r del centro alrededor del

cual se halla girando con velocidad angular @ (en rad e s), es la fuerza centrifuga (m
«’w r) sobre la particula menos la fuerza de flotacién (Ve r) ejercida por la disolucién:

F = ma’r -Vor
V es el volumen de la particula y la densidad de la disolucion.
La velocidad con que sedimenta una particula, esta en relacion con su coeficiente
de sedimentacion (s). Este coeficiente es reflejo del tamafrio y forma de la particula o

molécula y de él depende la velocidad con que ésta sedimenta.

1.2. Ultracentrifugacién preparativa



Consiste en aislar los materiales bioldégicos para ulteriores investigaciones
bioquimicas. Los rotores preparativos contienen tubos cilindricos para las muestras,
cuyos ejes pueden ser paralelos, formar un cierto angulo o ser perpendiculares al eje
de rotacion del rotor.

La sedimentacién puede llevarse a cabo en una disolucién de una sustancia inerte,
tal como sacarosa o CsCl, en la que la concentracion y por tanto la densidad de la
disolucidn, aumentan desde la superficie hasta el fondo del tubo de centrifuga. Tras la
centrifugacion se obtienen dos fracciones, el sedimento y una disolucion sobrenadante
gue puede separarse por decantacion o aspiracion. La utilizacion de este tipo de
gradientes de densidad, aumenta en gran medida la capacidad de resolucion de la
ultracentrifuga. Segun las determinaciones a realizar aplicaremos el tipo de gradiente
de densidad mas conveniente:

e Ultracentrifugacion de zona
e Ultracentrifugacion con gradiente de densidad en equilibrio

1.3. Ultracentrifugacién con gradiente de densidad en equilibrio

Separa las particulas de acuerdo con sus densidades. Este tipo de centrifugacion
separa mezclas cuyos componentes posen un intervalo en sus densidades. No solo
permite la separacion de varios o de todos los componentes de una mezcla en una sola
vez, sino que también posibilita la realizacion de medidas de tipo analitico en cada uno
de ellos.

El método consiste en una columna de fluido soporte cuya densidad se incrementa
hacia el fondo del tubo. El fluido se confecciona con un soluto asequible de bajo peso
molecular en un disolvente en el que las particulas de la mezcla puedan ser
suspendidas. Existen dos técnicas basadas en este método: La centrifugacion zonal y
la isopicnica.

1.3.1. Ultracentrifugaciéon zonal
Separa las particulas de acuerdo con sus coeficientes de sedimentacion.

La ultracentrifugacion de zona separa las macromoléculas basandose ampliamente
en sus masas moleculares.

1.3.2. Ultracentrifugacién isopicnica

En esta técnica el gradiente de densidad de la columna viene determinado por el
rango total de densidades de las particulas de la muestra. Cada particula sedimentara
en aquella posicion del tubo de centrifuga en la que la densidad del gradiente sea igual
a su propia densidad.

Centrifugacion de una mezcla uniforme macromolecular disuelta en una disolucion
de un soluto denso que se difunde con rapidez, tal como CsCl.



1.4. Ultracentrifugacién analitica

Difiere de la preparativa en que se utiliza fundamentalmente para el estudio de las
caracteristicas de sedimentacion de macromoléculas y estructuras biologicas, de este
modo se sacan conclusiones acerca de parametros fisico-quimicos de dichos
compuestos.

Se emplean rotores especiales. La aplicacion mas habitual en los laboratorios de
bioguimica es la determinacion de pesos moleculares de macromoléculas (proteinasy
acidos nucleicos fundamentalmente), utilizandose tres métodos:

e El de velocidad de sedimentacion
e El de equilibrio de sedimentacion
e El de la aproximacion al equilibrio de sedimentacion

1.4.1. Método de velocidad de sedimentacion.

Es el mas habitual: la ultracentrifuga se hace funcionar a altas velocidades (70.000
rpm) lo que hace que las particulas del liquido emigren radialmente al disolvente,
hacia fuera del centro de rotacidon, formandose asi un frente de separacion muy
definido.

