
FRAZIONAMENTO	e	CENTRIFUGAZIONE	



Frazionamento	cellulare	e	tissutale	
	
Le	cellule	possono	essere	separate	e	rotte	in	vario	modo:		
	
Enzimaticamente	(collagenasi,	ialuronidasi,	papaina,	elastasi,	cellulasi,	lisozima)	
Omogenizzazione	meccanica	
Ultrasuoni	
shock	osmotico		
uso	di	detergenti	(digitonina,	igepal,	sodio	desossicolato,	sds)	
	
	
Questi	procedimenti	rompono	molte	membrane	ma	lasciano	intatti	gli	organuli	che	
possono	essere	separati	sulla	base	delle	loro	dimensioni	e	densità.	



macinatore	
mortaio	

Potter	 French	Press	 Sonicatori	



sonicazione	
https://youtu.be/ykvS2gldQnw	

Omogenizzazione	
https://youtu.be/olwyI7_EFNE	



La	centrifugazione	

E’	 una	 delle	 principali	 metodologie	 separative	 utilizzate	 dell’indagine	
biochimica	 insieme	 alla	 dialisi,	 alla	 filtrazione,	 alla	 cromatografia	 o	 alla	
elettroforesi		

Permette	la	separazione	meccanica	in	un	mezzo	liquido	di	materiali	solidi	
dal	liquido	e	di	materiali	solidi	tra	loro	sottoponendoli	ad	una	forza	
centrifuga.		
	
	
ècellule	
èorganuli	subcellulari		
èmacromolecole		
	



Applicare		un	campo	gravitazionale	artificiale	attraverso	la	
rotazione	ad	alta	velocità	(Campo	centrifugo)	

SCOPO	

le	particelle	possono	essere	separate	poiché	sedimentano	con	
velocità	diversa	a	seconda	delle	diverse	caratteristiche	di	massa	
densità	,	dimensione	e	forma		

PERCHE’??	



CAMPO	CENTRIFUGO	
Abbiamo detto che  il campo centrifugo (G) è dato da:

Ma è possibile esprimerla giri·min-1 o (RPM) dove una rivoluzione 
del rotore è equivalente a 2π radianti:

…e il campo centrifugo viene quindi definito come:
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velocità	angolare	ω	è	espressa	in	rad	sec-1	



 
 
E’	possibile	esprimere	in	termini	di	ω	=	velocità	angolare	 in	giri·min-1	o	
(RPM)	 dove	 una	 rivoluzione	 completa	 del	 rotore	 è	 equivalente	 a	 2π	
radianti:	

Oppure	
	
	
 

ω =
2π
60

RPM

come	 forza	 centrifuga	 relativo	 (RCF)	 come	 multiplo	 della	 costante	
gravitazionale	(g	=	980	cm·s-2):	

 
Che	diventa:	
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RCF =1.11×10−5 ⋅ (RPM )2 ⋅R

Come	posso	esprimere	l’intensità	dell’azione	della	centrifuga?						

600	rpm	oppure	9000	rpm		

Ma	in	questo	caso	le	rotazioni	per	minuto	dipendono	dalla	
distanza	dall’asse	di	rotazione	cioè	da	R	

600	xg		o	9000	xg	



Nomogramma

Per descrivere le modalità di 
centrifugazione in maniera completa 
bisogna indicare:

 o la R.C.F (come multiplo della
forza di gravità, cioè di g)

 o la velocità di rotazione (rpm) + 
il raggio del sistema (r=dipende dal 
rotore usato)

M.N. Gadaleta

N.B. rpm = revolution  per minute=
giri al min.

