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Von W. Eichenberger
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Summary
Density gradient centrifugation is a very effective procedure 

for both analytical and preparative separation of particles 
and macromolecules.

The principle is quite simple. The mixture of particles is 
suspended in a medium of light specific weight and layered on 
top of a preformed density gradient. Since the components form 
discrete zones, when centrifuged, the procedure is also called 
zonal centrifugation. Separation is primarily obtained accor­
ding to the sedimentation rate (rate zonal separation), which 
depends predominantly on the particle size.

If a density gradient is used, which covers the complete den­
sity range of all fractions, particles reach level of equal den­
sity (buoyant density) after a sufficient period of time (iso­
pycnic zonal separation).

In ultracentrifuges at sufficiently high speeds the density 
gradient does not need to be preformed, but is formed by the 
centrifugal field itself.

Unlike differential centrifugation, zonal methods allow the 
quantitative recovery of the separated constituents. Zonal 
separations in centrifuge tubes with swinging-bucket and 
fixed-angle rotors and in sector cells have been used for the 
determination of physical characteristics, such as molecular 
weight, sedimentation coefficients, density and heterogeneity. 
Because of the low capacity, however, such experiments have 
more analytical than preparative significance. For preparative 
work zonal rotors, consisting of a bowl-shaped vessel, are applied. 
With these rotors, which combine a large capacity with the 
freedom from mechanical disturbances and wall effects, a great 
number of biological particles and macromolecules have been 
isolated, such as nuclei, mitochondria, polysomes, ribosomes, 
viruses and macroglobulines. Zonal rotors for continuous flow 
operations allow the collection and purification of particles 
from very large quantities of medium.

1. Einleitung

Unter den Verfahren der Stofftrennung nimmt die 
Zentrifugation eine sehr wichtige Stellung ein. Ihre Be­
deutung ist eine doppelte. Einerseits hat sich das Ver-

fahren zu einem wichtigen analytischen Hilfsmittel ent­
wickelt und erlaubt, mit geringen Substanzmengen 
wichtige Stoffgrößen von Partikeln und Makromolekü­
len zu bestimmen. Andererseits ist es möglich, durch 
Zentrifugation große Mengen von Partikelgemischen zu 
zerlegen und die einzelnen Komponenten in präparati­
vem Maßstabe anzureichern oder rein dazustellen.

Eine ganz besondere Bedeutung hat die Zentrifugation 
für die biologischen Arbeitsgebiete erlangt. Sie stellt 
nämlich den einfachsten und schonendsten Weg dar, um 
die Untereinheiten des lebenden Organismus, die Zellen, 
Zellorganellen und Enzyme, unter Erhaltung ihrer bio­
logischen Aktivität zu gewinnen. Da der Wert solcher 
Präparationen in erster Einie an ihrer Menge und Rein­
heit gemessen wird, sind fortwährend Anstrengungen 
unternommen worden, um Trennwirkung und Kapazität 
der Zentrifugationsmethoden zu verbessern. Die Ver­
wendung von Dichtegradienten hat in dieser Richtung 
sehr große Fortschritte gebracht, welche vor allem durch 
Biologie und Biochemie ausgenutzt worden sind.

Um die grundsätzlichen Unterschiede des Dichtegra­
dientenverfahrens gegenüber den herkömmlichen Va­
rianten zu verdeutlichen, sollen zuerst die allgemeinen 
Grundlagen der Zentrifugation kurz gestreift werden.

2. Grundlagen

Wie in Abb.l dargestellt ist, greifen an einem Teil­
chen vom Volumen V und der Dichte p' ( = Masse pro 
Volumen) in einem gegebenen Zentrifugalfeld drei 
Kräfte an, nämlich die Zentrifugalkraft K±, der Auf­
trieb K2 und die Reibung K3.

Es sind Kx = ctp r Vq',
K2=oFr Vq,
K3 = Sf.
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Abb.l. Kräfte im Zentrifugalfeld

Darin bedeuten r Abstand vom Rotationszentrum, 
co Winkelgeschwindigkeit des Rotors, 
g Dichte des Mediums, 
f Reibungsfaktor,
S Sedimentationsgeschwindigkeit.

Im Kräftegleichgewicht gilt die Beziehung

K2 + K3 = Kr 
oder

k3 = k1- k2 
und

Sf = co2' r Vq' — co2 r Vq.

Daraus erhält man für die Sedimentationsgeschwindig­
keit

S=wG V^^ . (1)

Wird q' < q, so wird die Sedimentationsgeschwindigkeit 
negativ, und man erhält anstelle der Sedimentation eine 
Flotation.

Wenn co, r und q gegeben sind, ist die Sedimentations­
geschwindigkeit nur noch abhängig von den Eigen­
schaften des Teilchens, nämlich von seinem Volumen 
(d. h. der Teilchengröße), seiner Dichte und seiner Form, 
welche im Reibungsfaktor enthalten ist.

