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Determinção da concentração de ADN por Espectrofoto metria 

A estimativa da concentração de ADN depende do tipo e quantidade 

de amostra disponível. Para amostras com certo grau de pureza, com 

baixo nível de contaminação por proteínas, fenóis, polissacarídeos, 

alcóol, ou outros ácidos nucleicos, a estimativa por espectrofotometria, 

medida pela absorbância das bases a 260nm, consiste num método 

simples, rápido e com alguma precisão.  

 

PRINCÍPIO 

A quantificação de ADN por espectrofotometria faz-se de acordo 

com a lei de Lamber-Beer: 

“Quando uma faixa de luz monocromática atravessa uma solução, 

a quantidade de luz absorvida (Abs) é diretamente proporcional à 

concentração da solução e à espessura da camada atravessada” ou 

seja, há uma relação linear entre a concentração e a absorvância. 

Lise das 
células Amostra

Luz 
transmitida
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I t = I0.10-acl 

sendo:  

It = quantidade de luz transmitida 

I0=quantidade de luz incidente 

a= absorvidade ou ε (coeficiente de extinção molar) 

c= concentração 

l= espessura da cuvete  

Assim: 

Abs=ε.l .c 

 

O coeficiente de extinção molar do ADN (ε) 

e é igual a 50 ng.cm/µL. 

 

As leituras são feitas a 260nm, comprimento de onda 

correspondente aquele onde ocorre o pico de absorvância máxima do 

ADN puro. Assim a leitura da Abs260nm permite o cálculo da 

concentração dos ácidos nucleicos na amostra.  

Uma Abs260nm de l corresponde aproximadamente a 50 µg ml-1 para 

DNA de dupla fita,  40 µg ml-1 para DNA e RNA de fita simples, e cerca 

de 20 µg ml-1 para oligonucleotídeos.  

É importante medir também a Abs280nm uma vez que o pico de 

absorvância máxima das proteínas ocorre para este comprimento de 

onda, devido especialmente à presença de resíduos de aminoácidos 

aromáticos (triptofano, tirosina e fenilalanina). A relação entre A260nm e 

A280nm (DO260/DO280) fornece uma estimativa da pureza dos ácidos 

nucleicos. Soluções puras de DNA e RNA possuem valores de 

DO260/DO280 de cerca de 1,8 e 2, respectivamente. Se existe 
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contaminação com fenol ou proteínas, a relação DO260/DO280 será muito 

menor, e a precisão nas quantidades de ácidos nucleicos será baixa. 

 

Procedimento Experimental 

1 . Ligar o espectrofotómetro 15 minutos antes.   

2. Diluir o ADN (ADN armazenado em solução TE) em água na 
proporção de 1:20 (fator de diluição = 20). Assegure-se de que o 
ADN precipitado anteriormente com alcoól se encontra 
completamente dissolvido na solução tampão (TE). 

3. Zerar o instrumento com água a Abs320nm. 

4. Fazer leituras de Abs260nm, Abs280nm e Abs320nm. No caso de 
amostras puras, a absorvância a 320nm dever ser aproximadamente 
igual a zero. 

5. Calcular os valores de Abs260nm e Abs280nm corrigidos subtraindo a 
absorvância a 320nm. 

6. Estimar a concentração de DNA pela fórmula 

(Abs260nm – Abs320nm) x 50 µg ml-1 x fator de diluição = [DNA] em µg ml-1 

 

Observações: 

Abs260 /Abs280 ≥ 1.8 e Abs260 /Abs230 ≥ 1.8 (ADN puro) 

Abs260 /Abs280 < 1.6 (contaminação com fenol ou proteínas) 

 

Solução tampão (TE; Tris1-HCl-EDTA2) 

Esta solução é utilizada para solubilizar o ADN precipitado com alcool 

no procedimento de extração. O ADN precipitado (novelo) é facilmente 

removido com uma vareta de vidro para tubos contendo esta solução. 

10mM Tris-HCl contendo 1mM EDTA•Na2. pH a 25°C: 7.9–8.1i 
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1Tris: 2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol 
2 EDTA: ácido etileno diamino tetracético 

                                                           