Il nomogramma serve per convertire 
i g in rpm quando è noto il rotore 
che si deve adoperare e quindi si 
conosce r

Per	descrivere	le	modalità	di	
centrifugazione	in	maniera	completa	
bisogna	indicare:		
	
1)  o	la	R.C.F	(come	multiplo	della	forza	

di	gravità,	cioè	di	g):	13000	xg	
	
2)  o	la	velocità	di	rotazione	(rpm)	+	il	

raggio	del	sistema	(r=dipende	dal	
rotore	usato):	6000	rpm;	rotore	A	
6.24		

	
	
Il	nomogramma	serve	per	convertire	i	
rcf	in	rpm		e	viceversa		
	

nomogramma	



FG		=	forza	centrifuga		=	mpω2R 	 	 	 	 	ω2R=	accelerazione	angolare 		
				
m	=	ρ	V 	 	ρ=m	(kg)/V	(m3)		 	 	 	 	 	V	=	4/3π	rp3	
		
FG	=	4/3π	rp3ρp	ω2R	
			
dove	ρp	è	la	densità	della	particella	(kg.m-3)	

FB	=	forza	dovuta	al	principio	di	Archimede	(spinta	idrostatica)	
	
FB	=mmω2r	=	4/3π	rp3ρmω2R	

Nel	corso	della	sedimentazione	la	particella	è	sottoposta	ad	una	forza	netta	verso	
l’esterno		
	
FG-FB	=	4/3π	rp3ρp	ω2R	-	4/3π	rp3ρmω2R=	4/3π	rp3	(ρp	–ρm)	ω2R	
	



Se	anche	il	liquido	oppone	resistenza		

Ed	inoltre	le	particelle	mentre	migrano	generano	attrito,	che	assumendo	sempre	
una	particella	sferica	e	che	si	muova	con	vel.	Nota,	allora	la	forza	che	si	oppone	al	
moto	della	particella	è:	
	
FD	=	forza	di	attrito	=	6πrpηv 	 	legge	di	Stokes									η=	coeff.	di	viscosità	

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 			v=	vel	di	sedimentazione
	 	 	 		

Una	particella	in	un	mezzo	a	densità	costante,	sarà	accelerata	in	un	campo	
centrifugo	fino	a	quando:	
	
4/3π	rp3	(ρp	–ρm)	ω2R	=	6πrpηv 	 		
	
	
	
Poi	sedimenterà	a	velocità	costante	

		
	
	
	



Velocità	di	sedimentazione	
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Densità	della	particella	
Densità	del	mezzo	

Viscosità	del	mezzo	
Costante	per	una	sfera	

Campo	gravitazionale	

Raggio	della	particella	Velocità	di	sedimentazione		
della	particella	

Posso	utilizzare	la	
sedimentazione	che	
si	ottiene	dopo	un	
certo	tempo		

ω2R

Campo centrifugo applicato 

r2 



1.	Per	molecole	con	uguale	dimensione	e	
forma,	quella	con	massa	maggiore	avrà	s	
maggiore:	sedimenterà	per	prima	

2.	La	forma	influisce	sulla	sedimentazione.	Il	coeff.	di	attrito	(f)	è	
minore	quanto	più	sferica	è	la	particella.	Particelle	di	massa	uguale,	
ma	forma	diversa,	sedimenteranno	in	modo	diverso		

3.	Maggiore	è	la	densità	della	particella,	minore	è	il	rapporto	con	la	densità	del	mezzo,	più	
grande	sarà	il	valore	di	s,	più	veloce	sarà	la	sedimentazione				

4.La	densità	del	mezzo	influenza	la	velocità	di	sedimentazione:	
	
Se		ρm	=	ρp			allora	v=0	
Se	ρm	>	ρp			allora	la	particella	galleggerà	sul	mezzo	
Se	ρm	<	ρp		allora	la	particella	precipiterà	sul	fondo	

v	=	-------------	
m(1-ρm/ρp)	
	 ω2R	

f	

S	

se	esprimo		il	volume	V=	m/ρ	
m/ρp	(ρp	–ρm)	ω2R	=	6πrpηv 	 	 	 	se	pongo	6πrpη	=	f	
m(1-ρm/ρp)	ω2R	=	f	v	
	
ricavo	



Tempo di sedimentazione

Il tempo di sedimentazione si ottiene attraverso 
l’integrazione della legge di Stokes tra due raggi: 

– rt= raggio di rotazione alla superficie e
– rb = raggio di rotazione al fondo

t

b

mp r
r
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ρρω
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rb
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Posso utilizzare il tempo 
necessario per la loro completa 
sedimentazione 