Die Sedimentationsgeschwindigkeit, bezogen auf die 
Zentrifugalbeschleunigung1, wird nach Svedberg und 
Pedersen2 als Sedimentationskonstante s bezeichnet.

s = (2)

Die Sedimentationskonstante stellt eine vom Zentri­
fugalfeld unabhängige, charakteristische Größe dar, 
welche die Gesamtheit der Teilcheneigenschaften ein­
schließt. Sie wird in Svedberg-Einheiten (S) von 10-13 
sec gemessen und kann zum Vergleich von Sedimenta­
tionsgeschwindigkeiten verwendet werden. Partikel be­
sitzen um so höhere Sedimentationskonstanten, je 
schneller sie unter gegebenen Verhältnissen sedimentie- 
ren.

Zum Vergleich von Sedimentationskonstanten, die in 
verschiedenen Lösungsmitteln gemessen worden sind, 
kann man die gemessenen Werte auf Wasser bei 20°C 
als Medium beziehen.

Bei kleinen Partikeln im molekularen Größenbereich 
interessiert in erster Linie das Molekulargewicht. Statt 
der Dichte verwendet man in diesem Falle das partielle 
spezifische Volumen v, welches die reziproke Dichte in 
Lösung ausdrückt und abhängig ist vom Lösungsmit­
tel und der Konzentration.

Ferner kann man nach dem Gesetz von Einstein 
(Gleichung 3) den Reibungsfaktor f ersetzen. Dieser 
läßt sich nämlich anhand der Diffusion bestimmen, da 
ein Teilchen bei der Diffusion dieselbe Reibung erfährt 
wie bei der Sedimentation.

RT
DN '

Darin bedeuten R Gaskonstante, 
T Temperatur, 
D Diffusionskonstante, 
N Avogadrosche Zahl.

Man erhält dann für die Sedimentationskonstantc

MD(I-vq) 
RT

Wie dieser Ausdruck zeigt, lassen sich aus der Sedimenta­
tionskonstanten wichtige molekulare Größen berechnen.

3. Arten der Trennung

Wie aus Gleichung (1) hervorgeht, werden Sedimen­
tationsgeschwindigkeit und -konstante in erster Linie 
durch das Teilchenvolumen bestimmt. Eine Trennung 
nach Sedimentationsgeschwindigkeit kommt daher im 
wesentlichen der Zerlegung eines Gemisches nach Teil­
chengröße gleich.

Gemische biologischer Partikel lassen sich grundsätz­
lich nach diesem Gesichtspunkte trennen, da sich ihre 
Größen, wie Tabelle 1 zeigt, über mehrere Zehnerpoten­
zen erstrecken.

Tabelle 1. Größe biologischer Partikel

nm

Zellkerne 
Chloroplasten 
Mitochondrien 
Viren 
Phagen 
Ribosomen 
Hämoglobin 
Saccharose

10000
6000
1000

300 bis 10
100 bis 50

15
5
0,5

Die Trennung nach Sedimentationsgeschwindigkeit 
kann grundsätzlich auf zwei Arten durchgeführt werden:
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Abb. 2. Differentialzentrifugation

Bei der Differentialzentrifugation, welche in Abb. 2 
schematisch dargestellt ist, wird das zu trennende Ge­
misch in einem homogenen Medium suspendiert, dessen 
Dichte überall die gleiche ist. Während der Zentrifuga­
tion setzen sich die verschiedenen Teilchen mit unter­
schiedlicher Geschwindigkeit ab. Eine gute Trennung 
wird jedoch nur dann erhalten, wenn die Teilchengrößen 
der einzelnen Komponenten um etwa eine Größenord­
nung auseinanderliegen. Wie Tabelle 1 zeigt, ist dies 
etwa der Fall für Kerne, Mitochondrien und Ribosomen. 
Häufig ist diese Voraussetzung jedoch nicht erfüllt, was 
zur Folge hat, daß auf diesem Wege nur eine Grobfrak­
tionierung erreicht werden kann. Ein weiterer Nachteil 
dieses Verfahrens liegt darin, daß alle Komponenten 
gleichzeitig zu sedimentieren beginnen und damit An­
teile der langsameren Komponente ins Sediment der 
schnelleren gelangen. Eine quantitative Rückgewinnung 
der langsamen Komponente ist daher grundsätzlich 
nicht möglich.

Beim zweiten Verfahren, das in Abb. 3 dargestellt ist, 
wird das Partikelgemisch in einem spezifisch leichten 
Medium suspendiert und in dünner Schicht oben auf 
eine Säule dichteren Mediums geschichtet. Während der 
Zentrifugation sedimentieren dann die einzelnen Kom-

Abb.3. Zonenzentrifugation (rate zonal separation)

ponenten, ausgehend von derselben Startlinie, in der 
Form diskreter Zonen. Nach diesen ist das Verfahren als 
Zonenzentrifugation bezeichnet worden.

