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PREFAŢĂ 

Biologia moleculară poate fi definită cel mai simplu ca fiind un 
concept de studiere a materiei vii prin prisma relaţiei structură-funcţie la 
nivel molecular. Este un concept  ce a revoluţionat ştiinţele biologice şi 
medicale începând cu a doua jumătate a secolului XX. Dar pe lângă noile 
cunoştinţe teoretice, revoluţia produsă de biologia moleculară a fost 
posibilă şi datorită introducerii de noi metode şi tehnici de laborator. 
Toate lucrările experimentale de biologie moleculară implică utilizarea 
unor astfel de metode şi tehnici. De aici rezultă şi necesitatea unor cărţi 
care să-i ajute pe cercetători în munca zilnică la masa de laborator 
(“bench”). În România nu cunosc să se fi scris o asemenea carte, care să 
descrie toate metodele şi tehnicile de biologie moleculară la modul practic 
de lucru. 

Efortul tinerilor colegi  Marius Mihăşan, Marius Ştefan şi Zenovia 
Olteanu de a redacta o astfel de carte mi se pare de aceea deosebit de 
lăudabil şi rezultatul este o lucrare de mare valoare. 

Merită subliniat că sunt descrise pe de o parte unele tehnici de 
bază în laboratorul de biologie moleculară (dar şi în laboratoarele de 
analize biomedicale, de biochimie şi chimie clinică, de microbiologie, de 
biofizică  etc), precum:  pregătirea sticlăriei şi a vaselor de laborator, 
măsurarea volumelor, a maselor, centrifugarea, tehnicile de bază folosite 
pentru manipularea microorganismelor, metodele de determinare a 
proteinelor, separarea electroforetică a proteinelor, tehnici de imunologie 
(obţinerea de anticorpi policlonali, imunodetecţia proteinelor transferate 
pe membrane de nitroceluloză) etc. Pe de altă parte sunt descrise metode 
specifice biologiei moleculare: plasmide şi tulpini de Escherichia coli 
folosite frecvent în biologia moleculară, izolarea ADN-ului, purificarea 
proteinelor prin cromatografie de afinitate, metode computaţionale de 
studiu a proteinelor. 

Descrierea metodelor şi a tehnicilor este foarte bine făcută, de la 
principiile teoretice, avantajele şi limitele, până la descrierea concretă a 
materialelor necesare şi a modului de lucru. 

În acest fel cartea este un valoros ghid pentru lucrul în laborator, 
atât pentru începători (studenţi, masteranzi, doctoranzi), cât şi pentru 
avansaţi (cercetători postdoctorali, cadre didactice din învăţământul 
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superior, tehnicieni de laborator cu experienţă) şi trebuie să se afle pe 
masa de lucru din laborator (ori aproape de masa de lucru). 

Fiind eu însumi autor al unei cărţi pentru laboratoarele clinice (Ion 
Manta, Mircea Cucuianu, Gheorghe Benga, Adriana Hodârnău, Metode 
biochimice în laboratorul clinic, Editura Dacia, Cluj-Napoca, 1975) şi al 
unui îndrumător pentru lucrările practice cu studenţii (Gh. Benga -Ed.- 
Îndrumător pentru lucrările practice de biologie celulară şi moleculară, 
Editura Carpatica, Cluj-Napoca, 1997) îmi dau bine seama de dificultatea 
scrierii unei astfel de cărţi şi apreciez efortul foarte mare depus de autori. 

Recomand călduros lucrarea scrisă de cei trei autori tuturor 
categoriile de cititori (şi utilizatori) menţionaţi mai sus, dar şi celor care 
nu aplică sau nu vor aplica niciodată metodele şi tehnicile de laborator ale 
biologiei moleculare, dar care  vor să se orienteze în metodele şi tehnicile 
laborator de biologie moleculară, spre a înţelege mai bine aplicaţiile 
acesteia în ştiinţele medicale şi biologice. 

 
Cluj-Napoca, 12 noiembrie 2012 
 

Prof. Univ. Dr. Dhc. Gheorghe Benga 
Membru corespondent al Academiei Române 
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INTRODUCERE  

Dacă biologia clasică s-a dezvoltat şi a atins nivelul de cunoaştere 
de astăzi prin folosirea cu precădere a „studiilor observaţionale”, biologia 
modernă se bazează în mod fundamental pe noţiunea de „experiment” şi 
pe procesul de „experimentare” în scopul dobândirii de noi informaţii şi 
cunoştinţe. Experimentul are rolul de a verifica validitatea unei ipoteze 
formulate în prealabil utilizând pentru aceasta un ansamblu de tehnici şi 
metode. Reuşita unui experiment, adică formularea fără echivoc a unei 
concluzii legate de ipoteza de testat, depinde în mare măsură de 
capacitatea cercetătorului de a concepe un model de studiu, de a alege şi 
de a utiliza în mod corect una sau mai multe metode de investigaţie. 
 Majoritatea lucrărilor de profil din ultima decadă, care descriu 
metode şi tehnici de laborator utilizate în biochimie, enzimologie, 
biologie celulară şi moleculară, au fost realizate cu precădere în scopuri 
didactice, fiind utilizate ca suport pentru prelegerile teoretice. Metodele 
experimentale sunt reduse frecvent la un set de indicaţii simple şi clare pe 
care studenţii să le poată urma cu uşurinţă. Lipsa unor informaţii generale 
despre principiile teoretice şi aplicabilitatea metodelor dau însă o falsă 
impresie de imuabilitate a protocoalelor experimentale, ceea ce face ca 
experimentatorul să fie pus deseori în dificultate atunci când trebuie să 
adapteze metoda în mod specific. 
 În acest context, lucrarea de faţă se doreşte a fi un ghid detaliat al 
unor metode-cheie, utilizate frecvent în biologia moleculară, concentrân-
du-se nu numai pe simpla formulare a unor protocoale experimentale, ci 
şi pe explicarea principiilor din spatele fiecărei metode în scopul 
precizării spectrului de aplicabilitate şi a rezultatelor scontate. Fiecare din 
metodele prezentate au fost testate şi utilizate de către autori în cadrul 
Laboratorului de Biochimie şi Biologie Moleculară al Facultăţii de 
Biologie, Universitatea „Alexandru Ioan Cuza” din Iaşi. Modul de 
prezentare este adaptat specificului fiecărei metode în parte, cuprinzând în 
general cinci secţiuni distincte: 
1. principiul metodei – oferă informaţii legate de bazele teoretice ale 

metodei utilizate; 
2. avantaje – furnizează informaţii legate de domeniul de aplica-

bilitate al metodei, rezultatele aşteptate corelate cu  date legate de 
sensibilitate, randament etc.; 
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3. limitări – prezintă condiţiile în care metoda nu poate fi aplicată, 
dezavantajele sau inconvenientele sale în comparaţie cu metode 
similare; 

4. materiale necesare – conţine lista completă a reactivilor, materia-
lelor, instrumentelor şi aparaturii necesare, alături de instrucţiuni 
legate de prepararea reactivilor şi indicaţii privind potenţialele 
pericole care pot să apară în laborator; 

5. mod de lucru – oferă indicaţii simple şi precise privind suita de 
operaţii care trebuie efectuate pentru obţinerea rezultatelor finale. 

 Prin conţinut şi structură lucrarea se adresează cu precădere 
studenţilor care frecventează studiile masterale şi de doctorat, cercetă-
torilor post-doctorat, cadrelor didactice care coordonează lucrările de 
disertaţie şi doctorat, tinerilor angajaţi în activitatea de cercetare, care fac 
primii paşi în domeniul ştiinţelor vieţii, precum şi specialiştilor din 
domenii conexe. Prin aspectele teoretice abordate, prezenta lucrare poate 
fi utilă şi cercetătorilor şi tehnicienilor cu experienţă care au deprins şi 
utilizează aceste protocoale de ani buni, dar care nu au acordat suficientă 
importanţă cunoştinţelor teoretice care fundamentează metodele 
respective. Puţini vor fi cei care vor parcurge această lucrare de la un 
capăt la altul, dar sperăm că o vom regăsi pe masa de lucru a cât mai 
multor cercetători, funcţionând ca un ghid pentru selecţia, dezvoltarea şi 
adaptarea protocoalelor experimentare la nevoile specifice ale 
experimentatorului. 

Mesajul final pe care această lucrare doreşte să îl transmită este că 
reproducerea în detaliu a fiecărei etape a unui protocol nu este suficientă 
pentru utilizarea cu succes a acestuia. Este mai important poate de 
cunoscut cum funcţionează, în ce condiţii se poate utiliza, ce informaţii 
poate şi ce informaţii nu poate să ofere o anumită metodă, precum şi care 
sunt parametrii critici de care trebuie să se ţină cont la utilizarea unei 
tehnici experimentale.  

Mulţumim anticipat celor care vor transmite sugestii, observaţii şi 
recomandări care să conducă la completarea acestei lucrări în scopul 
îmbunătăţiri unei viitoare ediţii. 

 
Autorii 

 



I. TEHNICI DE BAZĂ UTILIZATE ÎN 
LABORATORUL DE BIOLOGIE 

MOLECULARĂ 

I.1 Sticlăria şi instrumentele din materiale 
plastice 

 În laborator se preferă, în general, utilizarea instrumentelor şi a 
vaselor din sticlă. Sticla utilizată pentru confecţionarea vaselor de 
reactivi, a flacoanelor şi paharelor este una termorezistentă care, 
suplimentar, poate fi supusă unui tratament special în vederea obţinerii 
unei suprafeţe cu aderenţă şi reactivitate chimică cât mai reduse. Deşi 
există numeroase denumiri sub care se comercializează sticla din care 
sunt confecţionate instrumentele şi vasele de laborator, ea are la bază 
acelaşi amestec de borosilicaţi de sodiu, magneziu, aluminiu şi zinc 
descris pentru prima dată de chimistul german  Friedrich Otto Schott. 
Înainte de utilizare, indiferent de tipul de sticlă din care sunt confecţio-
nate, toate instrumentele din sticlă trebuie sterilizate.  
 Plasticul este un material care prezintă o serie de avantaje majore 
comparativ cu sticla. În primul rând este mult mai uşor, nu se sparge şi 
este mult mai ieftin de produs. Din aceste motive, instrumentele de 
laborator din materiale plastice au reuşit să le înlocuiască aproape complet 
pe cele din sticlă. Unele instrumente din plastic pot fi sterilizate înainte de 
utilizare, însă această operaţie este posibilă numai pentru anumite tipuri 
de materiale plastice (pentru detalii, consultaţi sub-capitolul Tehnici de 
sterilizare, pagina 21). De asemenea, deşi recipientele din materiale 
plastice (fie că este vorba despre polipropilenă, policarbonat sau Teflon) 
sunt inerte din punct de vedere chimic, înainte de a le pune în contact cu 
acizi, baze tari sau solvenţi organici este absolut necesară verificarea 
compatibilităţii lor chimice cu aceste substanţe (Tabelul A8 din Anexă 
pentru o compatibilitate generală, specificaţiile producătorului sau  
site-ul web http://www.coleparmer.com/TechInfo/ChemComp.asppentru 
compatibilitatea specifică).  
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Siliconarea sticlăriei şi a instrumentelor din 
materiale plastice 

 Toate operaţiile de bază din laborator pot fi efectuate cu 
instrumente şi vase sterilizate, fără ca fenomenele de adsorbţie la 
suprafaţa sticlei sau a plasticului să genereze probleme. În cazul 
aplicaţiilor sensibile, ce presupun manipularea unor cantităţi foarte mici 
de acizi nucleici sau proteine este însă necesară acoperirea suprafeţelor cu 
un strat subţire de silicon. Pentru aceasta, se procedează după cum 
urmează: 

1. se amplasează obiectele ce trebuie siliconate într-un exsicator de 
dimensiuni mari; exicatorul se racordează la o pompă cu vid prin 
intermediul unui tub prevăzut cu robinet şi a unei capcane de 
vapori; 

2. pe o sticlă de ceas amplasată în interiorul exicatorului se pipetează  
1 ml diclor-dimetil-silan; 

 

 

Diclor-dimetil-silanul este toxic, volatil şi foarte 
inflamabil; toate operaţiile se vor realiza în nişa 
chimică. 