La	velocita’	di	sedimentazione	puo’	anche	essere	
espressa	in	termini	di	velocita’	di	sedimentazione	per	
unita’	di	campo	centrifugo	applicato,	comunemente	
detta	“coefficiente	di	sedimentazione”	(s).		
Se	il	mezzo	ha	una	composizione	definita,	la	velocita’	di	
sedimentazione	e’	proporzionale	a	ω2r,	quindi	
l’equazione	si	semplifica	in:	
	

ν=s	ω2r	
	

s=	ν/ω2r	 	(coeff.	di	sedimentazione)	



CENTRIFUGAZIONE NELLA SEPARAZIONE DI PROTEINE



		
	
enzimi,	ormoni	peptidici,	proteine	solubili	 	 	2-25	s	
Acidi	nucleici 	 	 	 	 	 	 	 	 	3-100	s	
Ribosomi	e	polisomi	 	 	 	 	 	 	 	20-200	s	
Virus 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	40-4,0	x	103	s	
Lisosomi,	perossisomi 	 	 	 	 	 	 	4,0	x	103	s	
Membrane 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	100-1,0x105	s	
Mitocondri 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	2,0x104s-7,0x104	s	
Nuclei 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	4,0	x106	s-4,0x107	s	
	
Il	coefficiente	di	sedimentazione	dipende	dalla	temperatura,	dalla	densità	e	dalla	
viscosità	della	soluzione,	gli	studi	possono	essere	effettuati	in	diversi	sistemi	
soluto-solvente,	il	valore	ottenuto	viene	spesso	corretto	nel	valore	che	si	
otterrebbe	in	un	mezzo	la	cui	viscosita’	e	densita’	fossero	pari	a	quelle	dell’	acqua	
a	20oC		
coefficiente	di	sedimentazione	standard	o	S	20,w.		
		
S	=	Svedberg	=	10-13	sec.		
	



Le	tecniche	centrifugative	si	possono	suddividere	in	generale	in:		
	
	

preparative	e	analitiche	
	
	
	
La	centrifugazione	preparativa	separazione	di	componenti	cellulari	e	
macromolecole	a	bassa	e	alta	velocità	(da	banco	o	da	terra)	
	
La	centrifugazione	analitica	alta	velocità	e	volumi	inferiori	di		materiale	da	
analizzare;	metodo	per	la	caratterizzazione	di	soluzioni	di	macromolecole	ed	
è	uno	strumento	indispensabile	per	l'analisi	quantitativa	delle	interazioni	
macromolecolari;	necessità	di	strumenti	specifici	con	sistemi	ottici	
incorporati	



Può	essere	separata	secondo	due	criteri:	
	
-  Per	VELOCITA	di	SEDIMENTAZIONE	detta	anche	centrifugazione	zonale	

		
Vantaggi:	

	bassa	velocità	e	tempi	brevi			
	
Limitazioni:	

	separazione	incompleta	

-  Per	EQUILIBRIO	di	SEDIMENTAZIONE	detta	anche	centrifugazione	isopicnica	o	
a	densità	

	
Vantaggi:		

	buona	separazione	della	frazione	di	interesse	
	
Limitazioni:	

	alta	velocità,	necessaria	strumentazione	specifica	e	costosa	
	
	



-Lo	studio	della	morfologia,	composizione	e	attività	dei	componenti		
-La	separazione	di	sostanze	con	caratteristica	localizzazione		
subcellulare	(DNA,	Enzimi,	CoEnzimi	ecc)	
-L’integrazione	delle	attività	di	componenti	subcellulari	isolati		
	

Perché	separare….	

-La	scelta	del	materiale	di	partenza	(es	tessuto,	cellule	etc)		
-L’omogenizzazione	(se	si	parte	da	tessuti)		
-L’uso	di	opportuni	tamponi,	per	es.	isotonici	con	l’ambiente	cellulare		
in	cui	la	struttura	subcellulare	si	trova	(es.	una	soluzione	salina;	una		
soluzione	0,25	M	di	saccarosio	per	l’integrità	dei	mitocondri	)		
	

molto	importante…	



Tipi	di	centrifugazione	
		
	Preparativa:	
	