Im Unterschied zur Differentialzentrifugation wird 
hier ein Medium verwendet, dessen Dichte von oben 
nach unten zunimmt und das infolgedessen einen Dichte­
gradienten dqjdr aufweist. Dieser bewirkt, daß in der 
Flüssigkeitssäule unter jede Schicht eine solche höherer 
Dichte zu liegen kommt, und stabilisiert dadurch die 
Partikelzonen und die Flüssigkeitssäule während der 
Zentrifugation. Wie aus Abb. 3 hervorgeht, wird eine 
solche Trennung nach Sedimentationsgeschwindigkeit 
(rate zonal Separation) zum Zeitpunkt t±, d.h. wenn die 
Zonen die gewünschte Lage erreicht haben, unterbro­
chen. Die einzelnen Zonen können darauf quantitativ 
zurückgewonnen werden. Für dieses Verfahren wird in 
der Regel ein flacher Dichtegradient mit einem engen 
Dichtebereich gewählt.

Ein wesentlicher Vorteil der Zonenzentrifugation 
liegt nun aber in der Möglichkeit, ein Partikelgemisch 
nach einem weiteren Gesichtspunkt, nämlich nach der 
Dichte, zu zerlegen. Wird der Dichtebereich der Gra­
dientenlösung so gewählt, daß er die Dichte der sedi- 
mentierenden Teilchen einschließt, dann wandern diese 
während der Zentrifugation nur so weit, bis sie in den 
Bereich gleicher Dichte gelangen. Bei dieser isopykni­
schen Zonenzentrifugation (isopycnic zonal Separation), 
die in Abb. 4 dargestellt ist, erfolgt eine Auftrennung des 
Partikelgemisches, unabhängig von den übrigen Teil­
cheneigenschaften, ausschließlich nach deren Dichte. Für 
diese Variante wird im allgemeinen ein Dichtegradient 
mit großem Dichtebereich und eine längere Zentrifuga­
tionszeit benötigt.

Abb. 4. Isopyknische Zonenzentrifugation (isopycnic zonal separation)

4. Herstellung von Dichtegradienten

Dichtegradienten können auf verschiedene Weise dar­
gestellt werden. Eine einfache Methode, die u. a. von 
Kreutz und Menke3 verwendet wurde, besteht darin, 
daß Lösungen verschiedener Dichte im Zentrifugenglas
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Abb. 5. Herstellung von Rohrzucker-Dichtegradienten durch Über­
schichten

Dichteverlauf. Wird das Volumen des Mischgefäßes kon­
stant gehalten, so entsteht ein exponentieller Gradient. 
Solche Einrichtungen lassen sich mit den üblichen Glas­
geräten improvisieren. Ferner gibt es im Handel eine 
Reihe von Geräten, die darauf beruhen, daß die beiden 
Lösungen gleichzeitig, aber mit unterschiedlicher Ge­
schwindigkeit, aus zwei Pipetten ausgepreßt und in einem 
Mischelement gemischt werden. Im allgemeinen haben 
sich Dichtegradienten mit konvexem Dichteverlauf 
bewährt.

Für die Gradientenlösung wird eine geeignete Beimi­
schung verwendet, die im Idealfall spezifisch schwer, 
sehr gut löslich, nicht toxisch, nicht viskos und osmo­
tisch wenig wirksam sein sollte. Eine Auswahl häufig ge­
brauchter Stoffe ist in Tabelle 2 aufgeführt.

sorgfältig übereinandergeschichtet werden, wie dies in 
Abb. 5 dargestellt ist.

Beim Stehen während 12 bis 24 Stunden glättet sich 
der anfänglich stufenförmige Gradient durch Diffusion. 
Soll der Dichteverlauf kontinuierlich sein oder eine be­
stimmte Form aufweisen, werden mit Vorteil andere 
Einrichtungen verwendet. Sehr nützlich ist eine Anord­
nung, wie sie schematisch in Abb. 6 dargestellt ist und die 
im Prinzip aus zwei kommunizierenden Gefäßen besteht, 
welche eine schwerere und eine leichtere Lösung enthal­
ten. Die ausfließende schwerere Lösung wird dabei kon­
tinuierlich mit der noch vorhandenen leichteren ver­
mischt, wodurch die Dichte des ausfließenden Gemisches 
eine Funktion des ausgeflossenen Volumens wird. Sie 
wird durch eine Gleichung dargestellt, in der das Ver­
hältnis der beiden Gefäßquerschnitte als Exponent vor­
kommt. Bei Gleichheit der Querschnitte entsteht ein 
linearer, bei Ungleichheit ein konvexer oder konkaver

Abb. 6. Herstellung kontinuierlicher Dichtegradienten

pj, 5» Dichte der Ausgangslösungen
Q Dichte der Mischung
Qu Qi Querschnitt der Gefäße
V Volumen der Mischung
Vf Totalvolumen der Ausgangslösungen
Vm Volumen des Mischgefäßes