3. se porneşte pompa şi se aplică vid până când diclor-dimetil-silanul 
începe să fiarbă; apoi se deconectează pompa prin rotirea 
robinetului conector şi se apasă butonul de oprire; în interiorul 
exsicatorului trebuie să se menţină vid; este esenţial ca pompa de 
vid să fie deconectată în momentul în care diclor-dimetil-silanul 
începe să fiarbă; în caz contrar, vaporii pot pătrunde în pompă şi 
pot distruge iremediabil garniturile acesteia; 

4. după evaporarea completă a diclor-dimetil-silanului (1-2 ore) se 
deschide exicatorul în nişa chimică; instrumentele din sticlă astfel 
tratate se incubează apoi, timp de două ore, într-o etuvă la 
temperatura de 180oC; instrumentele din materiale ce nu permit 
sterilizarea se spală cu apă distilată.  

 În cazul instrumentelor sau vaselor de dimensiuni mari, acestea se 
pot silicona prin imersarea sau spălarea cu o soluţie 5% de diclor-dimetil-
silan în cloroform sau heptan. După evaporarea solventului, pe suprafeţe 
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se depune un strat de diclor-dimetil-silan. În funcţie de natura materialului 
din care sunt confecţionateinstrumentele astfel tratate vor fi apoi spălate 
foarte bine cu apă distilată sau vor fi incubate timp de două ore într-o 
etuvă la temperatura de 180oC. 

Spălarea şi uscarea vaselor de laborator 

 Rezultatele analizelor de laborator, în special ale celor analitice, 
depind în mare măsură de modul în care se curăţă vasele utilizate.  Vasele 
de laborator trebuie spălate imediat după utilizare pentru a se evita 
evaporarea solvenţilor, formarea crustelor şi a depozitelor care 
îngreunează mult procesul de spălare.  
 În general, vasele din sticlă se spală foarte bine cu apă caldă şi 
detergent, după care se clătesc din abundenţă (de cel puţin trei ori) cu apă 
de robinet şi apoi de trei ori cu apă distilată înainte de a fi puse la uscat. 
La final, dacă vasul este bine spălat, apa distilată se scurge într-un strat 
continuu pe pereţii acestuia, fără a lăsa picături sau dâre. Deşi utilizarea 
detergenţilor este indicată, aceştia nu trebuie folosiţi în exces, deoarece  
numeroase reacţii chimice sau biologice sunt afectate de prezenţa lor.  
 În cazul în care sticlăria prezintă urme persistente de grăsime, 
acestea sunt îndepărtate cu ajutorul solvenţilor organici (acetonă, hexan 
etc.), procedură urmată obligatoriu de spălare şi clătire cu apă distilată. În 
cazul precipitatele aderente, acestea se îndepărtează cu ajutorul unor perii 
cu dimensiuni adecvate (nu se utilizează baghete, sârme sau spatule care 
pot zgâria sticla), cu abur sau prin procedee chimice. 
 Spălarea chimică se poate realiza cu diverse soluţii precum: acid 
azotic 1 M, aqua regia (o parte HNO3 concentrat şi trei părţi HCl 
concentrat), acid fluorhidric concentrat sau amestec sulfocromic. 
 Amestecul sulfocromic se prepară prin dizolvarea a 90 g K2Cr2O7 
în 100 ml apă distilată, la cald. Soluţia rezultată se răceşte, după care se 
adaugă cu atenţie, în fir subţire, sub agitare 900 ml H2SO4 concentrat. 
Amestecul sulfocromic se poate folosi la mai multe spălări, până când 
culoarea se schimbă sensibil, virând spre verde. 
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Amestecul sulfocromic este extrem de coroziv. 

Pipetele din sticlă se spală prin umplerea lor completă cu soluţie 
conţinând detergent, urmată de clătirea de trei ori cu apă de robinet, apoi 
cu apă distilată (de cel puţin trei ori). Pentru îndepărtarea depunerilor de 
pe pipete, acestea se introduc complet şi se menţin pentru câteva ore în 
amestec sulfocromic, după care se spală cu apă de robinet şi se clătesc cu 
apă distilată. 
 După spălare, vasele se usucă, fie aşezate cu gura în jos pe un 
suport, fie în etuvă. Vasele din sticlă pot fi uscate în etuvă, la temperaturi 
cuprinse între 105oC şi 110oC timp de cel puţin o oră. În trecut se 
considera că vasele folosite în volumetrie nu trebuie uscate la temperatură 
deoarece se pot decalibra. Diverse studii au demonstrat însă că acest lucru 
nu se întâmplă.  
 Vasele nu vor fi şterse în nici un caz în interior, deoarece rămân 
scame sau pot fi murdărite din nou prin atingere cu mâna; de asemenea, 
este interzisă uscarea vaselor la flacără. O modalitate utilizată pentru a 
grăbi uscarea este clătirea vaselor, după spălare, cu acetonă, după care 
acestea sunt suflate cu aer cald. Acetona utilizată la spălarea sticlăriei 
poate fi colectată şi recuperată prin distilare.  

I.2 Măsurarea volumelor 

 Deoarece majoritatea reacţiilor chimice şi toate reacţiile 
enzimatice au loc în mediu apos, capacitatea de a măsura corect un volum 
de lichid este un element esenţial, absolut necesar pentru realizarea 
experimentelor şi măsurătorilor în laborator. Manipularea lichidelor este 
preferată în detrimentul manipulării substanţelor solide deoarece are 
câteva avantaje practice, dintre care amintim doar două:  

1. lichidele, spre deosebire de substanţele solide, pot fi foarte uşor 
divizate în fragmente foarte mici, lucru ce permite dozarea şi 
măsurarea lor precisă; 

2. reacţiile chimice dintre două lichide miscibile au loc în toată masa 
amestecului, viteza de reacţie fiind astfel foarte mare. 
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 Pentru realizarea soluţiilor titrate şi aplicarea metodelor de dozare 
volumetrică se utilizează o serie de vase din sticlă cu rezistenţe chimică şi 
termică mare (baloane cotate, biurete, pipete gradate etc.) curate şi perfect 
uscate. Pentru pregătirea soluţiilor de concentraţii normale sau molare se 
folosesc baloane cotate. Volumul marcat pe balon este atins atunci când 
meniscul lichidului (soluţiei) este tangent inferior la inelul marcat pe gâtul 
balonului. Pentru citire exactă, balonul trebuie ridicat sau coborât, până 
privirea persoanei care face măsurătoarea se află în dreptul inelului de 
marcaj. Poziţia balonului trebuie să fie verticală. 

Măsurarea volumelor cu ajutorul pipetelor 

 Cel mai utilizat instrument pentru măsurarea foarte precisă a 
volumelor de lichid în laborator este pipeta. Aceasta poate fi: mecanică 
sau din sticlă. 
 Pipetele mecanice care pot măsura volume cuprinse între 0,2 şi  
1000 μl poartă numele de micropipete, iar cele care permit măsurarea 
volumelor mai mari poartă numele de macropipete. De la inventarea lor în 
anul 1960 de către dr. Hanns Schmitz (Marburg, Germania), a apărut un 
număr foarte mare de tipuri de pipete mecanice, clasificarea lor fiind 
extrem de dificilă. Cele mai importante sisteme de clasificare ţin cont de 
volumul măsurat (pipete mecanice cu volum fix şi pipete mecanice cu 
volum variabil) sau de numărul de probe măsurate simultan (pipetele 
monocanal permit prelevarea şi măsurarea unei singure probe, pipetele 
multicanal permit prelevarea şi măsurarea a 12 probe simultan). 
Elementele care alcătuiesc o pipetă mecanică monocanal cu volum 
variabil sunt prezentate în Figura 1.  
Instrucţiuni generale privind manipularea pipetelor mecanice: 
1. pipetele se menţin în permanenţă cu vârful în jos pentru a 

preîntâmpina pătrunderea lichidului în tija pipetei; 
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FIGURA 1. Pipetă mecanică monocanal cu volum variabil.  
A – buton pentru pipetare cu trei poziţii; A1 – eticheta pipetei; A2 – striaţii pentru 
manipularea prin rotire a butonului (doar la anumite modele); B – ecran şi buton 
pentru stabilirea volumului măsurat; C – tijă; D – pârghie pentru detaşarea vârfului;  
E – vârf detaşabil din material plastic; F – buton de comandă pentru detaşarea 
vârfului(după Tropschung, 2008) (1). 

2. vârful pipetei trebuie să fie bine fixat pe tija pipetei pentru a se 
asigura etanşeitatea; după pipetare, vârfurile utilizate se detaşează 
prin apăsarea butonului F (Figura 1) şi se colectează în vase speciale; 
vârfurile nu se aruncă în chiuvetă sau la coşul de gunoi; 

3. în cazul pipetelor cu volum variabil, volumul maxim este înscris în 
partea superioară, pe butonul pentru pipetare (Figura 1, A1); 
stabilirea volumului de pipetat se face prin rotirea butonului B 
(Figura 1) într-un sens sau în celălalt până la afişarea volumului dorit 
pe ecranul pipetei (Tabelul 1); nu este permisă rotirea butonului peste 
volumul maxim admis, această operaţiune putând conduce la 
decalibrarea pipetei; 

B

C

E

D

F

A2

A

A1
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TABEL 1. Corespondenţa volum de pipetat – vârf de utilizat şi stabilirea volumului 
de pipetat 

Pipeta 20 200 1000 
Intervalul de volum utilizabil 

(minim-maxim) 
2-20 μl 20-200 μl 200-1000 μl 

Culoarea vârfului de utilizat galben galben 
albastru sau 

alb 

Mod de citire 
   

12,5 μl  125 μl 0,75 ml 

 
 Pipeta poate fi utilizată în două moduri distincte, după cum 
urmează. 
a. Pipetarea obişnuită – presupune parcurgerea a şase etape distincte 
(Figura 2): 

1. amplasarea unui vârf convenabil în pipetă (conform Tabelului 1) – 
se realizează prin aplicarea unei forţe suficient de mari pentru a 
realiza etanşeitate perfectă; 

2. evacuarea aerului din pipetă – se realizează în afara lichidului, 
prin apăsarea până la punctul 2 a pistonului pentru pipetare 
(Figura 2, A); 

3. aspirarea lichidului în pipetă – vârful pipetei se introduce în lichid 
şi pistonul pentru pipetare este eliberat lent până la punctul 1 
(Figura 2, B); 

4. evacuarea lichidului din pipetă – vârful pipetei se lipeşte de 
peretele vasului în care se face pipetarea (sau se introduce în 
lichid) şi pistonul pentru pipetare se apasă lent până la punctul 2 
(Figura 2, C); 

5. evacuarea completă a lichidului din pipetă – cu vârful pipetei în 
lichid, pistonul pentru pipetare se apasă lent până la punctul 2 
(Figura 2, D); lichidul a fost complet evacuat dacă în vârful 
pipetei apare o bulă de aer; 
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6. vârful pipetei se scoate din lichid şi pistonul pentru pipetare este 
eliberat lent până la punctul 1; se apasă butonul pentru eliberarea 
vârfului şi ciclul se reia pentru o nouă pipetare (Figura 2, E). 

 

FIGURA 2. Măsurarea volumelor cu ajutorul pipetelor mecanice  
A – evacuarea aerului din pipetă; B – aspirarea lichidului în pipetă; C, D – evacuarea 
lichidului din pipetă; E – revenirea în poziţia iniţială   

b. Pipetarea inversată – se foloseşte la pipetarea soluţiilor vâscoase şi 
presupune parcurgerea aceloraşi şase etape, cu deosebirea că evacuarea 
aerului se face apăsând pistonul pentru pipetare până la punctul 3. 

1 

2 
3 

A B C D E 
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Aspirarea lichidului se face prin eliberarea pistonului pentru pipetare până 
la punctul 1. În acest mod în pipetă pătrunde o cantitate mai mare de 
lichid decât volumul fixat. Evacuarea lichidului din pipetă se face prin 
apăsarea pistonului până la punctul 2, după care vârful conţinând o 
cantitate mică de lichid se scoate din vas şi se aruncă. 
 
