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1 Formal Prove Aggo Azgo
DNA 0,534 0,297
Isolering af DNA fra geerceller. Koncentrationen og DNA +KOH 0,604 0,327
graden af denaturering for det isolerede DNA be-
stemmes vha. OD-maling. Tabel 1: Absorbanser for udfeeldet DNA
og for denatureret DNA. I begge
tilfcelde er der en fortyndingsfak-
2 Princip Og metOde tor pa FF = 3000/70 = 42, 86.
Analysen forlgber pa folgende made: Renheden kan da bedemmes:

Ab8260 _ 0,534

1. Geerets celler destrueres mekanisk ved hjeelp =
Angg[) 0,297

af sand og en morter.

=1,798=1,8.

2. SDS tilseettes for at odeleegge cellemembra- Det vurderes altsa, at renheden er = 90%.

nerne, inhibere enzymer og denaturere nog- Som bilag findes et absorptionsspektrum (220nm-
le proteiner. 330nm) for det udfeeldede DNA samt for det dena-
turerede DNA (med KOH). Fra bilagene er fundet

3. Suspensionen opvarmes for at denaturere . .0 coprs

proteiner.

4. Der tilseettes natriumperchlorat som prote- AbSmax
infeeldende reagens. Nativt DNA 0,54
Denatureret DNA 0,62

5. Isoamylalkohol tilseettes for at udfeelde pro-

teiner.
Tabel 2: Hyperchromt skift-vcerdier. Af-

6. Efter centrifugering dannes der en vase med leest fra bilag.

sand og geerrester, en vandfase med DNA, et
proteinlag og en alkoholfase. Der prikkes hul

pa proteinfasen og vandfasen isoleres. Herved kan det hyperchrome skift beregnes:

7. Der tilseettes ethanol og DNA udfeeldes. Hyperchromt skift = % -100% = 13% < 39%.
8. Efter endnu en centrifugering findes DNA'et
som en pellet i bunden af centrifugeglasset. Koncentrationen af DNA kan beregnes ud fra

. Lambert-Beers lov:
9. DNA'et oploses i saltvand.

Aggo = Zom?%m -c-1l.

10. Méling af optisk densitet samt spektra-
fremstilling. Der males pé en fortyndet pro-

ve (nativt DNA) og pa en prove tilsat KOH Derved beregnes koncentrationen med

(denatureret DNA). KOH denaturerer nem- Aseo
lig DNA'en. P .
20 m‘; —-lcm
_0,534-42,86
=
3 Resultater 2052k 1cm
For de to tilfelde er malt folgende absorbanser: =1,14mg/mL.



Koncentrationen kan ogsé beregnes ud fra det de-
naturerede DNA:

_ A260, denatureret

L
33 mI;cm -lcm

0,604 -42,86

mL
33mg,cm ‘lecm

=0,784mg/mL.

4 Kommentarer

Renhedskoefficienten blev 1,8, hvilket betyder at
renheden er meget hoj (< 90%).

Det hyperchrome skift er forholdsvist lav, s D-
NAen er altsd denatureret en del. Behandlingen af
DNAen har altsé veeret for hérd, eller ogsa er pro-
ven blevet forurenet med DNaser.

Ved begge koncentrationsberegninger er koncen-
trationen meget hej. Dette mé skyldes den store
maengde celler, der var til radighed.

At de to koncentrationer ligger sa langt fra hin-
anden, ma skyldes den store denaturering, der er
sket under oprensningen, men skal man veelge,
ma koncentrationen beregnet pé det denaturere-
de DNA vaere mest palideligt.

Det ma konkluderes at geer at let at arbejde med og
at der er mere end rigeligt celler til radighed (der
skulle fortyndes meget ved OD-maélingerne). Det
har veeret nemt at isolere DNA fra geer.
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