Tabelle 2. Zur Herstellung von Dichtegradienten häufig ver­
wendete Stoffe

Dichtehereich Osmotische
Aktivität

Viskosität

Rohrzucker 1,0 bis 1,3 hoch hoch
Glycerin 1,0 bis 1,26 hoch hoch
Ficoll 1,0 bis 1,17 niedrig hoch
Polyvinylpyrrolidon niedrig
Diodon 1,0 bis 1,36 niedrig
Urografin 1,0 bis 1,35 niedrig
d20 1,0 bis 1,1 niedrig
CsCl 1,0 bis 1,9 hoch niedrig
Cs-Formiat 1,0 bis 2,3 hoch niedrig
CCl4-Hexan 0,66 bis 1,59 - niedrig

Weitaus am häufigsten wird Rohrzucker verwendet, 
welcher gegenüber biologischen Strukturen keine nach­
teilige Wirkungen zeigt. Häufig werden auch osmotisch 
weniger aktive Polysaccharide verwendet, die aber den 
Nachteil hoher Viskosität haben. Rb- und Cs-Salze fin­
den vor allem in der Ultrazentrifuge Verwendung, weil 
sich mit diesen besonders hohe Dichten erreichen lassen. 
Neben wässerigen Gradientenlösungen werden auch sol­
che aus organischen Lösungsmitteln, z.B. Tetrachlor­
kohlenstoff und Hexan, verwendet. Unabhängig vonein­
ander haben Behrens und Thalacker4, Heber5 und 
Stocking6 auf diesem Wege verschiedene Organellen 
aus lyophilisiertem Pflanzenmaterial isoliert. Diese Me­
dien bringen den Vorteil, daß die wasserlöslichen Be­
standteile in den Strukturen verbleiben und nicht wie 
bei der wässerigen Isolierung ausgewaschen werden. 
Allerdings treten dafür Verluste an Lipiden ein, und die 
unphysiologischen Bedingungen führen zur Inaktivie­
rung gewisser Enzymsysteme.

5. Zentrifugation mit herkömmlichen Zentrifugen

Solange die Partikel groß genug und die zu ihrer Be­
wegung nötigen Beschleunigungen gering sind, können 
solche Trennungen auf niedertourigen Zentrifugen 
durchgeführt werden. Kreutz und Menke3 haben nach
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diesem Verfahren in präparativem Maßstab Chloro­
plasten aus höheren Pflanzen dargestellt. Der Dichte­
gradient wurde durch Übereinanderschichten von Rohr­
zuckerlösungen verschiedener Dichte hergestellt. Die 
durch Differentialzentrifugation angereicherten Chloro­
plasten wurden in halbmolarer Zuckerlösung suspendiert 
und oben auf die Gradientensäule geschichtet. Bei einer 
Beschleunigung von 3500 g erreichten die Partikel, wie 
in Abb. 7 dargestellt ist, nach 1 bis 2 Stunden die Gleich­
gewichtslage und konnten anschließend abpipettiert 
werden.

a b

haben aus dem Sedimentationsweg die Sedimentations­
geschwindigkeit berechnet und diese in Gleichung (2) 
eingesetzt.

Zur bloßen Lokalisierung von Zonen wurde von Cole 
und Brooks10 ein Verfahren beschrieben, nach welchem 
dem Medium Acrylamid beigemischt wird, welches nach 
der Zentrifugation durch Belichtung zur Polymerisation 
gebracht wird. Dadurch verfestigt sich der Inhalt des 
Rohres zu einem Gel und kann nach dem Herausnehmen, 
ähnlich wie bei der Gelelektrophorese, in Lösungen spe­
zifischer Farbstoffe eingelegt werden.

Die Verwendung von Ullrazentrifugen bringt zwar 
einerseits technischen Mehraufwand, andererseits aber 
methodische Vorteile mit sich. Bei Anwendung genü­
gend hoher Beschleunigungen kann auf die vorgängige 
Herstellung eines Dichtegradienten verzichtet werden. 
Ein solcher bildet sich unter dem Einfluß des Zentri­
fugalfeldes in einer Salzlösung von selber aus. Infolge der 
Rückdiffusion entsteht nach einiger Zeit ein Sedimen­
tationsgleichgewicht. Hearst, Ifft und Vinograd11 
haben berechnet, daß der Dichteverlauf sich in guter 
Näherung durch den folgenden Ausdruck beschreiben 
läßt:

dq “2r i- = —--;«2rx. (7) 
dr ß0

Abb. 7. Zentrifugation von Chloroplasten im Rohrzucker-Dichtegra­
dienten, a) vor und b) nach der Zentrifugarion

Dabei bedeuten p 
r
m 
ßo 
X

Dichte,
Abstand vom Rotationszentrum, 
Winkelgeschwindigkeit, 
Konstante, 
Kompressibilität.