 Pipetele din sticlă permit măsurarea volumelor mari, de ordinul 
mililitrilor, însă, există şi modele ce permit măsurarea volumelor sub 1 
ml. Pipetele din sticlă se împart în două tipuri distincte: pipete cotate şi 
pipete gradate.  
 Pipetele cotate permit transferarea unui volum fix de lichid prin 
umplerea până la semnul marcat în partea superioară şi golirea lor sub 
influenţa gravitaţiei, fără a elimina ultima picătură din vârf. Acest tip de 
pipete au, în partea superioară,marcată inscripţia TD (engl. to deliver = a 
elibera) şi trebuie separate de cele care sunt inscripţionate TC (engl. to 
contain = a conţine). În cazul acestora din urmă, umplerea se face identic 
dar golirea pipetei se realizează prin eliminarea completă a lichidului, 
incluzând ultima picătură. Un tip intermediar de pipete, cu două marcaje 
de umplere în partea superioară, poate fi utilizat în ambele moduri 
(marcajul superior – modul TC, marcajul inferior – modul TD). 
 Pipetele gradate permit transferarea unor volume variabile de 
lichid prin umplerea lor până la semn şi golirea sub influenţa gravitaţiei 
până la volumul dorit. În funcţie de gradaţiile din vârf, mai frecvent 
utilizate sunt două tipuri distincte de pipete gradate: 

– pipete serologice, gradate pe toată lungimea lor, inclusiv în 
vârful pipetei; ultima gradaţie este una intermediară faţă de volumul 
maxim al pipetei; 

– pipete Mohr, gradate până aproape de vârf; ultima gradaţie este 
chiar volumul maxim al pipetei. 
 Indiferent de tipul pipetei gradate, în laborator este indicată 
utilizarea tehnicii de pipetare prin diferenţă. Aceasta constă în umplerea 
pipetei până la un volum mai mare decât cel care urmează a fi utilizat şi 
golirea până la un semn intermediar. De exemplu, pentru pipetarea unui 
volum de 10 ml se va folosi o pipetă de 25 ml care se va umple până la 
diviziunea 15 şi se va goli până la diviziunea 5. Diferenţa între cele două 
diviziuni reprezintă volumul dorit – 10 ml.  
 Umplerea pipetelor se va efectua întotdeauna folosind o pară din 
cauciuc sau un pipetor şi niciodată gura. Pentru a măsura cu pipeta un 
anumit volum, se ataşează para de cauciuc în capătul pipetei, se apasă 
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valva notată cu A şi concomitent se evacuează aerul din pară prin 
strângerea acesteia (Figura 3). Pentru a aspira lichid, vârful pipetei se 
introduce în lichid şi se apasă valva S până când lichidul depăşeşte 
gradaţia dorită. Se şterge vârful pipetei cu hârtie de filtru, apoi se apasă 
valva E şi se lasă să se scurgă lichidul până când marginea inferioară a 
meniscului este tangentă la semn. Se aduce apoi pipeta astfel încât vârful 
ei să atingă peretele inferior al vasului în care urmează să se introducă 
lichidul măsurat şi se lasă să se scurgă liber prin apăsarea valvei E. La 
câteva secunde după golire se trage uşor vârful pipetei de-a lungul 
peretelui vasului. După utilizare, pipetele se spală şi se aşează în stative 
speciale, cu vârful în jos.  
 

 

FIGURA 3. Folosirea parei din cauciuc pentru măsurarea unor volume de lichid 
folosind pipete din sticlă 

I.3 Măsurarea maselor 

 Balanţa şi cântarul sunt unele dintre cele mai frecvent utilizate instru-
mente de laborator. Deşi termenii de “balanţă” şi “cântar” au devenit sino-
nimi, există o serie de diferenţe de ordin tehnic între cele două instrumente. 

A

S
E

10 ml Valva A – armare 

Valva S–sucţiune 

Valva E–evacuare 

Pară de cauciuc 

Pipetă 

Lichid de 
măsurat 
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 Masa şi greutatea. Atunci când se utilizează o balanţă sau un 
cântar se are în vedere determinarea masei unui obiect sau a unei 
substanţe. Termenul de masă se referă la cantitatea de materie dintr-un 
obiect şi se măsoară în grame (cu multiplii şi submultiplii corespunzători). 
Greutatea unui obiect, se referă la forţa gravitaţională pe care o exercită 
acel obiect şi se măsoară în newtoni (N). Deoarece forţa gravitaţională 
este similară (dar nu identică) pe toată suprafaţa Pământului, un obiect de 
o masă dată va avea aproape aceeaşi greutate indiferent de locaţia unde 
este măsurată. Diferenţele dintre masă şi greutate sunt mult mai vizibile în 
afara câmpului gravitaţional al Pământului. Dacă acelaşi obiect este 
măsurat pe Terra şi pe Lună, masa sa va fi constantă, dar greutatea pe 
Lună va fi doar 1/6 din greutatea sa pe Pământ (2). 
 O balanţă mecanică funcţionează prin compararea masei 
obiectului cu cea a unei greutăţi calibrate. Aceasta face ca, indiferent unde 
este cântărit obiectul, pe Lună sau pe Pământ, o balanţă cu două talere 
oferă aceeaşi valoare a masei. 
 Un cântar prevăzut cu un singur taler măsoară forţa pe care o 
exercită un obiect asupra talerului. Cântarul măsoară  în mod direct 
greutatea unui obiect după care transformă valoarea obţinută în masă 
printr-un simplu calcul matematic. Valoarea pentru masa unui obiect 
măsurat pe Pământ cu ajutorul unei balanţe electronice va fi total diferită 
de cea măsurate pe Lună, diferenţa fiind dată de forţa gravitaţională. 
Micile variaţii ale forţei gravitaţionale ce pot apărea (de exemplu la 
modificarea altitudinii) fac să fie absolut necesară calibrarea balanţei 
electronice în locaţia unde se doreşte a fi utilizată. 
 Balanţa electronică este un instrument electronic de măsurare a 
maselor, esenţial în orice laborator. Balanţa electronică nu este propriu-zis 
o balanţă, ci un cântar electronic performant care poate măsura greutatea 
unui obiect amplasat pe taler şi transformă valoarea în masă. Deoarece 
denumirea de balanţă electronică este cea încetăţenită, o vom utiliza ca 
atare în cele ce urmează.  
 Datorită gamei largi de utilizare a balanţelor, au fost inventate 
numeroase tipuri constructive, fiecare adaptat la o aplicaţie specifică. 
Pentru alegerea în mod judicios a tipului de balanţă utilă într-un laborator,  
este absolut necesară cunoaştere semnificaţiei parametrilor de funcţionare 
ai acesteia. Dintre aceştia, cei mai importanţi sunt: 

1. capacitatea – masa maximă ce poate fi amplasată pe taler;  
2. precizia – valoarea celei mai mici diviziuni ce poate fi citită de pe 

ecranul balanţei; 
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3. repetabilitatea (reproductibilitatea) – capacitatea balanţei electronice 
de a afişa aceeaşi valoare la amplasarea repetată a aceluiaşi obiect pe 
taler.  

 În general, într-un laborator sunt necesare cel puţin două balanţe, 
deoarece aceşti parametri funcţionali fac imposibilă utilizarea unei 
singure balanţe în toate situaţiile în care se doreşte măsurarea maselor. Cel 
mai frecvent este utilizată combinaţia dintre o balanţă de capacitate mare 
(600 g) şi precizie mică (0,1 g) şi o balanţă analitică cu capacitatea de  
110 g şi precizia de 0,0001 g. 
 Obiectele de cântărit nu se amplasează direct pe talerul balanţei. 
Din acest motiv, pentru măsurarea maselor sunt necesare alături de 
balanţă şi alte materiale, precum sticle de ceas, hârtie şi vase de cântărire 
de unică folosinţă. Acestea din urmă sunt, în general, confecţionate din 
material plastic non-absorbant, care nu produce electricitate statică, 
proprietate extrem de importantă când se doreşte cântărirea unor cantităţi 
foarte mici de substanţă. 

Instrucţiuni privind utilizareabalanţei 
electronice analitice 

Măsurarea maselor cu ajutorul balanţei electronice analitice  se 
realizează prin parcurgerea următoarelor etape: 

1. se porneşte balanţa şi se aşteaptă până când pe ecranul acesteia 
este afişat 0,0000 g; 

2. se deschide geamul de protecţie al balanţei şi se amplasează vasul 
de cântărire pe talerul balanţei; 

3. se închide geamul de protecţie al balanţei şi se aşteaptă până când 
semnul specific pentru atingerea echilibrului este afişat; acest 
semn diferă de la un producător la altul şi din acest motiv se reco-
mandă consultarea manualului balanţei pentru identificarea acestuia; 

4. se apasă butonul de 0 (TARE) până când pe ecranul balanţei este 
afişat 0,0000 g; 

5. se deschide geamul de protecţie al balanţei şi se adaugă cu atenţie, 
folosind o spatulă de dimensiuni adecvate, substanţa de cântărit în 
vasul de cântărire; 
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6. se închide geamul de protecţie al balanţei; 

7. se aşteaptă până când semnul specific pentru atingerea echilibrului 
este afişat, după care se citeşte valoarea masei; 

8. se ia vasul de cântărire conţinând substanţa cântărită de pe taler; 
dacă se doreşte utilizarea repetată a vasului de cântărire, este 
indicat ca acesta să nu fie manipulat direct cu mâna, deoarece 
amprentele modifică masa vasului. 

I.4 Centrifugarea 

 Procesul care implică utilizarea forţelor centrifugale pentru 
sedimentarea amestecurilor neomogene poartă numele de centrifugare şi 
se realizează cu ajutorul unui dispozitiv numit centrifugă. Acţionată în 
general de un motor electric (deşi există modele care sunt acţionate 
manual), centrifuga roteşte eprubetele de centrifugă în jurul unui ax fix, 
aplicând o forţă perpendiculară pe acesta. Datorită acceleraţiei centripete 
apare fenomenul de sedimentare, substanţele mai dense migrând spre 
fundul eprubetei iar cele mai uşoare spre gura acesteia. Centrifuga este un 
echipament care nu trebuie să lipsească din dotarea nici unui laborator.  
 Pentru a descrie corect operaţia de centrifugare şi pentru a asigura 
repetabilitatea ei în orice laborator, este necesară precizarea forţei de 
cetrifugare (RCF, măsurată în g). Această forţă corespunde unei anumite 
viteze (în rotaţii pe minut, rpm) pentru o centrifugă dată şi un anumit 
rotor. Folosind o altă centrifugă sau aceeaşi centrifugă dar cu un alt rotor, 
pentru aceeaşi viteză de rotaţie se va obţine o altă forţă de centrifugare. 
Relaţia care descrie legătura dintre forţa de centrifugare şi viteza de 
rotaţie este: 
 

    

 
unde: RCF – forţa de centrifugare; 

r – distanţa de la axul rotorului până la fundul eprubetei aflată în 
poziţie normală în timpul centrifugării; 
rpm – viteza de rotaţie a rotorului măsurată în rotaţii pe minut 

(rpm).  
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O modalitate alternativă de transformare a vitezei de centrifugare 
în forţă de centrifugare şi viceversa este oferită de nomogramele din 
Anexă, Figurile A1şi A2. 

Toate centrifugările descrise în acest manual presupun utilizarea 
unor microeprubete de centrifugă de tip Eppendorf şi a rotoarelor 
corespunzătoare. În general, toate rotoarele construite pentru 
microeprubetele de tip Eppendorf au valori apropiate pentru r (aprox.  
9,2 cm). De asemenea, o centrifugare descrisă în acest manual ca fiind ˝la 
viteză maximă˝ reprezintă o centrifugare efectuată la 14.000rpm.  

Instrucţiuni privind utilizarea centrifugii 

 Datorită numărului mare de modele şi tipuri constructive de 
centrifugi existente, formularea unor instrucţiuni universal valabile este 
extrem de dificilă. Din acest motiv, în cele ce urmează este prezentat 
modul de utilizare a centrifugiiHettich Rotina 420R. Deşi au caracter 
particular, instrucţiunile pot fi uşor aplicate la orice alt model de 
centrifugă prin simpla consultare a manualului de utilizare.  
 Pornirea se realizează prin operarea butonului ON/OFF plasat în 
partea inferioară a corpului centrifugii, deschiderea capacului fiind 
posibilă prin apăsarea butonului roşu STOP/OPEN abia după apariţia 
mesajului OPEN. Închiderea capacului se efectuează prin apăsarea uşoară 
a acestuia.  
 
