Centrifugace

Centrifugace 1112131 slouzi k rozdé&leni ¢astic pomoci odstredivé sily. Casto jde o urychleni sedimentace. Zatimco
pri sedimentaci se ¢astice rozdéluji podle své hustoty vlivem gravita¢niho zrychleni, pti centrifugaci na né plsobi
mnohem vétsi odstredivé zrychleni. Rozdéleni smési proto probihd mnohem rychleji.

V nejjednodussich pripadech se centrifugace pouziva k oddéleni pevnych castic ze suspenze, napr. k
odstranéni srazenin ¢i krvinek z plné krve. Pomoci centrifugace je také mozné rozdélit smési nemisitelnych kapalin.
S vyuzitim vysokych rychlosti, jichz se dosahuje ve vysokootackovych centrifugach a ultracentrifugach, Ize také
separovat jednotlivé soucasti bunék z bunécného lyzatu nebo rozdélit smési makromolekul.

Centrifugacni zrychleni

Lze nahlédnout, ze rozdéleni smési pri centrifugaci bude probihat tim rychleji, ¢&im rychleji se bude tocit rotor
centrifugy. V praxi se vétsinou pracuje s veli¢inou oznacovanou jako relativni centrifugacni sila (re/ative
centrifugal force, RCF). Udava, kolikrat je odstredivé zrychleni vyssi nez tihové zrychleni (g) a zpravidla se uvadi v
nasobcich g.

Predstavme si, ze stejnou smés rozdélime do dvou zkumavek. Jednu postavime do stojanku a smés v ni nechame volné
sedimentovat, druhou budeme centrifugovat pri 10 000x g. Znamena to, ze na c¢astice v centrifugované zkumavce
bude plsobit odstredivé zrychleni deset tisickrat vétsi nez tihové zrychleni, které zplsobuje sedimentaci ve volné
stojici zkumavce.

Snadno Ize odvodit, Ze relativni centrifugacni sila zavisi na poloméru rotoru centrifugy a poctu otacek:
RCF=1,12-n?.r-107°
kde RCF je relativni centrifugacni sila, n je pocet otdcek rotoru za minutu a r je polomér rotoru v centimetrech.

Rychlost, kterou se budou jednotlivé ¢astice ve smési béhem centrifugace pohybovat, se uvadi jako tzv.
sedimentacni rychlost. Za idealizovanych podminek je imérnd odstredivému zrychleni (tedy relativni
centrifugacni sile) a rozdilu hustoty ¢astice a prostredi, v némz je dispergovana. Déle zavisi na velikosti ¢astice a
viskozité smési.

Namisto sedimentacni rychlosti se ¢asto pracuje se sedimentac¢nim koeficientem - veli¢inou, ktera popisuje
chovéani konkrétni ¢astice bez ohledu na podminky centrifugace. Sedimentacni koeficient viastné odpovida
sedimentacni rychlosti v poli o jednotkovém zrychlenf (tj. asi 10x mensim, nez je tihové zrychleni). Udava se v
sekundéch, popfipadé se pouzivad ndsobné jednotka Svedberg (1 Svedberg = 1S = 10713 s).

V literature se mlizeme setkat s Gdajem, Ze podjednotky ribosomu maji ,velikost” 30 S a 50 S. Je tak vlastné popsano
jejich chovani pri ultracentrifugaci bunécnych frakci. Velmi zhruba lIze rici, ze pokud bychom nechali sedimentovat napfr.
podjednotku 30 S ve volné stojici zkumavce, tj. pfi tthovém zrychleni asi 10 ms™2, klesala by rychlosti

3010713510 ms2 = 3-10711 ms~1, coZ je necely milimetr za rok.

Ve skute¢nosti by nesedimentovaly vibec, nebot proti sedimentaci by plsobila difuze. Je zjevné, Ze pro oddéleni
podjednotek ribozom{ je potfeba dosahnout zrychleni vétsiho o nékolik rada.

Centrifugy

Pokud pro zpracovani materidlu postacuji malé relativni centrifugacni sily (do 20 000x g Ci jeSté méné), Ize pouzit
pomérné jednoduché nizkoobratkové centrifugy. Pro sedimentaci velmi malych ¢éastic se pouzivaji
ultracentrifugy, jejichz rotor pracuje ve vakuu, ¢imz se zamezi jeho brzdéni vzduchem a zahrivani. Soucasti
ultracentrifug museji odoldvat obrovskym sildm a jsou proto velmi naro¢né na vyrobu; cena ultracentrifug je proto
vysoka.

Mezi nizkootackovymi centrifugami a ultracentrifugami stoji tzv. vysokootackové centrifugy. Pracuji bez vakua,
Ize vSak pomoci nich dosdhnout zrychleni az kolem 100 000x% g.

Centrifugovani pri vyssich otackach by kvdli tfeni o vzduch vedlo k zahfivani vzorku, navic biologické vzorky ¢asto
musi byt zpracovavany pfi nizkych teplotach. Centrifugy proto byvaji ¢asto vybaveny chlazenim.

Praktické poznamky
Centrifugované vzorky je do rotoru potrebné vkladat tak, aby byl rotor vyvazen. Odstredivé sily, kterymi jednotlivé

vzorky pisobi na hfidel rotoru, se musi vzajemné vyrusit. V praxi to znamena, Ze je tfeba vzorky do rotoru vkladat
tak, aby v protilehlych pozicich byly vzdy dvé stejné tézké zkumavky. Cim vétsi rychlost otdceni se pouzije, tim
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presnéji musi byt rotor vyvazen. Pri nizkych otdckach postadi pouzit pro vSechny vzorky zkumavky stejného typu a
napipetovat do nich stejné objemy vzorkd. Pri ultracentrifugaci se zkumavky vazi a objem vzorku se upravuje tak,
aby protilehlé zkumavky mély presné stejnou hmotnost.

Odkazy
Souvisejici ¢clanky

= Sedimentace erytrocytd
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