Neben Trennungen nach Dichte dieser Art wurden auf 
ähnlichem Weg Trennungen nach Sedimentationsge­
schwindigkeit durchgeführt. Brakke 7 hat diese Methode 
zur präparativen Darstellung pflanzlicher Viren ver­
wendet. Wegen der Kleinheit der Partikel können solche 
Experimente nur in Ultrazentrifugen bei hohen Be­
schleunigungen durchgeführt werden. Zur Rückgewin­
nung der getrennten Zonen sind verschiedene Verfahren 
gebräuchlich. Kunststoffröhrchen können mit einer In­
jektionsspritze seitlich oder am Boden angestochen und 
der Inhalt auf diese Weise konvektionsfrei abgezogen 
oder durch leichten Überdruck ausgepreßt werden. Im 
ausfließenden Medium können die Komponenten photo­
metrisch bestimmt werden. Wird der Leerungsvorgang 
vorher genau geeicht, so kann aus der Lage einer Sub­
stanz innerhalb der aufgefangenen Fraktionen und der 
Geometrie des Zentrifugenrohres die Verschiebung der 
Zonen berechnet werden, die während der Zentrifugation 
stattgefunden hat. Aus diesem Sedimentationsweg wäh­
rend eines bestimmten Zeitintervalls können Sedimen­
tationskonstanten berechnet werden. Martin und Ames8 
haben diesen Wert durch Vergleich mit einer im System 
mitzentrifugierten Substanz mit bekannter Sedimenta­
tionskonstante erhalten. Abelson und Thomas9 dagegen

Bei Vernachlässigung des zweiten Gliedes, das den durch 
die Kompression entstandenen Anteil enthält und das 
nur etwa 10% des Gesamten ausmacht, ist der Gradient 
proportional zum Abstand vom Rotationszentrum.

Abb. 8. Ausbildung des Dichtegradienten in CsCl-Lösungen in der 
Ultrazentrifuge bei verschiedenen Umdrehungszahlen (nach Ifft, 
Voet und Vinograd24)

Dies bedeutet, daß die Dichte mit dem Radiusquadrat 
zunimmt. Bei genügendem Abstand vom Rotationszen­
trum ist diese Kurve, wie Abb.8 zeigt, nur wenig von 
einer Geraden verschieden. Ihre Steilheit hängt jedoch 
sehr stark von der Umdrehungszahl ab.

Das zu trennende Gemisch kann der homogenen Salz­
lösung von Anfang an beigemischt werden. Wie Abb. 9



90 Chimia 23 • 1969 März

Abb. 9. Konzentrationsverteilung von CsCl und dna vor und nach der 
Zentrifugation in der Ultrazentrifuge bei etwa 45000 rpm (nach 
Vinocbad und Heabst14)

zeigt, suchen die suspendierten Teilchen gleichzeitig mit 
der Ausbildung des Dichtegradienten den ihrer Dichte 
entsprechenden Bereich auf und sammeln sich da in 
einer Bande. Auf diese Weise können wertvolle Auf­
schlüsse über die Zusammensetzung eines Gemisches er­
halten werden.

Meselson und Stahl12 haben auf diese Weise DNA- 
Gemische getrennt und damit die dna-Replikation in 
Bakterien sehr schön veranschaulichen können. Einem 
Stamm von E.coli wurde längere Zeit Stickstoff aus­
schließlich in der Form des (schweren) 15N-Isotops ange­
boten und damit erreicht, daß die dna dieser Kultur 
nur 15N enthielt. Zu einem bestimmten Zeitpunkt wurde 
dann das Nährmilieu gegen ein solches mit normalem 
(leichtem) UN vertauscht und die Kultur veranlaßt, von 
da an nur dna mit leichtem Stickstoff zu synthetisieren. 
Da die dna-Einzelstränge zu Doppelsträngen vereinigt 
werden, ergeben sich insgesamt drei mögliche Formen 
von doppelsträngiger dna. Zwei davon bestehen aus je 
zwei schweren oder leichten Einzelsträngen, während die 
dritte, eine hybride Form, einen leichten und einen 
schweren Einzelstrang enthält. Diese drei Formen unter­
scheiden sich in ihrer Dichte um etwa 0,5% und können 
in einem CsCl-Dichtegradienten voneinander getrennt 
und im UV-Licht photographiert werden. Wie Abb. 10 
zeigt, entstehen dabei die drei erwarteten Banden. Die 
periodischen Analysen, angefangen im Zeitpunkt des 
Milieuwechsels, zeigen sehr anschaulich, wie die ur­
sprünglich schwere dna im Verlaufe der semikonserva­
tiven Replikation nach und nach durch die hybride und 
schließlich durch die normale Form ersetzt wird.