Stabilirea parametrilor de centrifugare: 

1. timp – se apasă butonul TIME şi apoi prin manevrarea butonului 
rotativ se stabileşte valoare dorită în minute; prin apăsarea repetată 
a butonului TIME se selectează unităţile de măsurare a timpului 
(ore, minute, secunde); Apăsarea butonului START conduce la 
memorarea valorii stabilite; 

2. viteza de rotaţie – se apasă butonul RPM apoi, prin manevrarea 
butonului rotativ, se stabileşte valoarea dorită în rotaţii pe minut; 
apăsarea butonului START duce la memorarea valorii stabilite; 
dacă se doreşte stabilirea forţei de centrifugare în rcf, se foloseşte 
butonul RCF; 
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3. Temperatura – se apasă butonul ToC  apoi, prin manevrarea 
butonului rotativ, se stabileşte valoare dorită în grade Celsius; 
apăsarea butonului START conduce la memorarea valorii stabilite. 

Centrifugarea se realizează: 
1. numai după echilibrarea corectă a eprubetelor cu probe, plasate pe 

diagonală; nu se acceptă diferenţe mai mari de 0,5 g între poziţiile 
diagonale (1-3, 2-4); 

2. toate dispozitivele port-probe trebuie să fie prevăzute cu adaptoare 
pentru eprubete;  

3. capacele galbene trebuie înfiletate pe dispozitivele port probe.  
 

 

Capacele prezintă o garnitură circulară care poate fi 
uşor pierdută 

Pornirea centrifugii: 
1. se realizează prin apăsarea butonului START; centrifugarea poate 

fi oricând oprită prin apăsarea butonului roşu STOP/OPEN; 
2. la epuizarea timpului stabilit pentru centrifugare, centrifuga se 

opreşte automat; emiterea unui semnal sonor împreună cu afişarea 
mesajului OPEN indică faptul că poate fi deschis capacul prin 
apăsare butonul roşu  STOP/OPEN). 

 

I.5 Tehnici de bază folosite pentru manipularea 
microorganismelor 

Măsuri de biosecuritate 

Utilizarea microorganismelor în laboratorul de biologie moleculară 
presupune respectarea unor reguli minime de biosecuritate. Aceste reguli se 
referă la un set de măsuri necesare atât pentru protecţia personalului care 
lucrează, cât şi pentru prevenirea contaminării culturilor microbiene, 
mediilor de cultură şi soluţiilor stoc cu microorganisme nedorite. Deoarece 
scopul oricărui cercetător este să cultive microorganisme (celule procariote 
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sau eucariote) fără introducerea altor organisme străine, aplicarea în 
laborator a măsurilor de biosecuritate este esenţială pentru acurateţea şi 
reuşita experimentelor. 

Trebuie avut în vedere de la început faptul că un mediu de lucru 
complet steril nu există (3). Cu toate acestea, pot fi aplicate o serie de măsuri 
simple care pot reduce riscul contaminării cu microorganisme: 

1. spaţiile de lucru în condiţii sterile trebuie plasate departe de 
ferestre deschise, instalaţii de aer condiţionat, ventilatoare etc.; 

2. depozitarea deşeurilor biologice trebuie făcută în containere 
speciale, închise, depozitate în alte spaţii decât cele în care se 
lucrează; 

3. curăţarea şi dezinfectarea suprafeţelor de lucru înainte de 
utilizare; 

4. limitarea pe cât posibil a duratei de timp cât recipientele în care 
se află culturile microbiene sunt lăsate fără dop sau capac; 

5. păstrarea plăcilor Petri cu capacul închis atâta vreme cât este 
posibil; 

6. sterilizarea eficientă a anselor de însămânţare precum şi a tuturor 
instrumentelor care vin în contact cu microorganismele; 

7. evitarea contactului instrumentelor şi mediilor sterile cu aerul 
expirat. 

 
 În principiu, aplicarea unor standarde înalte de curăţenie poate 
elimina riscul contaminării zonelor de lucru. Praful şi murdăria trebuie 
îndepărtate cu regularitate; suprafeţele de lucru trebuie spălate imediat după 
utilizare cu soluţie hipoclorit de sodiu 10% sau cu soluţii speciale de 
dezinfectare disponibile în comerţ; utilizarea dezinfectanţilor organici 
precum alcool etilic 70% este, în general, mai puţin eficientă din cauza 
faptului că etanolul se poate evapora înainte de a steriliza suprafeţele. 
Persoanele care lucrează în laborator trebuie să se spele pe mâini de mai 
multe ori pe zi, în special înainte de a efectua manipularea culturilor 
microbiene; de asemenea trebuie să poarte halat de protecţie, îmbrăcămintea 
de exterior fiind păstrată în dulapuri situate în afara laboratorului.  
 Cel mai simplu mod de a crea un mediu relativ steril în laborator 
presupune utilizarea  becului de gaz (arzătorului Bunsen). Acest 
echipament funcţionează prin arderea continuă a unui gaz inflamabil, de 
obicei gazul metan. Principiul utilizării sale constă în crearea unei zone de 
aer cald în jurul flăcării care reduce viabilitatea organismelor şi suspendă 
particulele de praf, permiţând lucrul în condiţii sterile. De asemenea, 
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datorită flăcării ce degajă o temperatură de 1200-1500oC, becul de gaz poate 
fi utilizat şi pentru sterilizarea anselor de însămânţare, a gurii eprubetelor şi 
baloanelor din sticlă, flambarea lamelor din sticlă etc. 

Prevenirea contaminării culturilor microbiene sau a reactivilor se 
poate realiza mult mai eficient prin utilizarea hotei cu flux de aer laminar. 
Acest echipament furnizează o zonă de lucru cu aer steril, împiedicând 
pătrunderea aerului cu microorganisme şi impurităţi din laborator. 
Sterilizarea aerului introdus în zona de lucru se realizează prin filtrare, 
utilizând filtre speciale – HEPA (engl.High-Efficiency Particulate Air– 
filtre cu o eficienţă ridicată de filtrare), care pot reţine 99,97% din 
particulele de praf, polen, fungi, bacterii cu dimensiuni mai mari de 0,3 μm 
la un debit de 85 litri/min.  

Aerul din încăpere este mai întâi prefiltrat pentru a îndepărta 
particulele cu dimensiuni mari care pot bloca filtrele HEPA după care este 
filtrat, îndepărtându-se toate bacteriile. După filtrare, aerul ajunge în zona de 
lucru sub forma unei perdele uniforme, la o viteză constantă, împiedicând 
pătrunderea microorganismelor din încăpere în interiorul hotei. În funcţie de 
orientarea perdelei de aer steril, hotele cu flux de aer laminar pot fi împărţite 
în două tipuri constructive distincte:  

 hote cu flux de aer laminar orizontal (Figura 4, A), care 
asigură o foarte bună protecţie a obiectelor de pe suprafaţa de lucru dar nu şi 
a operatorului, aerul potenţial contaminat cu microorganismele manipulate 
fiind direcţionat către acesta; 

 hote cu flux de aer laminar vertical (Figura 4, B),  ce asigură 
o foarte bună protecţie atât a obiectelor de pe suprafaţa de lucru cât şi a 
operatorului; în acest caz aerul potenţial contaminat cu microorganismele 
manipulate este filtrat şi apoi eliminat.  
 

Oricare ar fi tipul constructiv de hotă, blocarea filtrelor HEPA sau 
întreruperea perdelei de aer filtrat permit introducerea de microorganisme 
contaminante în interiorul zonei de lucru. 
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FIGURA 4. Tipuri constructive de hote cu flux de aer laminar: orizontal (A) şi 
vertical (B)(după Bykowski şi Stevenson, 2008 (3)) 

 
Instrucţiuni de utilizare a hotei cu flux de aer laminar: 

1. Înainte de începerea lucrului se recomandă îndepărtarea bijuteriilor 
de pe mâini, legarea părului la spate şi îmbrăcarea halatului de 
protecţie. 

2. Se spală mâinile şi se utilizează mănuşi de unică folosinţă; suprafaţa 
exterioară a mănuşilor se acoperă cu soluţie dezinfectantă şi se 
freacă bine pentru o sterilizare eficientă înainte de introducerea 
mâinilor în hotă.  

3. Mâinile se păstrează în interiorul zonei de lucru fără a atinge pe 
cât posibil părul, faţa sau hainele; pericolul de contaminare creşte 
de fiecare dată când se ating recipiente sau alte obiecte nesterile; 
din acest motiv se recomandă repetarea periodic a procedurii de 
dezinfectare a mănuşilor. 

4. În vederea utilizării, hota cu flux de aer laminar trebuie pornită cu 
cel puţin 30 de minute înainte de începerea efectivă a lucrului. 

5. Înainte de utilizare, hota trebuie curăţată şi dezinfectată; zona de 
lucru se acoperă cu alcool etilic 70% sau alţi cu dezinfectanţi 
disponibili în comerţ şi se şterge cu şerveţele care nu lasă puf. 

6. Orice obiect ce urmează a fi introdus în zona de lucru, chiar şi 
recipiente din material plastic sau sticlărie considerate sterile 
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trebuie dezinfectate prin ştergerea suprafeţelor exterioare cu alcool 
etilic 70%; se îndepărtează întotdeauna ambalajele sau pungile în 
care sunt împachetate pipetele, ansele de unică folosinţă, plăcile 
Petri etc. la marginea zonei de lucru înainte de a fi introduse în hotă. 

7. Pentru reducerea contaminării se păstrează tot timpul în interiorul 
hotei un set de pipete sau alte instrumente necesare cu care se 
lucrează exclusiv în această incintă. 

8. Se organizează spaţiul de lucru astfel încât să se lase o zonă liberă 
în centru şi să existe acces la toate obiectele din interior; se evită 
în acest fel pericolul producerii unor accidente precum şi cel al 
contaminării recipientelor lăsate deschise în interior. 

9. În cazul scurgerii unor lichide contaminate se curăţă imediat zona 
respectivă cu apă distilată sterilă şi alcool etilic 70% sau cu alţi 
dezinfectanţi, după care se reia lucrul. 

10. Nu se plasează obiecte mari în dreptul orificiilor prin care iese 
aerul filtrat în interiorul zonei de lucru; se evită astfel blocarea 
fluxului de aer precum şi contaminarea cu microorganisme. 

11. La terminarea lucrului, se îndepărtează toate obiectele inutile şi se 
curăţă suprafeţele cu alcool etilic 70%. 

12. Nu se păstrează în interiorul hotei resturi, culturi vechi, cutii 
goale, caiete, cărţi, pixuri etc. 

13. Majoritatea hotelor cu flux de aer laminar sunt dotate cu lămpi UV 
care pot fi pornite la sfârşitul lucrului în scopul sterilizării 
suprafeţelor interioare; nu se lasă în acest timp culturi cu 
microorganisme în interiorul hotei; se recomandă ca pe toată 
durata sterilizării cu UV în încăpere să nu se afle nicio persoană. 

Tehnici de sterilizare 

Desfăşurarea experimentelor în condiţii de asepsie presupune 
sterilizarea – distrugerea completă sau eliminarea tuturor organismelor 
viabile de pe instrumentele sau din reactivii utilizaţi. Există şi reactivi care 
nu necesită sterilizare: etanol, fenol, detergenţi concentraţi sau reactivi sterili 
furnizaţi de către producători şi care pot fi utilizaţi direct.  

Există mai multe tehnici de sterilizare care pot fi folosite cu succes 
în laborator, bazate pe utilizarea temperaturilor sau presiunilor ridicate, 
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substanţelor chimice (lichide sau gaze), radiaţiilor sau pe îndepărtarea fizică 
a microorganismelor.  

 
Sterilizarea anselor de însămânţare se realizează prin încălzire la 

roşu în flacăra unui bec de gaz (4). Se introduce firul metalic al ansei în 
partea superioară a flăcării unde temperatura degajată este maximă şi se 
menţine până la înroşire. Înainte de utilizare trebuie avută în vedere răcirea 
completă a ansei pentru a se evita distrugerea microorganismelor ce 
urmează a fi însămânţate. Pentru răcire se păstrează ansa în apropierea 
becului de gaz; nu se suflă peste ansă, nu se agită şi nu se atinge de obiecte 
sau suprafeţe nesterile, deoarece există pericolul de contaminare. Ansa se 
utilizează imediat după sterilizare, iar după folosire se sterilizează din nou. 