	 	-	Differenziale	
		 	-	Su	gradiente	di	densità:	zonale	
	 	 	 	 	 	 	 			isopicnica	
		



Centrifugazione	differenziale		
(Pelleting)	

Il	materiale	da	frazionare	viene	separato	in	un	certo	numero	di	frazioni	mediante	
centrifugazioni	successive	in	cui		

aumenta	di	volta	in	volta	la	forza	centrifuga	applicata		
	

Sedimento	o	fondello	(o	pellet	o	P)	 Sovranatante	(SN)	

La	velocità	sedimentazione	dipende	dalle	dimensioni	e	dalla	densità	della	particella			

L’efficienza	di	sedimentazione	dipende	dalla	forza	di	gravità	applicata	(RCF)	e	dal	
tempo	di	centrifugazione	

Ottengo	2	frazioni	



Centrifugazione	Differenziale	
	
Centrifugazione	di	una	sospensione	omogenea:	si	separano	un	sedimento	
(P)	e	un	sovranatante	(SN)	

Tempo di centrifugazione 
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Centrifugazione differenziale

Fr

da Kleinsmith Fig 4-29M.N. Gadaleta



Centrifugazione	in	gradiente	di	densità:	
	
Richiede	la	presenza	di	una	colonna	di	liquido	la	cui	densità	sia	
crescente	man	mano	che	si	raggiunge	il	fondo	della	provetta	da	
centrifuga	

Caratteristiche	ideali	dei	materiali	per	gradienti	:	
	
•	Ampio	intervallo	di	densità		
•	Bassa	pressione	osmotica		
•	Bassa	viscosità	
•	Nessuna	tossicità		
•	Compatibilità	con	materiali	biologici		
Incapacità	di	penetrare	le	membrane	biologiche		
	
	



p.parenti



Centrifugazione	ZONALE			
		
	 	 		

ρp	>	ρm	
Tecnica	di	velocità		
Dipendente	dal	tempo		
Dipendente	da	S	(dimensione,	forma	e	densità	)	
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Sfrutta	le	differenze	di	dimensione	e	forma	delle	particelle	
	



Centrifugazione	ISOPICNICA	

ρp	=ρm		
Tecnica	di	equilibrio		
Indipendente	dal	tempo		
Dipendente	solo	dalla	densità		
	

Sfrutta	la	densità	delle	particelle	

A	volte	il	gradiente	non	è	preformato	ma	si	forma	per	effetto	della	F.C.	sulle	molecole	
del	soluto.	Gradienti	continui	e	discontinui.	
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Centrifugation time
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FIGURE 4.12 A
comparison of
differential and
density gradient
measurements.
A Differential
centrifugation in 
a medium of
unchanging density.
B Zonal
centrifugation in 
a prepared density
gradient.
C Isopycnic
centrifugation; the
density gradient
forms during
centrifugation.

>> (Eq. 4.11)

This equation provides an accurate calculation of molecular weight and is applica-
ble to macromolecules such as proteins and nucleic acids. However, its usefulness

MW = RTs
D(1 - vr)
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Densità̀	di	alcuni	materiali	biologici		

Materiale		
		
	

Densità	(g/cm3)		
	

Cellule	microbiche		 1.05	-	1.15		
Cellule	di	mammifero		 1.04	-	1.10		
Organuli	 1.10	-	1.60	
Proteine	 1.30		
DNA	 1.70	
RNA	 2.00	

Troverete	diverse	indicazioni	di	densità	a	seconda	del	materiale	utilizzato	per	il	gradiente	



Come	è	possibile	valutare	il	grado	di	purezza	del	precipitato	dopo	
centrifugazione	differenziale?		