Gute Ergebnisse können auch mit präparativen Ultra­
zentrifugen erhalten werden. Eine bessere Trennung und 
gleichzeitig eine merkliche Steigerung der Kapazität 
haben Flamm, Bond und Burr13 erzielt, indem sie 
statt eines Schwenkbecherrotors einen Winkelrotor ver­
wendeten. Wie in Abb. 11 skizziert ist, verringert sich im 
schräg stehenden Zentrifugenrohr die Höhe der Flüssig­
keitssäule in Richtung des Zentrifugalfeldes, wodurch 
die für die Einstellung der Gleichgewichte nötigen Lauf-

14N- 14N,15N- 16N-dna

Abb. 10. Zentrifugation von Bakterien-dns im CsCl-Dichtegradien- 
ten. Die auf einem ausschließlich 15N enthaltenden Nährmilieu ge­
zogene Kultur bildet anfänglich reine 15N-dna (a). Diese wird nach 
Vertauschung des Nährmilieus gegen ein solches mit normalem 
Stickstoff (14N) nach und nach durch die hybride Form (b-e) und 
schließlich durch 14N-dna ersetzt (f—j). Probe k stellt ein Gemisch 
von a) und g) dar unt enthält alle drei Komponenten (nach Mesel- 
son und Stahl12)

Zeiten verkürzt werden. Der größere Säulenquerschnitt 
erlaubt gleichzeitig eine stärkere Beladung. Da sich die 
Flüssigkeitssäule in Ruhestellung wieder in Richtung 
des Zentrifugenrohres dreht, werden die Zonen ausein­
andergezogen und können daher leichter isoliert werden. 
Auf diese Weise ließen sich in einem Winkelrotor unge­
fähr fünfmal mehr dna als im gleichen Flüssigkeits­
volumen mit einem Schwenkbecherrotor gewinnen.

Abb. 11. Dichtegradientenzentrifugation im Winkelrotor
Zentrifugation 
geringe Säulenhöhe 
kürzere Laufzeit 
großer Säulenquerschnitt 
größere Beladung

Isolation
flacher Gradient
geringer Querschnitt
größerer Abstand der Zonen 
größere Zonenbreite

Einen Überblick über die Dichtegradientenzentrifu­
gation mit herkömmlichen Ultrazentrifugen gibt eine 
Arbeit von Vinograd und Hearst14.

Infolge der beschränkten Volumenkapazität sind die 
herkömmlichen Rotoren für viele präparative Zwecke 
ungeeignet, besonders, wenn es sich um die Isolierung 
von Stoffen aus großen Flüssigkeitsmengen im Liter- 
oder Zehnliterbereich handelt.



Cliimia 23 • 1969 ■ März 91

6. Zentrifugation in Zonalrotoren

In den fünfziger Jahren wurden am Oak Ridge Natio­
nal Laboratory in Tennessee von Anderson und Mit­
arbeitern ein neuer Rotortyp entwickelt, der speziell für 
die Zonenzentrifugation konzipiert und daher als Zonal­
rotor (zonal rotor) bezeichnet wurde. Wie Abb. 12 zeigt, 
besteht dieser aus einem zerlegbaren Gefäß mit zylindri­
schem Hohlraum, welcher durch vier Flügel in vier mit­
einander in Verbindung stehende Sektoren unterteilt ist. 
Ein typischer Arbeitsgang ist in Abb. 13 skizziert.

Abb. 12. A-XII-Zonalrotor (nach Measuring & Scientific Equipment, 
Ltd. [mse], London)

Abb. 13. Funktionsweise des Zonalrotors

Zuerst wird die Gradientenlösung mit dem leichten 
Ende voran durch eine im Zentrum eingeführte und 
durch die Flügel bis zuäußerst führende Zuleitung in den 
mit niedriger Umdrehungszahl laufenden Rotor einge­
füllt (Abb.l3a-b). Die nachfließende schwerere Lösung 
verdrängt dabei die leichtere in Richtung auf die Rotor­
achse zu. In diesem rotierenden und durch die Zentri­
fugalkraft stabilisierten Flüssigkeitszylinder nimmt die 
Dichte, wie im Zentrifugenrohr, von innen nach außen zu.

Zuletzt wird durch eine zweite Zuleitung, die direkt an 
der Achse in den noch frei gebliebenen Raum mündet, 
das Partikelgemisch eingeführt und mit einer spezifisch 
leichteren Lösung als Kissen überdeckt (c). Für die Tren­
nung wird die Umdrehungszahl gesteigert, wobei die 
Partikelzonen in Form konzentrischer Kreise nach au­
ßen wandern (d). Nachdem diese die gewünschte Lage 
erreicht haben, wird der Rotor wiederum verlangsamt. 
Zur Leerung wird eine spezifisch schwere Verdrängungs­
flüssigkeit eingepumpt, die den Rotorinhalt von außen 
her durch die axiale Zuleitung nach außen drückt, wo er 
in Fraktionen aufgefangen werden kann (e). Die koni­
sche Gestalt der achsseitigen Wand des Rotors erlaubt 
dabei eine sehr scharfe Trennung der Zonen.

Der Zonalrotor bietet gegenüber den herkömmlichen 
Systemen ganz entscheidende Vorteile:

1. Die große Volumenkapazität, welche erlaubt, mit 
Flüssigkeitsmengen bis zu 1,6 Liter pro Lauf zu 
arbeiten.

2. Die Möglichkeit, den Aufbau des Gradienten, die 
eigentliche Zentrifugation und die Leerung unter 
steter Wirkung des Zentrifugalfeldes und damit unter 
Ausschluß mechanischer Störungen durchzuführen.