Tehnica poate fi utilizată şi pentru sterilizarea altor obiecte metalice: 
spatule, ace de seringă etc. 
 

Flambarea se utilizează pentru sterilizarea unor obiecte din sticlă 
(gâtul baloanelor şi eprubetelor, lame din sticlă etc.) şi constă în trecerea 
rapidă şi repetată prin flacăra becului de gaz. 

 
Măsuri de securitate 
Deoarece există riscul apariţiei unor incendii sau al unor arsuri, 

utilizarea becului de gaz impune o serie de măsuri de siguranţă: 
1. flacăra becului se lasă aprinsă doar cât timp se lucrează; uneori 

flacăra albastră este greu de observat, motiv pentru care se 
recomandă să nu se lase becul de gaz deschis, nesupravegheat; 

2. deoarece arsurile reprezintă cel mai frecvent accident care poate să 
apară în laborator, se recomandă ca faţa, mâinile, părul şi hainele 
să fie ţinute departe de flacăra becului de gaz; 

3. temperatura flăcării atinge frecvent 1500oC, motiv pentru care 
obiectele din sticlă sau metalice introduse în flacără se încălzesc 
foarte repede; toate aceste obiecte au nevoie de timp ca să se 
răcească, astfel încât să poată fi folosite în siguranţă; 

4. este absolut necesar ca substanţele inflamabile sau materialele 
combustibile să fie ţinute departe de flacăra becului de gaz; 

5. se recomandă dotarea laboratorului cu stingătoare de incendiu şi 
verificarea periodică a instalaţiei de gaz. 
 
Sterilizarea cu ajutorul etuvei 
Etuva poate fi utilizată pentru sterilizarea unor obiecte din sticlă 



Tehnici de bază 

 

23 

(eprubete, plăci Petri, pahare, baloane etc.), metalice sau alte obiecte care nu 
se topesc la temperaturi cuprinse între 121oC şi 180oC căldură uscată. 
Deoarece căldura uscată are o putere mai mică de penetrare în celulele vii, 
fiind necesar un timp mai mare de transfer, sterilizarea cu ajutorul etuvei se 
realizează timp de două ore la temperatura de 160oC sau o oră la 
temperatura de 180oC. Procedeul nu poate fi utilizat în cazul lichidelor sau 
al obiectelor din cauciuc sau material plastic. Cu toate acestea, sterilizarea 
cu ajutorul etuvei prezintă unele avantaje: nu determină ruginirea obiectelor 
metalice; inactivează enzimele care degradează ARN-ul (ARN-aze) 
permiţând astfel sterilizarea sticlăriei folosite în experimentele în care sunt 
implicaţi acizii nucleici; poate fi utilizată pentru sterilizarea pulberilor sau 
altor substanţe afectate de sterilizarea prin autoclavare. 

 
Autoclavarea 
Această tehnică de sterilizare se bazează pe acţiunea vaporilor de 

apă aflaţi sub presiune şi presupune utilizarea autoclavului. Prin autoclavare 
pot fi sterilizate rapid majoritatea obiectelor, mediilor de cultură şi 
substanţelor care nu sunt termolabile. Vasele sau mediile de cultură care 
conţin solvenţi, substanţe chimice volatile sau corozive (fenol, acid 
tricloracetic, eteri, cloroform) sau orice fel de izotopi radioactivi nu pot fi 
autoclavate sub nicio formă. 

Autoclavarea se realizează la temperatura de 121oC, presiunea de 
aproximativ 1 atm, timp de 20-30 minute, condiţii care permit distrugerea 
tuturor formelor de viaţă, inclusiv a endosporilor bacterieni. Timpul şi 
temperatura de sterilizare pot varia în funcţie de cantitatea şi tipul 
materialelor care urmează a fi autoclavate. Astfel, în anumite situaţii 
(obiecte cu suprafaţă care nu permite un transfer termic rapid sau cu o 
capacitate mică de penetrare la vaporii de apă, volume de mediu mai mari 
de un litru, tuburi de centrifugă acoperite cu folie de aluminiu, 
microorganisme patogene) se vor creşte timpul, temperatura şi presiunea de 
autoclavare (30-60 min, 134oC, aproximativ 2 atm).  

Prin această tehnică este posibilă sterilizarea unor obiecte din 
material plastic, mai precis a celor din polipropilenă şi policarbonat. 
Obiectele din polietilenă sau polietilenă de înaltă densitate nu pot fi 
autoclavate. Pentru siguranţă se urmăresc simbolurile de identificare a 
materialului prezente pe obiectele respective: PP = polipropilenă;  
PC = policarbonat; PE = polietilenă; HDPE = polietilenă de înaltă 
densitate.  
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Modul de utilizare a autoclavului: 
1. Se introduce în autoclav apă distilată până la nivelul indicat.  

2. Obiectele de sterilizat se introduc în coşul din material inoxidabil, care 
se acoperă cu hârtie pentru a se evita umezirea lor de către apa de 
condesare a vaporilor de pe capac; toate materialele trebuie ambalate în 
pungi speciale de autoclavare sau în tuburi din oţel inoxidabil; 
materialele uscate se ambalează în folie de aluminiu pentru a se evita 
umezirea şi recontaminarea lor după sterilizare; recipientele goale din 
sticlă se umplu cu apă, 3-5 cm, pentru a se evita spargerea fundului; nu 
se aglomerează interiorul autoclavului pentru a se permite o sterilizare 
eficientă. 

3. Lichidele se sterilizează separat în recipiente din sticlă; se recomandă 
utilizarea unor recipiente din sticlă termorezistentă (borosilicat) având 
un volum dublu faţă de volumul lichidului ce urmează a fi sterilizat, iar 
capacul nu se strânge foarte tare; se evită astfel pericolul scurgerii sau 
exploziei datorat presiunii ridicate din timpul autoclavării. 

4. Se închide etanş capacul autoclavului prin strângerea mânerului. 

5. Se selectează temperatura şi timpul de sterilizare (sau în cazul unui pro-
gram presetat numărul acestuia) şi se apasă butonul Start; temperatura 
din interior va începe să crească, ceea ce duce la fierberea apei, 
formarea de vapori şi creşterea presiunii interioare; temperatura şi 
presiunea sunt menţinute la valori constante pe toată durata sterilizării; 
la finele autoclavării încălzirea apei este oprită, temperatura din interior 
scade ceea ce duce la condensarea vaporilor de apă şi la scăderea 
presiunii interioare; când presiunea ajunge la 0 atm procesul de 
sterilizare se încheie. 

6. Se aşteaptă semnalul sonor de sfârşit al procesului de sterilizare şi se 
deschide cu grijă capacul autoclavului. 

Pentru optimizarea autoclavării în laborator pot fi utilizate două 
tipuri de cicluri de evacuare a vaporilor de aer: 

1. ciclu de evacuare rapidă – se utilizează pentru toate materialele 
uscate cum ar fi sticlărie, vârfuri de pipete automate, tuburi de  centrifugă 
etc.; în acest caz, la sfârşitul ciclului de sterilizare se deschide o valvă 
care permite evacuarea rapidă a vaporilor de apă astfel încât presiunea 
interioară se egalizează rapid cu cea atmosferică; 

2. ciclu de evacuare lentă – se utilizează pentru lichide şi previne 
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riscul apariţiei unor explozii sau al scurgerilor datorate fierberii; în acest 
caz, la finele autoclavării vaporii de apă sunt evacuaţi lent ceea ce permite 
lichidelor foarte fierbinţi să se răcească treptat. 

Pentru a se verifica dacă autoclavarea a decurs cu succes, 
materialele sau recipientele se marchează cu o hârtie indicatoare specială 
care conţine substanţe chimice ce îşi modifică culoarea la o temperatură 
egală cu cea la care are loc sterilizarea.  

 
Măsuri de securitate 
Deoarece funcţionarea autoclavului se bazează pe acţiunea 

vaporilor de apă aflaţi sub presiune, există riscul apariţiei unor explozii 
sau a unor arsuri severe. Din aceste motive se impun anumite măsuri care 
să limiteze aceste riscuri: 
1. în timpul folosirii autoclavului se recomandă utilizarea halatului de 

protecţie, ochelarilor de protecţie şi a mănuşilor termorezistente; 
2. cele mai multe accidente pot apare în momentul deschiderii 

capacului; din acest motiv, după încheierea sterilizării, se aşteaptă 
scăderea presiunii la 0 atm înainte de deschidere;  

3. se recomandă ca deschiderea capacului să fie făcută lent, lăsând 
iniţial o fantă prin care să poată ieşi vaporii de apă; 

4. lichidele sterilizate sunt foarte fierbinţi, chiar dacă autoclavarea s-a 
încheiat, existând în continuare pericol de explozie sau de scur-
gere; se recomandă lăsarea capacului deschis timp de 10-20min 
pentru o răcire adecvată şi apoi scoaterea recipientelor. 

 
Filtrarea 
Mediile de cultură complexe şi unii compuşi precum antibioticele, 

glucidele, aminoacizii sau vitaminele nu pot fi sterilizate prin autoclavare 
deoarece suferă procese de denaturare în prezenţa căldurii. Pentru a putea fi 
sterilizate se apelează la filtrare, procedeu prin care se îndepărtează fizic 
organismele vii, sporii etc. Filtrarea nu este o metodă de sterilizare perfectă, 
deoarece virusurile şi chiar unele bacterii pot traversa pereţii filtrelor. Cea 
mai mare parte a organismelor vii este reţinută de filtre cu dimensiuni medii 
ale porilor de 0,45 μm. Bacteriile pot trece prin astfel de filtre şi, prin 
urmare, pentru îndepărtarea lor este necesară utilizarea unor filtre cu 
dimensiuni ale porilor de 0,22 μm. Unele bacterii (de exemplu, speciile 
genului Leptospira) pot străbate aceste filtre, însă ele necesită condiţii 
speciale de cultivare şi din acest motiv nu prezintă o problemă din punct de 
vedere al contaminării în laboratorul de biologie moleculară.  
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Pentru a uşura filtrarea, în laborator se utilizează elemente filtrante 
care pot fi ataşate la seringile din material plastic (Figura 5). Astfel de filtre 
de unică folosinţă, cu dimensiuni diferite ale porilor, sunt disponibile în 
comerţ.  

Filtrarea se realizează de obicei în hota cu flux de aer laminar sau în 
apropierea flăcării becului de gaz pentru a se reduce riscul recontaminării 
lichidelor sterilizate. 

 
 
 
 
 
 

 

 

FIGURA 5.  Elemente filtrante de 
unică folosinţă utilizate pentru 
sterilizarea soluţiilor  

 
Sterilizarea cu radiaţii ultraviolete 

 
 Radiaţiile ultraviolete (UV) pot fi utilizate pentru distrugerea 
microorganismelor prin alterarea ADN-ului, permiţând sterilizarea 
suprafeţelor de lucru precum şi a atmosferei din camera în care se lucrează. 
Aceste radiaţii nu pot penetra prin sticlă, prin urmare nu pot fi utilizate 
pentru sterilizarea conţinutului unor recipiente din sticlă. 

 
 Măsuri de securitate 

Lumina ultravioletă este dăunătoare pentru om, determinând 
orbirea sau arsuri ale pielii. Prin urmare, se recomandă să nu se utilizeze 
lămpile cu lumină UV când există persoane în încăpere şi să nu se 
privească direct în lumina UV fără ochelari de protecţie speciali. 
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II. METODE DE CULTIVARE A 
BACTERIEI ESCHERICHIA COLI 

Bacteria Escherichia coli este cel mai bine studiat microorganism, 
fiind utilizat ca model experimental în diferite ramuri ale biologiei (1). 
Descoperită în anul 1885 de către medicul Theodor Escherich, E. coli 
(Figura 6) este un bacil Gram negativ, facultativ anaerob şi nesporulat, cu 
un cromozom circular format din trei milioane perechi de baze şi cu 
dimensiuni de aproximativ 2 µm lungime şi 0,5 µm lăţime.  

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 6. Escherichia coli – imagine 
                               electronomicroscopică 

 
E. coli poate creşte pe medii minimale care conţin un compus cu 

carbon (de exemplu glucoza care serveşte atât ca sursă de carbon cât şi ca 
sursă de energie) şi săruri care asigură necesarul de azot şi fosfor. Bacteria 
poate creşte mai rapid pe medii îmbogăţite care conţin aminoacizi, 
precursori ai nucleotidelor, vitamine sau alţi metaboliţi pe care celulele ar 
trebui să le sintetizeze în alte condiţii. 

