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Determingao da concentracdo de ADN por Espectrofoto  metria

A estimativa da concentracédo de ADN depende dcetgpoantidade
de amostra disponivel. Para amostras com certo dgguureza, com
baixo nivel de contaminacdo por proteinas, fengwissacarideos,
alcéol, ou outros acidos nucleicos, a estimativagspectrofotometria,
medida pela absorbancia das bases a 260nm, consistemétodo

simples, rapido e com alguma precisao.
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PRINCIPIO

A quantificacdo de ADN por espectrofotometria fazde acordo

com a lei de Lamber-Beer:

“Quando uma faixa de luz. monocromatica atravessa uma solucao,
a guantidade /de:luz ‘absorvi (Abs) é diretamente proporcional a
concentracdo 'da solugdo e a espessura da camada. atraveseada”

seja,'ha umarelagdo linear entre .a concentragado e a absorvancia.
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I = quantidade de luz transmitida = P
s

_ . . . - 7
lo=quantidade de luz incidente 2 ’/
. .. C -
a= absorvidade ol (coeficiente de extingdo molar) ‘ ra
f
c= concentracao .,’
(= espessura da cuvete Concentraciao
Assim:
Abs=¢ .l .c

O coeficiente de extingdo molar do ADM X
e éigual a 50 ng.crot..

As leituras sdo feitas a 260nm, comprimento de onda
correspondente aquele onde ocorre o pico de absdavénaxima do
ADN puro. Assim a leitura da Abs$nm permite o calculo da

concentracdo dos acidos nucleicos na amostra.

Uma Absesonmde | corresponde aproximadamente au§énl para
DNA de dupla fita, 4Qug mi* para DNA e RNA de fita simples, e cerca

de 20pg mi?t para oligonucleotideos.

E importante medir também a Absm uma vez que o pico de
absorvancia maxima das proteinas ocorre para esteritnento de
onda, devido especialmente & presenca de resicu@nihoacidos
aromaticos (triptofano, tirosina e fenilalanina)rédacéo entre Aonme
Azgonm (DO260/DO2g0) fornece uma estimativa da pureza dos acidos
nucleicos. Solucdes puras de DNA e RNA possuemreslae

DO26o/DO2s0 de cerca de 1,8 e 2, respectivamente. Se existe




~

contaminacao com fenol ou proteinas, a relacagsdI@DgoSera muito

menor, e a precisao nas quantidades de acidoscusctera baixa.

Procedimento Experimental

1. Ligar o espectrofotometro 15 minutos antes.

2. Diluir o ADN (ADN armazenado em solucdo TE) egua na
proporcao de 1:20 (fator de diluicdo = 20). Assegne de que 0
ADN precipitado anteriormente com alcodl se enaeontr
completamente dissolvido na solucdo tampéo (TE).

3. Zerar o instrumento com agua a &bsn

4. Fazer leituras de Ab&nm AbSsonm € Abs2onm NoO caso de
amostras puras, a absorvancia a 320nm dever stimpdamente
igual a zero.

5. Calcular os valores de Afgsnme AbSsonmcorrigidos subtraindo a
absorvancia a 320nm.

6. Estimar a concentragdo de DNA pela férmula

(AbS60nm— AbSz20nm X 50ug mit x fator de diluicdo = [DNA] enpg mit

Observacoes:

Absz60 /Abs80> 1.8 € Abseo /Abs230> 1.8 (ADN puro)

Absyeo /Absgo < 1.6 (contaminag&do com fenol ou proteinas)

Solugdo tampao (TE:Trisl-HCI-EDTA?)

Esta solucéo é utilizada para solubilizar o ADNcjigado com alcool
no procedimento de extracdo. O ADN precipitado éhmyve facilmente

removido com uma vareta de vidro para tubos cowntesth solucéo.

10mM Tris-HCI contendo 1mM EDTA<NapH a 25°C: 7.9-8!1
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Tris: 2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol
? EDTA: &cido etileno diamino tetracético




