3- Clarification de ’homogenat (lysat)

Aprés desintégration de 1’échantillon, 1’homogénat acellulaire contient des
fragments de membranes, éventuellement des organites cellulaires et bien sar
des molécules solubles, dont 1’analyte d’intérét. Les composants insolubles
doivent donc étre éliminés de 1’homogeénat et laisser place a un extrait
acellulaire liguide, clair et homogene, ne contenant que les composés solubles.
Cette opération, appelée clarification, et généralement réalisée grace a la
décantation/sédimentation assistée/accélérée par la centrifugation. Certains
homogenat de tissus végétaux ou animaux contiennent souvent de gros déebris
cellulaires ; Ceux-ci sont d’abord éliminés par filtration sur un morceau de
tissu (mousseline/gaze/pansement) avant de soumettre ’homogénat ainsi allégé
a la centrifugation. Le surnagent (liquide) de centrifugation est recupere , il
constitue I’extrait acellulaire (contenant I’analyte d’interet) qui va subir la suite
des operations constitutive de la strategie d’analyse.

L’extrait acellulaire peut étre soumis a une filtration de préférence stérilisante
(filtre de faible porosité : 45 ou 22 micron), et éventuellement additionné
d’agents stabilisants/conservateurs puis stocké ( le moins longtemps possible) a
faible tempeérature ( 4° a -80°C selon 1’analyte)
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Many cell fractionations are done
in a second type of rotor, a
swinging-arm rotor.

The metal buckets that hold the tubes are
free to swing outward as the rotor turns.
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Centrifugation is the most widely used procedure to sepdime
homogenate into different parts, or fractions. The homogenat
placed in test tubes and rotated at high speed in a gentrifu

(sometimes called an ultracentrifuge). Present-day ultracefilges
rotate at speeds up to 100,000 revolutions per minute agdcpr
enormous forces, as high as 600,000 times gravity.

At such speeds, centrifuge chambers must be refrigerated and
evacuated so that friction does not heat up the homogdimte.
centrifuge is surrounded by thick armor plating, since an
unbalanced rotor can shatter with an explosive release aevijyen
A fixed-angle rotor can hold larger volumes than a swiagimg-
rotor, but the pellet forms less evenly.
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