Se dezvoltă în intestin, făcând parte din microbiota normală, 
naturală intestinală, jucând roluri importante: sursă de vitamine B12 şi K; 
împiedică colonizarea intestinului cu bacterii patogene. Există şi situaţii 
când E. coli devine patogenă: atunci când contaminează tractul urinar 
(este cea mai importantă bacterie în etiologia infecţiilor urinare); când 
trece prin peretele intestinal şi pătrunde în abdomen; în situaţia 
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pătrunderii în organism a unor tulpini virulente.  
Această bacterie este utilizată în prezent atât în laborator cât şi la 

nivel industrial pentru obţinerea unor cantităţi mari de ADN, proteine sau 
metaboliţi datorită ritmului său rapid de creştere şi a faptului că tehnicile 
de manipulare genetică sunt foarte bine puse la punct. Un exemplu în 
acest sens îl constituie modificarea genetică realizată de compania Eli 
Lilly în anul 1982 prin care gena umană care codifică insulina a fost 
introdusă în genomul E. coli, permiţând obţinerea şi izolarea într-o 
manieră simplă a acestui hormon.  

Cu foarte puţine excepţii, cea mai mare parte a tulpinilor de E. coli 
utilizate în laboratoarele de biologie moleculare sunt derivate din tulpina  
K-12 (2).  

II. 1 Medii utilizate pentru cultivarea bacteriei 
Escherichia coli 

Mediile de cultură artificiale sunt substraturi nutritive (lichide sau 
solide, organice sau anorganice) ce pot asigura dezvoltarea şi multiplicarea 
microorganismelor în condiţii de laborator (3). Mediile se folosesc pentru 
izolarea şi păstrarea sub formă de culturi pure a microorganismelor, precum 
şi pentru identificarea speciilor în funcţie de proprietăţile lor fiziologice. Din 
aceste motive, ele trebuie să fie cât mai asemănătoare cu substraturile 
naturale. Dacă necesităţile nutritive ale E. coli sunt bine cunoscute, cele ale 
altor bacterii variază foarte mult, fiind uneori necesare medii de cultură şi 
condiţii de creştere care depind de fiecare specie în parte. Deşi eforturile de 
mai bine de un secol ale oamenilor de ştiinţă s-au finalizat prin cultivarea in 
vitro a mai multor bacterii de interes (în special cele patogene), se apreciază 
în prezent că doar 1% din totalul speciilor bacteriene pot fi cultivate în 
laborator (1).  

În funcţie de compoziţie, există mai multe medii de cultură uzuale 
folosite pentru cultivarea bacteriei E. coli: 

1. medii minimale– conţin minimul de substanţe nutritive necesare 
creşterii celulelor în absenţa aminoacizilor; acest tip de medii au o 
compoziţie bine definită, ingredientele fiind adăugate în concentraţii precise; 
ele conţin în general o sursă de carbon şi energie care poate fi reprezentată 
de un glucid (de exemplu glucoza) sau o sursă mai săracă în energie cum 
este succinatul, diferite săruri care asigură necesarul de magneziu, azot, 
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fosfor, sulf, permiţând bacteriilor să sintetizeze proteine şi acizi nucleici; 
mediile minimale sunt folosite frecvent pentru studii privind metabolismul 
sau pentru selecţia tulpinilor recombinate. 

În anumite situaţii mediile minimale pot fi suplimentate cu un 
compus folosit pentru selecţie (de regulă un aminoacid sau un glucid) în 
scopul cultivării selective a unor tulpini modificate genetic, auxotrofe pentru 
compusul respectiv. 

2. medii complexe– conţin ingrediente a căror compoziţie nu poate 
fi definită foarte precis; un exemplu îl constituie mediul LB care conţine 
extract de drojdii alcătuit din toate componentele unei celule levuriene; 
aceste medii sunt folosite pentru cultivări uzuale ale bacteriilor deoarece 
asigură un mediu bogat în nutrienţi, bacteriile nefiind supuse unui stres 
nutritiv şi nu sunt forţate să sintetizeze compuşii de care au nevoie pornind 
de la precursori. 

Medii de cultură minimale 

Ingredientele folosite pentru prepararea acestor medii se adaugă în 
apă, fiind încălzite şi agitate până la dizolvare completă. Ulterior se 
repartizează în recipiente separate, se sterilizează prin autoclavare timp de 
15 min la presiunea de 1 atm. Suplimentele nutritive sau antibioticele 
sterilizate prin filtrare se adaugă după autoclavare, când mediul are o tempe-
ratură mai mică de 50oC. După răcire completă, capacul recipientelor se 
strânge bine, iar mediile pot fi păstrate la temperatura camerei sau la 4oC 
pe o perioadă nedefinită. Pentru păstrare se pot adăuga 50 ml cloroform care 
are rol de conservant (cloroformul se separă sub forma unui strat la fundul 
vasului astfel încât poate fi evitată utilizarea sa la prepararea mediului 1X). 

Înainte de utilizare, mediile concentrate 5X se diluează cu apă în 
proporţie de 1:5 şi se adăugă următoarele soluţii sterilizate prin filtrare: 

1. MgSO4 x 7H2O 1 M – 1 ml; 
2. sursă de carbon 20% (de obicei glucoză sau glicerol) – 10 ml; 

sursa de carbon se alege în funcţie de necesităţile tulpinii folosite 
sau de natura experimentului. 

În funcţie de necesităţi, în mediile minimale se pot adăuga: 
1. vitamina B1 (tiamină) 0,5% – 0,1 ml; 
2. amestec aminoacizi proveniţi prin hidroliza acidă a cazeinei 20% –5 ml; 
3. L-aminoacizi – 40 μg/ml; 
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4. DL-aminoacizi – 80 μg/ml 
5. antibiotice (Tabelul 2, pagina 40) 
 

În cele ce urmează sunt prezentate reţetele unor medii de cultură 
minimale folosite cel mai frecvent pentru cultivarea bacteriei E. coli în 
laborator. 

 

Mediu M9(stoc concentrat 5X)
Na2HPO4 30 g 

 KH2PO4 15 g 
 NH4Cl 5 g 
 NaCl 2,5 g 
 CaCl2 (opţional) 0,015 g 
 Apă distilată până la 1000 ml 
   
Mediu M63(stoc concentrat 5X) 

 (NH4)2SO4 10 g 
 KH2PO4 68 g 
 FeSO4 · 7H2O 2,5 mg 
 Apă distilată până la 1000 ml 
 pH=7; se ajustează cu KOH 
  
Mediu A (stoc concentrat 5X) 

 (NH4)2SO4 5 g 
 KH2PO4 22,5 g 
 K2HPO4 52,5 g 
 Citrat de sodiu X 2H2O 2,5 g 
 Apă distilată până la 1000 ml 
   
 
 
 
 
 



Metode de cultivare a bacteriei Escherichia coli 

 

33 

Medii de cultură complexe 

Aceste medii se sterilizează de regulă prin autoclavare la presiunea 
de 1 atm, timp de 25 minute. Suplimentele nutritive sau antibioticele se 
pot adăuga după răcirea prealabilă a mediilor, consecutiv sterilizării. 

În continuare sunt prezentate câteva din cele mai folosite medii 
complexe. 

 
Bulion Lambda   

 Triptonă 100 g 
 NaCl 2,5 g 

 Apă distilată până la 1000 
ml 

   
Bulion-triptonă   

 Triptonă 10 g 
 NaCl 5 g 
 Apă distilată până la 1000 

ml 
   
Mediu H    

 Triptonă 10 g 
 NaCl 8 g 
 Apă distilată până la 1000 

ml 
   
Mediu LB (Luria-Bertani)   

 Triptonă 10 g 
 Extract de 

drojdii 
5 g 

 NaCl 5 g 
 Apă distilată până la 1000 

ml 
   

pH=7; se corectează prin adăugarea de soluţie NaOH 1N. Se 
sterilizează prin autoclavare, timp de 20 min, la presiunea de 1 atm. 
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Bulion NZC   
 N-Z-Amine A 

(Sigma) 
10 g 

 NaCl 5 g 
 MgCl2 X 6H2O 2 g 
 Apă distilată până la 1000 

ml 
 
Se autoclavează la presiunea de 1 atm timp de 30 minute după care se 
adaugă 5 ml soluţie amestec aminoacizi 20% proveniţi prin hidroliza 
acidă a cazeinei sterilizată prin filtrare. 
 
Mediu NZCYCM   

 N-Z-Amine A (Sigma) 10 g 
 NaCl 5 g 
 Extract de drojdii 5 g 
 MgSO4 x 7H2O 2 g 
 Amestec aminoacizi 

proveniţi din caseină 
1 g 

 Apă distilată până la 1000 ml 
   

Se agită până la dizolvare completă; se ajustează pH-ul la 7 cu NaOH 5N 
(aproximativ 0,2 ml). Se sterilizează prin autoclavare timp de 20 minute 
la la presiunea de 1 atm. 
 
Mediu NZYM   

 N-Z-Amine A 
(Sigma) 

10 g 

 NaCl 5 g 
 Extract de drojdii 5 g 
 MgSO4 x 7H2O 2 g 
 Apă distilată până la 1000 

ml 
   

Mediu NZM   
 N-Z-Amine A 

(Sigma) 
10 g 

 NaCl 5 g 
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 MgSO4 x 7H2O 2 g 
 Apă distilată până la 1000 

ml 
Mediu SB (super-bulion)   

 Triptonă 32 g 
 Extract de drojdii 20 g 
 NaCl 5 g 
 NaOH 1 N 5 ml 
 Apă distilată până la 1000 

ml 
   

Mediu SOB   
 Triptonă 20 g 

 Extract de drojdii 5 g 
 NaCl 0,5 g 
 Apă distilată până la 980 

ml 
   

Amestecul se agită până la dizolvare completă. Se adaugă 10 ml soluţie 
KCl 250 mM (1,86 g KCl în 100 ml apă distilată). Se ajustează pH-ul la 7 
cu NaOH 5 N (aproximativ 0,2 ml). Se sterilizează prin autoclavare timp 
de 20 minute la presiunea de 1 atm. Înainte de utilizare se adaugă 5 ml 
soluţie MgCl2 2M (19 g MgCl2 în 90 ml apă distilată; se ajustează volumul 
la 100 ml şi se autoclavează timp de 20 minute la presiunea de 1atm).  
 
Mediu SOC Triptonă 20 g 

 Extract de drojdii 5 g 
 NaCl 1 M 10 ml 
 KCl 1 M 2,5 ml 
 Apă distilată până la 980 

ml 
   

După autoclavare se răceşte mediul până la temperatura de 45oC şi 
se adaugă 10 ml soluţie MgCl2 2M şi 20 ml soluţie glucoză 20% (w/v) 
sterilizate în prealabil prin filtrare. 
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Medii de cultură solide 

Mediile de cultură lichide pot fi solidificate cu ajutorul agarului. 
În cazul mediilor minimale se recomandă sterilizarea separată a agarului 
în apă deoarece autoclavarea împreună creşte riscul apariţiei unui 
precipitat insolubil. Pentru mediile de cultură complexe se poate face 
autoclavarea tuturor ingredientelor împreună cu agarul. După sterilizare, 
mediile cu agar pot fi turnate în plăci Petri la o temperatură de 50oC; dacă 
temperatura scade sub 45oC agarul se solidifică, iar turnarea mediului de 
cultură devine dificilă. 

Se recomandă ca plăcile cu mediul proaspăt turnat să fie uscate 
înainte de însămânţare deoarece excesul de umiditate poate împiedica eta-
larea sau dezvoltarea normală a bacteriilor. Pentru uscare plăcile pot fi lăsate 
fără capac timp de 30 minute în hota cu flux de aer laminar sau cu capac, 
la temperatura camerei, pe masa din laborator, timp de 2-3 zile. Plăcile 
uscate pot fi păstrate cu capacul în jos la temperatura de 4oC ambalate în 
pungi din plastic. 

Medii minimale solide 

Se adaugă 15 g agar în 800 ml apă şi se autoclavează la presiunea 
de 1 atm timp de 15 min. După răcire la temperatura de 50oC se adaugă 
mediul minimal concentrat, sursa de carbon, soluţia de antibiotic şi se 
repartizează în plăci Petri câte 15-20 ml/placă. 