3. Die ungestörte Sedimentation, die hier, im Gegensatz 
zum Zentrifugenbecher, für jedes Teilchen gewähr­
leistet ist.

4. Die Möglichkeit, je nach Wahl des Dichtebereiches 
der Gradientenlösung eine Trennung nach Teilchen­
größe oder nach Teilchendichte durchzuführen.

Für die verschiedenen Erfordernisse sind entsprechende 
Typen von Zonalrotoren entwickelt worden, welche von 
mehreren Firmen hergestellt und in den Handel gebracht 
werden. In Tabelle 3 sind die Daten einiger üblicher Ver­
treter aufgeführt.

Tabelle 3. Daten von Zonalrotoren (nach Measuring & Scientific 
Equipment Ltd. [mse], London)

Rotor Material Radius 
cm

Volumen 
ml .

Maximale 
Umdre­
hungszahl 
rpm

Maximale 
Beschleuni­
gung g

A-XII Al 17,2 1300 6000 7000
Plexiglas

B-XIV Al 6,6 650 30000 67100
Ti 6,6 650 37000 102000

B-XV Al 8,8 1670 21000 43800
Ti 8,8 1670 26000 67200

Die A-Rotoren sind für niedrige Umdrehungszahlen 
bestimmt und können infolge der geringen mechanischen 
Beanspruchung teilweise aus durchsichtigem Material 
konstruiert werden. Diese Bauweise erlaubt, den Trenn­
prozeß sichtbar zu verfolgen, zu photographieren oder zu 
messen.
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Die B-Rotoren sind für hohe Beschleunigungen und 
daher aus Al oder Ti konstruiert.

Zonalrotoren sind in den letzten Jahren sehr vielseitig 
angewendet worden. Sie eignen sich hervorragend dazu, 
Trennungen nach Teilchengröße und nach Teilchendich­
te in wechselseitiger Ergänzung durchzuführen. Diese 
Kombination ist sowohl für analytische als auch für 
präparative Zwecke von großem Vorteil.

Price und Hirvonen16 haben A-Rotoren dazu be­
nützt, um Sedimentationskonstanten und Dichten von 
Plastiden zu bestimmen. Zu diesem Zweck wurde, wie in 
Abb. 14 schematisch dargestellt ist, über dem durch­
sichtigen Rotor ein Binokular mit Mikrometer montiert, 
mit welchem die Verschiebung der Zonen während der 
Zentrifugation direkt gemessen werden konnte. Aus die­
sen Werten und aus der Entfernung vom Rotationszen­
trum, bei der die Messung durchgeführt wurde, konnte 
nach Gleichung (2) die Sedimentationskonstante be­
rechnet werden. In einem zweiten Experiment mit dem­
selben Rotor wurde auf einem entsprechenden Dichte­
gradienten bis zur Gleichgewichtslage zentrifugiert und 
dadurch die Dichte der Plastiden ermittelt.

Abb. 15. s—g-Werte biologischer Partikel (nach Price und Hirvo­
nen15)

Abb. 14. Messung der Sedimentation in A-Rotoren (nach Price und 
Hirvonen15)

Sedimentationskonstante und Dichte ergeben ein 
Wertepaar, welches für die betreffende Partikelsorte 
charakteristisch ist. In einem Diagramm, auf dessen 
Ordinate die Dichte und auf dessen Abszisse die Sedi­
mentationskonstante dargestellt ist, kommt diesem 
Wertepaar die Bedeutung von Koordinaten zu. Man be­
zeichnet diese als s—g-Koordinaten und den zugehörigen 
Raum als s—g- oder Anderson-Space.

Die s—g-Koordinaten sind von einer Reihe von subzel­
lulären Partikeln bestimmt worden. Wie aus Abb. 15 
ersichtlich ist, findet man die verschiedenen Gruppen in 
ganz bestimmten Bereichen des Diagrammes.

Die s—g-Koordinaten lassen sich weiter dazu benutzen, 
um den physiologischen Zustand von Organellen zu

charakterisieren. Knight und Price16 haben auf diesem 
Weg die lichtinduzierte Entwicklung der Plastiden in 
Euglena verfolgt. Diese Alge bildet, wenn im Dunkeln 
gezüchtet, nur pigmentfreie und zur Photosynthese 
nicht befähigte Plastiden aus. Unter zunehmender Be­
lichtung entwickeln sich diese jedoch zu vollwertigen 
Chloroplasten. Wie Abb. 16 zeigt, nehmen dabei die 
s—g-Werte allgemein zu, was mit der Volumenvergrö­
ßerung der Plastiden und der Bildung von spezifisch 
schweren Assimilationsprodukten zusammenhängt.

Die Serie der B-Rotoren wird vor allem für kleinere 
Partikel im Größenbereich der Viren, Ribosomen und 
Proteine angewandt.