Utilizzando	dei	“marker”	
subcellulari	

Valutazione	tramite	l’attività	specifica		
Attività	specifica	(in	U/mg	proteine)	=		
attività	enzimatica	(in	U/ml)	/	concentrazione	totale	di	proteine	(in	mg/	ml)		
	
Se	la	centrifugazione	è	stata	efficace	l’attività	specifica	nella	frazione	purificata	è	
maggiore	dell’attività	specifica	di	partenza		
	

Marcatori di frazioni subcellulari

Kleinsmith &Kish, tab 4-2M.N. Gadaleta



….attività	specifica	

p.parenti

Concetto di attività specifica

Valutazione	tramite	l’attività	specifica		
Attività	specifica	(in	U/mg	proteine)	=		
attività	enzimatica	(in	U/ml)	/	concentrazione	totale	di	proteine	(in	mg/	ml)		
	
Se	la	centrifugazione	è	stata	efficace	l’attività	specifica	nella	frazione	purificata	è	
maggiore	dell’attività	specifica	di	partenza		
	



Marcatori di frazioni subcellulari

Kleinsmith &Kish, fig 4-30M.N. Gadaleta



Acknowledgements

We would like to thank Mathieu Poirier for providing the isolated, perfused rat hearts. This study
was supported by funds from the Canadian Institutes of Health Research (MOP-77526) and the
Natural Sciences and Engineering Research Council of Canada to R.S., and a Faculty of Medicine and
Dentistry Graduate Student Recruitment Studentship award to S.B. MethodsX thanks the reviewers of
this article for taking the time to provide valuable feedback.

References

[1] P. Holden, W.A. Horton, Crude subcellular fractionation of cultured mammalian cell lines, BMC Res. Notes 2 (2009) 243–253.
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fibrosarcoma cells (B) were assessed by western blotting against specific markers. The cytosolic, membrane bound organelles
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SERCA2:		sarco/endoplasmic	reticulum	Ca2+-ATPase	
LAMININ	A/C:	nuclear	marker	
GAPDH:	cytosolic	marker	
VDAC:	voltage-dependent	anion	channel,	mitochondrial	marker	



Tipi	di	ultracentrifughe	
	
Centrifughe	a	bassa,	media,	alta	e	ultra	velocità	
	
	
	
Ultracentrifugazione	preparativa:	per	separare	particelle	piccole:	
microsomi	,ribosomi,	batteri,	virus,	ac.	nucleici	e	proteine.		
	
	
	
	
Ultracentrifugazione	analitica:	utilizza	un	sistema	ottico	che	permette	
di	visualizzare	il	processo	di	sedimentazione	man	mano	che	si	verifica.	
E’	possibile	caratterizzare:	coef.	sedimentazione,	coef.	diffusione,	peso	
molecolare,	densità,	misura	concentrazione	e	omogeneità	di	una	
soluzione.		









K	rappresenta	l’efficienza	di	sedimentazione	relativa:	
	

Dipende	da:	
massima	velocità	angolare	ω	(rad/sec)	del	rotore	
Raggio	minimo	e	massimo	del	rotore	k = ln(rmax / rmin )

ω 2
1013

3600

k = 2,53⋅10
5 × ln(rmax / rmin )

(RPM /1000)2 …se	la	velocità	viene	espressa	in	rpm..	

kadj = k
maxvelrotore

velocitàattualerotore
⎛

⎝
⎜

⎞

⎠
⎟
2

…se	non	si	usa	la	massima	velocità	del	rotore	

T	=	K/S	
	
T	è	il	tempo	(ore)	necessario	per	sedimentare	un	campione	di	cui	è	noto	il	coefficiente	di	
sedimentazione	(s)	
	
S=	coefficiente	di	sedimentazione	in	(S)	
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TABLE 4.1 Types of Centrifuges and Applications

Characteristic

Type of Centrifuge

Low Speed
Microfuge 

(Medium Speed) High Speed Ultracentrifuge

Range of speed (rpm) 1–6000 1000–15,000 1000–25,000 20–150,000

Maximum RCF (g) 6000 12,000 50,000 1,500,000

Refrigeration Some Some Yes Yes

Applications

Pelleting of cells Yes Yes Yes Yes

Pelleting of nuclei Yes Yes Yes Yes

Pelleting of organelles No No Yes Yes

Pelleting of ribosomes No No No Yes

Pelleting of macromolecules No No No Yes

Analytical techniques No No No Yes

FIGURE 4.4 A lab
technician loads
samples into a
Sorvall RC-6 Plus
Superspeed
centrifuge, a typical
high-speed
centrifuge. Image
provided by
Thermo Fisher
Scientific Inc., all
rights reserved.
www.thermofisher.
com.

called pelleting.) The upper liquid portion, the supernatant, is then separated
by decantation.