Medii de cultură complexe solide 

Agar Lambda   
Triptonă 10 g 

NaCl 2,5 g 
Agar 15 g 

Apă distilată până la 1000 ml 
Mediu H  

Triptonă 10 g 
NaCl 8 g 
Agar 15 g 

Apă distilată până la 1000 ml 
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Mediu LB (Luria-Bertani)  
Triptonă 10 g 

Extract de 
drojdii

5 g 

NaCl 5 g 
Agar sau 
agaroză

15 g 

Apă distilată până la 1000 ml 
 

  
În compoziţia acestor medii se mai pot adăuga în funcţie de necesităţi: 
1. antibiotice – ampicilină (50 μg/ml), tetraciclină (12 μg/ml), alte 

antibiotice; 
2. galactozide – Xgal (20 μg/ml), IPTG (0,1 mM), alte galactozide. 

Agar de acoperire 

Mediul se utilizează pentru a asigura repartiţia uniformă a fagilor 
sau celulelor bacteriene într-un strat subţire de agar la suprafaţa altui 
mediu de cultură. Într-o astfel de aplicaţie, agarul topit este amestecat cu 
celulele, apoi este turnat deasupra mediului de cultură dintr-o placă Petri 
şi este lăsat să se solidifice. Acest strat de celule se va dezvolta abundent, 
formând o plajă de colonii fuzionate.  

Agarul de acoperire conţine mai puţin agar (0,75%) decât se 
adaugă în mod obişnuit la prepararea mediilor de cultură solide, din acest 
motiv poate rămâne în stare topită mai multe zile dacă este menţinut la 
temperatura de 45oC. În locul agarului se poate folosi şi agaroza atunci 
când aplicaţiile vizează extracţia directă a ADN-ului din fagii cultivaţi. 

Mediul se prepară în recipiente de 1000 ml, se autoclavează timp 
de 15 min la presiunea de 1 atm, se răceşte la temperatura de 50oC, se 
agită pentru omogenizare, se separă în recipiente de 100 ml şi se 
sterilizează, putând fi ulterior păstrat la temperatura camerei. Înainte de 
utilizare se topeşte agarul prin încălzire pe o baie de apă sau într-un 
cuptor cu microunde, apoi se răceşte la temperatura de 45oC şi poate fi 
turnat în plăci Petri. 
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Agar de acoperire H   
 Triptonă 10 g 

 NaCl 8 g 
 Agar  7 g 
 Apă distilată până la 1000 ml 

Agar de acoperire LB   
 Triptonă 10 g 
 Extract de 

drojdii 
5 g 

 NaCl 5 g 
 Agar  7 g 
 Apă distilată până la 1000 ml 
   

Agar de acoperire Lambda   
 Triptonă 10 g 
 NaCl 2,5 g 
 Agar 7 g 
 Apă distilată până la 1000 ml 
   

Agaroză de acoperire   
 Triptonă 10 g 
 NaCl 8 g 
 Agaroză 6 g 
 Apă distilată până la 1000 ml 
   

Agar de conservare prin înţepare 

Este folosit pentru păstrarea un timp mai îndelungat a culturilor 
bacteriene la temperatura de 4oC.Cisteina se adaugă în scopul creşterii 
timpului de conservare a bacteriilor prin această metodă. 

 
Nutrient Broth 10 g 

NaCl 5 g 
Agar 6 g 

Cisteină 10 mg 
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Tiamină 10 mg 
Apă distilată până la 1000 ml 

  

Antibiotice utilizate la prepararea mediilor de 
cultură 

Antibioticele sunt substanţe chimice care au capacitatea de a 
distruge sau inhiba dezvoltarea microorganismelor procariote, fără a avea 
efect toxic asupra organismelor eucariote. În general, se adaugă ca 
suplimente în mediile de cultură folosite pentru cultivarea E. coli în 
scopul prevenirii dezvoltării altor bacterii care nu conţin genele rezistenţei 
la antibiotice şi pentru  a asigura stabilitatea plasmidelor în celulele 
bacteriene (1). 

Pentru a preveni alterarea lor, antibioticele se adaugă în mediile de 
cultură după răcirea acestora, la temperaturi mai mici de 50oC. Înainte de 
adăugare, soluţiile care conţin antibiotice se sterilizează prin filtrare, 
folosind filtre de 0,22 μm. Antibioticele în soluţii alcoolice nu necesită 
sterilizare. În situaţii de urgenţă antibioticele pot fi adăugate direct pe 
mediile solide din plăci în volume care să asigure concentraţia finală 
dorită; se lasă plăcile în repaus aproximativ o oră, timp în care antibioticul 
difuzează în mediul de cultură. 

În mod obişnuit se preferă prepararea unor soluţii stoc de 
antibiotice pentru a uşura munca în laborator. În Tabelul 2 sunt prezentate 
soluţiile stoc, concentraţiile de lucru precum şi mecanismul de acţiune al 
principalelor antibiotice adăugate în mediile de cultură folosite pentru 
cultivarea bacteriei E. coli. 

Se recomandă ca soluţiile concentrate de antibiotice să se păstreze 
la temperatura de 4oC nu mai mult de o lună sau la temperatura de -20oC 
nu mai mult de 6 luni. De asemenea, mediile de cultură care conţin 
antibiotice nu trebuie folosite dacă au fost păstrate pentru mai mult de o 
lună la frigider; mediile suplimentate cu antibiotice fotosensibile 
(tetraciclină, rifampicină) trebuie păstrate la întuneric sau învelite în folie 
de aluminiu. 
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TABEL 2.  Principalele antibiotice folosite pentru cultivarea bacteriei Escherichia 
coli 

Antibiotic1 Concentraţie 
soluţie stoc 

(mg/ml) 

Concentraţie 
soluţie de lucru 

(μg/ml) 

Mecanism de acţiune 

Acidul nalidixic 
(pH până la 1 cu 
NaOH) 

5 15 Bacteriostatic; inhibă sinteza 
ADN. 

Ampicilină (sare 
de sodiu) 

10 (în H2O) 50 Bactericid; antibiotic β-
lactamic care împiedică 
sinteza peretelui celular prin 
inhibarea formării legăturilor 
peptidoglicanice. 

Carbenicilină2 10 (în H2O) 50 Acelaşi mecanism descris 
pentru ampicilină. 

Cloramfenicol 6 (în etanol 
100%) 

30 Bacteriostatic; împiedică 
sinteza proteinelor prin 
inhibarea translaţiei la 
nivelul subunităţii 50 S a 
ribozomului datorită blocării 
reacţiei de transpeptidare şi 
elongare a lanţului de 
aminoacizi.  

D-cicloserină3 10 (în 0,1 M 
tampot fosfat 

de sodiu, 
pH=8) 

200 Bactericid; inhibă sinteza 
peretelui celular prin 
împiedicarea formării  
D-alaninei din L-alanină şi 
formarea legăturilor 
peptidice ce presupun  
D-alanină. 

Eritromicină 10 (în H2O) 50 Bacteriostatic; antibiotic din 
grupa macrolidelor care se 
leagă de subunitatea 50 S a 
ribozomului şi inhibă 
translaţia prin blocarea 
reacţiei de transpeptidare. 

Gentamicină 3 (în H2O) 15 Bactericid; antibiotic din 
grupa aminoglicozidelor care 
inhibă sinteza proteinelor 
prin legarea de subunitatea 
30 S a ribozomului. 

Kanamicină 10 (în H2O) 50 Bactericid; inhibă sinteza 
proteinelor.  

Kasugamicină 10 (în H2O) 1000 Bactericid; inhibă sinteza 
proteinelor prin alterarea 
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Antibiotic1 Concentraţie 
soluţie stoc 

(mg/ml) 

Concentraţie 
soluţie de lucru 

(μg/ml) 

Mecanism de acţiune 

reacţiei de metilare a ARN 
16 S. 

Rifampicină4 20 (în metanol 
sau DMSO) 

100 Bactericid; inhibă iniţierea 
transcripţiei ARN prin legare 
de ARN polimerază. 

Spectinomicină 20 (în H2O) 100 Bactericid; antibiotic din 
grupa aminoglicozidelor care 
inhibă sinteza proteinelor 
prin legare de subunitatea  
30 S a ribozomului. 

Streptomicină 10 (în H2O) 50 Bactericid; antibiotic din 
grupa aminoglicozidelor care 
inhibă sinteza proteinelor  
prin legare de subunitatea  
30 S a ribozomului. 

Tetraciclină4 2,5 (în etanol 
50%) 

12,5 Bacteriostatic; inhibă sinteza 
proteinelor  prin legare de 
subunitatea 30 S a 
ribozomului. 

 

1 Toate antibioticele trebuie păstrate la temperatura de 4oC, cu excepţia tetraciclinei care se păstrează la -20oC. 
2 Carbenicilina poate fi păstrată în soluţie 50% etanol/50% apă la temperatura de  -20oC. 
3 Soluţiile de D-cicloserină sunt instabile; din acest motiv trebuie utilizate imediat după preparare. 
4 Antibiotic sensibil la lumină; soluţiile stoc se păstrează la întuneric. 
Bactericid = omoară bacteriile. 
Bacteriostatic = inhibă creşterea şi multiplicarea bacteriilor.

II. 2 Cultivarea E. coli pe medii solide 

Numeroase bacterii printre care şi E. coli au capacitatea de a 
forma colonii izolate atunci când sunt cultivate pe medii solide. Fiecare 
colonie rezultă prin creşterea şi multiplicarea unei singure celule; 
deoarece E. coli se divide asexuat, toate celulele dintr-o colonie sunt 
identice din punct de vedere genetic, fiind denumite „clone”. Deoarece 
fiecare colonie reprezintă o populaţie de clone şi fiecare colonie poate fi 
diferită de celelalte colonii dintr-o placă, se recomandă ca în cadrul 
experimentelor să fie folosite doar colonii izolate. Studiul unor populaţii 
mixte de celule duce frecvent la obţinerea unor rezultate neconcludente 
(1). 
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Însămânţarea la suprafaţa mediilor de cultură 
solide 

 Culturile de E. coli pot fi uşor însămânţate la suprafaţa mediilor de 
cultură solide folosind o baghetă de etalare în felul următor: 
1. la mijlocul plăcii se depune cu ajutorul unei pipete un volum din 

cultura de însămânţat (50-500 μl); 
2. se sterilizează prin flambare bagheta de etalare după care se răceşte 

atingând porţiuni ale mediului de cultură care nu se vor folosi; 
3. se răspândeşte inoculul uniform pe toată suprafaţa mediului de cultură; 
4. după finalizare se pune bagheta de etalare într-un pahar cu etanol; 
5. se lasă mediul de cultură să se usuce; 
6. se incubează la temperatura optimă de creştere (în general 37oC). 

 
Pentru inoculare se poate folosi şi o ansă de însămânţare, caz în 

care procedeul se numeşte însămânţare prin descriere de striuri: 
 
1. se sterilizează ansa prin încălzire la roşu; 
2. se preia cu ansa din cultura microbiană de însămânţat (din 

mediu lichid sau solid); 
3. se trasează cu ansa, la suprafaţa mediului, o linie de 2-3 cm 

lungime la o margine a plăcii Petri (Figura 7); 
4. se sterilizează ansa din nou şi se răceşte pe o porţiune de 

mediu; 
5. se trece o dată, uşor, ansa peste linia trasată iniţial, apoi se 

continuă descrierea de striuri în zig-zag pe o parte din 
suprafaţa mediului de cultură, având grijă să nu se suprapună 
striurile descrise; 

6. se sterilizează ansa din nou şi se răceşte; 
7. se trece ansa o dată peste ultimul striu descris anterior, apoi se 

continuă în zig-zag descrierea unui nou set de striuri; 
8. se repetă aceşti paşi până la descrierea a trei seturi de striuri; 
9. la final se sterilizează ansa de însămânţare; 
10. se incubează plăcile astfel inoculate cu capacul în jos, la 

temperatura optimă dezvoltării (37oC). 
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FIGURA 7. Însămânţarea bacteriei E. coli la suprafaţa mediului de cultură prin 
descriere de striuri.  
Prin trasarea celor trei seturi de striuri se realizează o diluţie a inocului bacterian 
ceea ce permite obţinerea de colonii izolate.  

