Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA spektrofotometricky
(cviceni €.1)

Uvodni slovo

Rychlou a jednoduchou metodu stanoveni koncentrace nukleovych kyselin ptedstavuje
proméfeni spektra v rozsahu 230 az 320 nm. Baze v nukleovych kyselindch maji absorp¢ni
maximum pii 260 nm. Obecn¢ plati, ze pokud je hodnota absorbance Az v 1 cm kyveté
rovna 1,0, je koncentrace dvoufetézcové DNA v kyveté 50 pg/ml. Pro jednofetézcovou DNA
plati hodnota 33 pg/ml a pro RNA 40 pg/mL. Nukleové kyseliny absorbuji UV zareni
s maximem 260 nm (Aaeo), zatimco bilkoviny pii 280 nm (Azso). Cistota DNA je nejéastéji
odhadovana na zékladé¢ poméru absorbanci pii vyse uvedenych vinovych délkach. Pro Cistou
DNA plati pomér:

Az60/Asgo = 1,80

nez 1,80, pak je vzorek DNA kontaminovan proteiny nebo RNA. Kromé absorpce
biopolymery zafeni také rozptyluji, proto je dulezité zméfit také hodnotu absorbance mimo
absorp¢ni oblast tj. napf. pfi 330 nm (A3z30). Hodnoty Azeo a Azgo Casto korigujeme prave
odectenim hodnoty As3o. Dale se jesté stanovuje hodnota absorbance pii 230 nm (A230), ktera
udava miru kontaminace izola¢ni soupravou. Proto se stanovuje pomér Azeso/ A230, u kterého
idedlni hodnota se nachazi v rozmezi 2-3.

K méfteni absorbance se pouziva spektrofotometri, které méfti intenzitu, jak moc svétla
je absorbovano. Sila absorpce je dana mnozstvim latky, jeji chemickou strukturou a byla
uréena empiricky pro mnoho sloucenin (absorpéni ¢i extinkéni koeficient). Vztah mezi
koncentraci dané¢ latky, optickou drahou a absorpénim koeficientem je dan Lambert-
Beerovym zakonem.

Cil cviceni

Stanovit koncentraci a posoudit ¢istotu genomové DNA z rostlin izolované ve cviceni €. 2 a
plasmidové DNA izolované ve cviceni ¢.3.

Seznam pfistroju

e UV-VIS spektrofotometr BioSpec - nano
e sada nastavitelnych pipet o objemech 0,5-10 pl, 20-200 pl a 100 -1000 pl

Vlastni pracovni postup

1) Zapnéte spektrofotometr (BioSpec - nano).

2) Na piistroji nejdiive zmé&fime samotny blank — vodu. Na plosku opatrné
napipetujeme 4 pl vody, aby kapka zakryla cely otvor, a spustime méfeni.

3) Nasledné se napipetuji 4 pl vzorku izolované DNA v AE pufru.

4) Zmétené hodnoty absorbance pti 230, 260, 280 a 330 nm si opiste do tabulky.

vzorek A230 A260 Anso Az3o Aoeo/ Aaeo/
An2go A3




1 Rostlinna
DNA

2 Plasmidova
DNA

5) Je-li namétfend hodnota Axso mimo hodnoty 0,1 az 0,3, opakujte fedéni vzorku DNA. Jen
v rozsahu hodnot 0,1 az 0,3 je zavislost koncentrace na absorbanci linedrni a naméfené
hodnoty jsou pfesné.

6) Vyhodnotte dosazené vysledky.
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