Mit Hilfe eines B-IV-Rotors haben Reimer17 et al. 
Influenza-Viren vom Molekulargewicht von etwa 3 ■ 108 
und einer Sedimentationskonstante von 722 S isoliert.

Abb. 16. s—o-Werte von Plastiden aus Euglena während der licht­
induzierten Entwicklung (nach Knickt und Price18)
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Das auf Hühnerembryonen gezüchtete und zuerst durch 
DifFerentialzentrifugation angereicherte Virus wurde 
zunächst auf einem Rohrzuckergradienten niedriger 
Dichte (12 bis 34%) nach Teilchengröße und anschlie­
ßend auf einem solchen höherer Dichte (34 bis 50%) 
nach Dichte zentrifugiert. Auf diesem Wege wurde eine 
reine Virusfraktion erhalten, die im Unterschied zur 
Ausgangsfraktion keine pyrogenen Verunreinigungen 
mehr enthielt.

Klucis und Gould18 haben auf demselben Rotortyp 
die beiden Untereinheiten (30 S und 19 S) aus Retikulo­
zyten-Ribosomen isolieren können. In einem Lauf konn­
ten 300 mg reines Material gewonnen werden, gegenüber 
2 mg im Schwenkbecherrotor, was deutlich die Überle­
genheit des Zonalrotors hinsichtlich Kapazität demon­
striert.

Dem hohen und schlanken B-IV-Rotor wird heute 
meist die gedrungene Bauweise der B-XIV- und B-XV- 
Rotoren vorgezogen. Mit diesem Typ hat Corbett19 aus 
Rattenleber-Homogenaten Ribosomen, Lysosomen, 
Mitochondrien und Kerne isoliert.

Um noch größere Flüssigkeitsmengen zu verarbeiten, 
haben Cline, Nunley und Anderson20 Rotoren ver­
wendet, welche kontinuierlich beschickt und damit im 
Durchlaufverfahren benutzt werden können. Wie Abb. 
17 am Beispiel des B-XVI-Rotors schematisch zeigt,

Abb. 17. Zonalrotor (B-XVI) für kontinuierlichen Betrieb (nach 
Cline, Nunley und Anderson20)

wird die Partikelsuspension durch eine bis auf den Boden 
des Rotors führende Zuleitung eingeführt. Sie strömt 
dann einem vorher eingefüllten und «eingeschlossenen» 
Dichtegradienten entlang, wobei die Partikel in die Gra­
dientenlösung hineinsedimentieren,undverläßt oben den 
Rotor. Auf diese Weise sind mit einem CsCl-Dichtegra- 
dienten in einem Lauf aus 8 Litern Suspension T 3-Bak- 
teriophagen isoliert worden.

Die gegenwärtigen und künftigen Anwendungsmög­
lichkeiten von Zonalrotoren sind in zusammenfassenden 
Arbeiten von Anderson211 22 und Charlwood23 be­
schrieben worden.

7. Schlußbetrachtungen

Wie aus den wenigen Anwendungsbeispielen hervor­
geht, hat die Dichtegradientenzentrifugation wesent­
liche Fortschritte in der biologischen Arbeitsmethodik 
gebracht. Einerseits ist es möglich geworden, die Zusam­
mensetzung kleinster Mengen von Partikelgemischen zu 
untersuchen und gleichzeitig die einzelnen Konponenten 
durch Messung wichtiger physikalischer Eigenschaften 
zu charakterisieren. Andererseits können nach demsel­
ben Prinzip auch Trennungen im großen Maßstab durch­
geführt werden. Infolge der feineren Fraktionierung 
sind die erhaltenen Produkte allgemein reiner als die 
durch Differentialzentrifugation hergestellten. Die große 
Variabilität der Bedingungen macht es möglich, das 
Verfahren im einzelnen der Natur und dem Verwendungs­
zweck des isolierten Materials anzupassen. Dadurch 
können Teilchen aus allen Größenbereichen isoliert wer­
den, während ihre biologischen Eigenschaften weitge­
hend erhalten bleiben.

Die Einführung der Zonalrotoren hat der modernen 
Biologie ganz neue Möglichkeiten eröffnet. Mit diesen 
können im s—g-Verfahren grundsätzlich beliebige Par­
tikelgemische in ihre einzelnen Komponenten zerlegt 
werden, sofern sich diese in ihrer Teilchengröße oder 
ihrer Dichte unterscheiden. Auf Grund der heutigen 
Entwicklung darf damit gerechnet werden, daß kon­
tinuierliche Verfahren entwickelt werden, welche die Iso­
lierung von Substanzen in hoher Verdünnung aus gro­
ßen Flüssigkeitsmengen möglich machen.

Es unterliegt keinem Zweifel, daß die biologischen 
Wissenschaften in dieser Methode ein Mittel besitzen, 
mit dem sie einem ihrer wesentlichen Ziele, nämlich der 
Isolierung und Charakterisierung der strukturellen und 
funktionellen Bausteine des lebenden Organismus, näher 
rücken werden.
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