High-Speed Centrifuges

For more sophisticated biochemical applications, higher speeds and temperature
control of the rotor chamber are essential. A typical high-speed centrifuge is
shown in Figure 4.4. The operator of this instrument can carefully control speed
and temperature, which is especially important for carrying out reproducible
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FIGURE 4.5
Rotors for a high-
speed centrifuge. 
A Fixed-angle;
B Swinging-bucket;
C Vertical.
Courtesy of
Beckman Coulter.

Centrifugal force

A

B

C D

FIGURE 4.6
Operation of a
fixed-angle rotor. 
A Loading of
sample. B Sample
at start of
centrifugation.
C Bands form as
molecules sediment.
D Rotor at rest
showing separation
of two components.

centrifugations of temperature-sensitive biological samples. Rotor chambers in
most instruments are maintained at or near 

Three types of rotors are available for high-speed centrifugation: the fixed-
angle, the swinging-bucket, and the vertical rotor (Figure 4.5A–C). Fixed-angle
rotors are especially useful for differential pelleting of particles (Figure 4.6A). In
swinging-bucket rotors (Figure 4.5B), the sample tubes move to a position per-
pendicular to the axis of rotation during centrifugation, as shown in Figure 4.7.
These are used most often for density gradient centrifugation (see below). In the
vertical rotor (Figure 4.5C), the sample tubes remain in an upright position
(Figure 4.8). These rotors are used often for gradient centrifugation. Prior to the

4°C.
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FIGURE 4.7
Operation of a
swinging-bucket
rotor. A Loading of
sample. B Sample
at start of
centrifugation.
C Sample during
centrifugation
separates into two
components. D
Rotor at rest.
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FIGURE 4.8
Operation of a
vertical rotor. 
A Loading of
sample.
B Beginning of
centrifugation.
C, D During
centrifugation.
EDeceleration
of sample. F Rotor
at rest.
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centrifugations of temperature-sensitive biological samples. Rotor chambers in
most instruments are maintained at or near 

Three types of rotors are available for high-speed centrifugation: the fixed-
angle, the swinging-bucket, and the vertical rotor (Figure 4.5A–C). Fixed-angle
rotors are especially useful for differential pelleting of particles (Figure 4.6A). In
swinging-bucket rotors (Figure 4.5B), the sample tubes move to a position per-
pendicular to the axis of rotation during centrifugation, as shown in Figure 4.7.
These are used most often for density gradient centrifugation (see below). In the
vertical rotor (Figure 4.5C), the sample tubes remain in an upright position
(Figure 4.8). These rotors are used often for gradient centrifugation. Prior to the
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FIGURE 4.7
Operation of a
swinging-bucket
rotor. A Loading of
sample. B Sample
at start of
centrifugation.
C Sample during
centrifugation
separates into two
components. D
Rotor at rest.
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FIGURE 4.8
Operation of a
vertical rotor. 
A Loading of
sample.
B Beginning of
centrifugation.
C, D During
centrifugation.
EDeceleration
of sample. F Rotor
at rest.



§  I rotori ad angolo fisso hanno piccole differenze tra rmax e rmin  

§  Il tempo richiesto per la sedimentazione è minore per rotori 
ad angolo fisso 

§  I rotori ad angolo fisso sono più pesanti e necessitano di una 
maggiore energia per operare  

§  I rotori a bracci mobili (Swing out) sono da preferire per 
centrifugare cellule e particelle  

§  Per sedimentare macromolecole e particelle fini si usano 
rotori ad angolo fisso 

§  I rotori a bracci mobili sono da preferire per la centrifugazione 
su gradiente. 



p.parenti

Aspetti pratici

• uso di provette adeguate
• bilanciamento delle provette
• uso di tappi



Se devo caricare 2 o più campioni?

RIEMPIMENTO  DEI  ROTORI

Come	devo	caricare	se	ho	2	o	più	campioni??	

Se devo caricare 2 o più campioni?

RIEMPIMENTO  DEI  ROTORI



p.parenti

Strumentazione:	tubi	o	provette	