1.4.2. Método de equilibrios de sedimentacién

La velocidad requerida es mucho menor (7.000-8.000 rpm). Cuando se establece un
equilibrio entre la sedimentacion (bajo la influencia de la fuerza centrifuga) y la difusion
del material en la direccion contraria, cesa la migracion neta. Asi puede calcularse el
peso molecular de un soluto a partir del gradiente producido en su concentracion,
segun:

2RT In(cy /¢y )

M =
o (1-vp)(P2 -r%1)

donde: R= constante de los gases ; T =temperatura absoluta; » = velocidad angular, p
=densidad del disolvente; v = volumen especifico parcial; ¢4, c2 = concentraciones del
soluto a las distancias ry, r» del centro de rotacion).

El excesivo tiempo necesario para conseguir el equilibrio hace que se desestime este
método.

1.4.3. Método de aproximacion al equilibrio de sedimentacion.

Al comienzo del proceso, la macromolécula esta distribuida por toda la célula de
manera homogénea. Al ponerse en marcha la centrifuga, hay un descenso en la
densidad de la disolucion en el menisco al alejarse las moléculas de él. En el descenso
influye el peso molecular del compuesto, por lo que este parametro puede calcularse de
los valores del descenso de la densidad. EI célculo resulta complejo por el gran
namero de variables experimentales que es preciso controlar.
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2. LISTADO DEL MATERIAL NECESARIO

e Centrifuga de alta velocidad (8.000 — 12.000 rpm)

e Plastilina
e Tubos capilares de 75 mm de largo y 2 mm de diametro interior y heparina
desecada

e Lector de hematocrito

3. PROTOCOLO A REALIZAR.

e Adquirir muestra sanguinea capilar del pulpejo del dedo o del talén con el
tubo capilar hasta 1-2 cm del final

e Taponar parte seca del tubo con plastilina

e Colocar en el plato de la centrifuga

e Centrifugar entre 3y 5 min

e Leer la altura del plasma y de los paquetes de hematies (en la misma
centrifuga si la posee o en escala aparte)

El indice hematocrito es el volumen que ocupan las diferentes porciones que se
forman al centrifugar un tubo de sangre previamente hecha incoagulable por la adicion
de oxalato potasico o citrato sédico. La parte corpuscular por ser mas densa queda en
el fondo del tubo, mientras que sobrenada la fraccion plasmatica. La cantidad y
proporcion relativa de cada una de estas partes se denomina valor o indice
hematocrito.

La medicién del valor hematocrito se fundamenta en la simple centrifugacién de una
muestra de sangre incoagulable colocada en un tubo especial (tubo hematocrito) que
lleva una escala de diez divisiones y que, tras la centrifugacion, permite medir la altura
del volumen que ocupan los globulos en el fondo del tubo y la del plasma que
sobrenada.

Los tubos utilizados tienen distintas formas y tamafios, segun los autores que los
idearon (Hedin, Hamburger, Westergren, Wintrobe, etc.). Los que son capilares
permiten recoger la sangre por puncion digital.

4. RESULTADOS

Los resultados obtenidos deberan encontrarse en caso de sujetos sanos entre los
siguientes rangos segun sexo:

e Vardn: 40,7 — 50,3%
e Mujer: 36,1 — 44,3%

A patrtir del indice hematocrito se puede deducir la cifra de hematies. Silos hematies
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son de forma, tamafo y contenido en hemoglobina normal o poco alterada, la relacion
entre numero de hematies (Heme) e indice hematocrito (Ht) es una constante, es
decir:

Ht - K = Heme

0 sea, que el porcentaje del paquete hematolégico multiplicado por una constante nos
proporciona el nimero de hematies por milimetro cubico. Capdevila ha evaluado esta
constante en 110.000; asi, si suponemos que el valor hematocrito de un paciente es de
40 por 100 (paquete de hematies), si se multiplica por 110.000 da 4.400.000, que
representa el n°® de hematies por milimetro cubico.

5. DISCUSION

El hematocrito es la cantidad y proporcion relativa entre los gloébulos y el plasma
sanguineo. Si bien este parametro debe ser visto a la luz del resto de los parametros
presentes en la bioquimica sanguinea y en la hematimetria junto con la sintomatologia
del paciente, por si solo puede ser ya indicativo de variaciones en las caracteristicas
sanguineas. Su aumento puede indicar una reduccién en el numero de hematies
(anemia) y su aumento la situacion opuesta (policitemia).
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