Fraccionamiento
Subcelular
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Molecules sediment according to
their size, shape and density.




Jlodo proceso de fraccionamiento subcelular tiene dos
etapas:

- ruptura de las células o tejidos( homogenizacion del tejido)
- separacion de la fraccion deseada por centrifugacion
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Técnicas de ,
HOMOGENIZACION

Metodos mecanicos:
- Sonicacion
- Pasar las células por orificios provocando su ruptura.

- Homogenizadores(mortero,juguera,homogenizador de
piston)

Méetodos quimicos:
- Detergentes



Homogeneizacion

Objetivo: romper la membrana plasmica liberando los organelos
en suspension con un minimo daifo funcional y estructural

Medios mecanicos:

Morteros con y sin abrasivos (fej. Vegetales)
Homogenizadores tipo Potter (fej. Animales)
Homogenizadores tipo Dounce
Homogenizadores de alta velocidad

Tratamientos enzimaticos previos en algunos
casos (aorta, musculo, algunos tumores)

Elastasa
Colagenasa
Hialuronidasa






Medio de suspension

CEVER S EL

Proteccion osmotica
Preservacion de la membrana
Prevencion de aglutinacion
Prevencion de adsorciones

Sacarosa
Glucosa
Manitol
polialcoholes



Centrifugacion

Homogenado celular
antes de la centrifugaciéon

Sobrenadante
oomponentes menores
y menos densos

Sedimento o precipitado

Homogenado celular
después de la centrifugacion




Esquema de una Ultracentrifuga

ESQUEMA BASICO DE UNA ULTRACENTRIFUGA
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Centrifugacion Diferencial

ESQUEMA DE UNA CENTRIFUGACION DIFERENCIAL Sobrenadante:
ribosomas, virus,
macromoléculas

!
|

< S | <

—_— —_— o | —mmmm»
velocidad velocidad

baja 2 media alta

N

homogenado
celular Precipitado 1 Precipitado 2 Precipitado 3

células enteras, mitocondnas, microsomas,
nucleo, citoesqueleto  lisosomas, otras vesiculas
peroxisomas pequefias




Ribosemes sediment

CENTRIFUGACION DIFERENCIAL
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Centrifugacion en Gradiente de Densidad

(ISOPICNICA)

Rotor & godets moblles

Force cenrifuge

Permite la separacion de
la gran mayoria de los
componentes celulares.

Densidad mayor en el
fondo del tubo.

Los mas utilizados:
Sacarosa

Percoll

Metrizamida

CsCl (muy corrosivo,rotor
de titanio)
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Uso de marcadores especificos.

Se utilizan para evaluar la separacion por:
fraccionamientorsubcelular.

Se basa en el 'uso de substratos para las
enzimas caracteristicas de cada organelo.



Malato dehydrogenasa
Sulfito citocromo c
reductasa

a/ Monoamino oxidasa

Citocromo ¢ oxidasa

N-acetil B-glucosaminidase
Fosfatasa acida

Catalasa
Acyl-CoA oxidasa

NADPH citocromo ¢ reductasa
j ) Glucosa 6 fosfatasa

RE - microsomas



Aplicaciones en Biologia celular.

Esta tecnica ha sido ampliamente utilizada en biologia
celular, por tanto, posee variadas aplicaciones:

K Identificacion y caracterizacion de organelos.

K Entrega informacion acerca de la organizacion estructural
y funcional de la célula.

K Reconocimiento de proteinas.
K Localizacion de actividades enzimaticas.

K Permite entender funcionamiento de la célula gracias al
estudio de sus partes.