Mediile de cultură pot fi însămânţate şi printr-un procedeu care 
permite obţinerea de replici ale unei plăci Petri pe suprafaţa căreia sunt 
deja dezvoltate colonii. Această tehnică permite transferarea coloniilor de 
pe o placă Petri pe altă placă, menţinând paternul original al coloniilor. 
Metoda are numeroase aplicaţii în experimentele care se bazează pe ADN 
recombinat, oferind avantajul testării simultane a unui număr mare de 
colonii din punct de vedere al capacităţii lor de a se dezvolta în condiţii 
diferite de cultivare.  

Pentru realizarea plăcilor replică este necesar un dispozitiv alcătuit 
dintr-un bloc rotund de lemn sau metal care poate intra fix într-o placă 
Petri, un inel metalic şi o bucată de catifea sterilă (Figura 8).  

 
 

Striuri 

Colonie 
izolată 

Incubare 
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FIGURA 8.  Dispozitiv folosit pentru obţinerea unei plăci replică 
 
Pentru inoculare, bucata de catifea sterilă este prinsă de bloc cu 

ajutorul inelului metalic. Apoi placa Petri pe care se află coloniile 
dezvoltate se apasă uşor peste bucata de catifea; plăcile care se utilizează 
trebuie să conţină un număr de 50-100 colonii izolate. Nu se apasă foarte 
tare pentru că este posibil transferul coloniilor în totalitate sau este 
posibilă desprinderea mediului de cultură. Placa Petri cu mediul steril se 
aşează peste bucata de catifea păstrând orientarea plăcii originale, astfel 
încât să se realizeze transferul coloniilor. Prin acest procedeu se pot obţine 
până la 10 replici ale plăcii originale. La final, bucata de catifea poate fi 
spălată, sterilizată şi refolosită. 

Însămânţarea în profunzime a mediilor de 
cultură solide 

 Însămânţarea în profunzimea mediilor solide se poate face prin 
încorporare sau prin înţepare. Pentru însămânţarea prin încorporare, mediile 
de cultură se topesc şi se răcesc la temperatura de 50oC. Se introduce apoi o 

placă Petri 

catifea sterilă 

inel metalic 

bloc de metal sau lemn 
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cantitate din cultura de însămânţat. Se omogenizează amestecul prin agitare, 
fără a se introduce bule de aer, după care mediile însămânţate sunt lăsate să 
se solidifice. Însămânţarea prin înţepare se efectuează cu ajutorul ansei, aşa 
cum este prezentat în Figura 9. 
  

FIGURA 9.  Însămânţarea mediilor de cultură solide prin înţepare 
 
Ca rezultat al manipulărilor genetice folosind E. coli (transformări 

sau mutageneză) rezultă populaţii mixte de celule care trebuie separate. O 
cultură saturată tipică poate avea o concentraţie de 1 x 109 celule/ml. În 
astfel de situaţii, obţinerea coloniilor izolate (clone) presupune inocularea 
mediilor de cultură la suprafaţă folosind diluţii ale culturilor de interes 
(2). Obţinerea unei serii de diluţii se poate realiza în felul următor: 

Materiale necesare 

– mediu LB lichid; 
– mediu LB solid repartizat în plăci Petri cu diametrul de 10 cm; 
– eprubete sterile cu diametrul de 16 mm sau 18 mm; 
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Modul de lucru 

1. cu ajutorul unei pipete se introduc câte 5 ml LB în trei eprubete 
sterile care se notează cu 1, 2 respectiv 3; 

2. se transferă 5 μl din cultura bacteriană în eprubeta 1 şi se agită cu 
ajutorul unui vortex timp de 5 secunde; 

3. se înlocuieşte vârful pipetei cu unul steril şi se transferă 5 μl lichid 
din eprubeta 1 în eprubeta 2; se agită timp de 5 secunde folosind 
vortexul; 

4. se repetă pasul 3 până la obţinerea unei serii de diluţii în cele trei 
eprubete: în eprubeta 1 proba iniţială a fost diluată de 1 x 103 ori 
(1.000 de ori), în eprubeta 2 de 1 x 106 ori (1.000.000 ori), iar în 
eprubeta 3 de 1 x 109 ori. 

5. se inoculează câte o placă Petri ce conţine mediu LB cu câte  
100 μl din fiecare diluţie şi se etalează; 

6. se incubează peste noapte la temperatura de 37oC; 
7. se numără coloniile dezvoltate, ţinându-se cont că în fiecare placă  

s-au dezvoltat celulele prezente în 1/10 dintr-un mililitru provenit 
din fiecare diluţie în parte; prin urmare, pentru a afla numărul de 
celule/ml trebuie înmulţit numărul de colonii cu 10 şi apoi cu 
diluţia utilizată pentru însămânţare; de exemplu, dacă s-au 
dezvoltat 69 de colonii din diluţia 10-6, numărul de celule/ml va fi: 
69 x 10 x 106 sau 6,9 x 108; 

8. pentru că fiecare colonie izolată poate fi ulterior folosită, se 
recomandă păstrarea plăcilor la temperatura de 4oC învelite cu 
Parafilm sau folie din plastic. 

 
Pentru obţinerea coloniilor izolate se poate utiliza şi tehnica 

descrierii de striuri prezentată anterior (Figura 7). Metoda este mai uşor 
de utilizat în comparaţie cu cea care presupune obţinerea de diluţii, însă 
nu permite şi numărarea celulelor dintr-o cultură. În situaţia în care se 
doreşte obţinerea de colonii izolate din mai multe culturi bacteriene se 
preferă, din motive practice, împărţirea suprafeţei unei plăci Petri în 4, 6 
sau 8 sectoare, inoculându-se fiecare sector în parte. 
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II. 3 Cultivarea E. coli în medii lichide 

Creşterea bacteriei E. coli în medii de cultură lichide este stimulată 
de prezenţa oxigenului, deoarece ciclul Krebs şi reacţiile de fosforilare 
oxidativă necesită oxigen pentru catabolizarea completă a surselor 
complexe de carbon până la CO2(1). Din aceste motive culturile în 
mediile lichide necesită agitare permanentă pe durata incubării (de regulă 
200 rpm). Pentru cultivarea unor volume mai mari de 50 ml se recomandă 
utilizarea unor baloane Erlenmeyer prevăzute cu piedică ce au rolul de a 
agita mediul de cultură şi de a permite dizolvarea oxigenului. Pentru 
culturi cu un volum mai mic de 10 ml se pot folosi eprubete de centrifugă 
cu capac sau eprubete cu dop; în comerţ sunt disponibile o varietate de 
eprubete, baloane din sticlă prevăzute cu dopuri din plastic sau metal, care 
pot fi folosite pentru cultivarea E. coli în medii lichide. Pentru a permite o 
mai bună oxigenare se recomandă ca volumul de mediu de cultură să nu 
depăşească 1/3 din capacitatea maximă a recipientului în care se adaugă. 

Inocularea şi cultivarea folosind volume mici de 
mediu 

O cultură cu un volum mai mic de 10 ml poate fi uşor obţinută 
prin cultivare peste noapte în mediu LB pornind de la o singură colonie. 
Inocularea unei singure colonii în volume mai mari de medii (100 ml) cu 
o concentraţie ridicată de nutrienţi (mediul TB) permite de asemenea 
creşterea culturii peste noapte până la faza staţionară.  

Pentru inoculare se procedează în felul următor (1): 
1. se sterilizează ansa de însămânţare; 

2. cu ajutorul ansei răcite (sau a unei scobitori sterile) se prelevează o 
porţiune dintr-o colonie izolată; 

3. se introduce ansa sau scobitoarea în mediul de cultură lichid, 
descărcând produsul microbian pe pereţi chiar deasupra lichidului şi 
se agită uşor; inoculul va pătrunde în mediul de cultură imediat după 
agitare; nu este necesar să se poată observa celulele bacteriene în 
mediul lichid, fiind necesare doar câteva celule pentru a se atinge, 
după incubare, o densitate ridicată; capacul tubului trebuie pus 
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imediat înapoi astfel încât să se evite contaminarea mediului de 
cultură cu aer nesteril; 

4. se introduce cultura inoculată într-un termostat cu agitare, la  
temperatura de 37oC şi turaţia de 200 rpm şi se incubează peste 
noapte; după 6 ore se poate atinge o densitate optică ce indică 
prezenţa a aproximativ 1-2 x 109 celule/ml (2); pentru incubare se pot 
folosi şi băi de apă termostatate, situaţie în care apa trebuie să 
prezinte acelaşi nivel ca mediul de cultură din recipientele inoculate. 

Inocularea şi cultivarea folosind volume mari de 
mediu 

Volume mari de culturi de E. coli se pot obţine folosind drept 
inocul pre-culturi cultivate peste noapte în volume mici (10 ml). Pentru 
inoculare se diluează pre-cultura 1:100 şi se introduce în baloane 
Erlenmeyer cu un volum de cinci ori mai mare decât al culturii propriu-
zise. Se incubează apoi peste noapte la temperatura de 37oC cu agitare 
(200 rpm). 

II.4 Monitorizarea creşterii bacteriei E. coli în 
mediile lichide 

Dezvoltarea unei populaţii bacteriene într-un mediu de cultură 
lichid presupune parcurgerea mai multor faze: lag (de întârziere), 
exponenţială (logaritmică), staţionară şi de declin (Figura 10). 

Faza de lag (de întârziere) presupune o adaptare a celulelor 
bacteriene la noul mediu de viaţă, fiind caracterizată prin absenţa creşterii. 
Durata fazei de lag poate fi scurtată atunci când bacteriile sunt transferate 
dintr-o cultură aflată în faza exponenţială într-un mediu identic. 
Consecutiv fazei de lag este faza exponenţială în care celulele bacteriene 
se divid, iar numărul lor creşte logartimic. Ca urmare a creşterii masive a 
numărului de celule, nutrienţii disponibili în mediul de cultură 
diminuează în paralel cu scăderea concentraţiei oxigenului dizolvat şi cu 
acumularea unor produşi toxici de metabolism. Cultura intră în faza 
staţionară caracterizată prin menţinerea unui număr relativ constant al 
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celulelor. La final apare moartea celulară, numărul celulelor scăzând pe 
parcursul fazei de declin. 

Evoluţia unei culturi bacteriene şi fazele creşterii pot fi urmărite 
prin determinarea numărului de celule folosind o serie de tehnici 
prezentate în cele ce urmează. 

 

 

FIGURA 10.  Curba de creştere a unei populaţii bacteriene în medii de cultură 
lichide 

Determinarea densităţii optice cu ajutorul 
spectrofotometrului 

O metodă simplă şi rapidă de apreciere a creşterii constă în măsu-
rarea turbidităţii unei culturi bacteriene cu ajutorul spectrofotometrului (1).  

Principiul metodei 

Creşterea numărului de celule determină o intensificare a 
turbidităţii culturii care poate fi înregistrată prin măsurarea cantităţii de 
lumină împrăştiată de cultură la o lungime de undă de 600 nm. Cu 
ajutorul spectrofotometrului se măsoară absorbanţa sau densitatea optică 
(DO). 
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Limitări: 

Turbiditatea culturii este determinată atât de celulele vii, cât şi de 
cele moarte, respectiv de alte particule prezente în mediul de cultură. 
Turbiditatea nu este influenţată numai de numărul, ci şi de forma, 
dimensiunea şi compoziţia celulelor. În plus celulele bacteriene îşi pot 
schimba forma şi dimensiunile în diferite faze ale creşterii şi în diferite 
medii de cultură. Toate aceste motive se pot constitui ca surse de erori la 
stabilirea numărului de celule dintr-o cultură bacteriană prin folosirea 
spectrofotometrului.  

Mod de lucru: 

Se aduce spectrofotometrul la 0 folosind mediu de cultură steril. 
Se măsoară densitatea optică a probelor la lungimea de undă de 600 nm: 
valorile DO finale ar trebui să varieze într-un interval optim cuprins între  
0,1 şi 1. În situaţia în care densitatea celulelor este prea mare (DO > 1), 
pentru măsurători precise este necesară diluarea probelor cu mediu steril, 
folosind o rată de diluţie zecimală (1/10) până când valorile DO se 
încadrează în intervalul optim. 

În general, se consideră că pentru fiecare 0,1 unităţi DO corespund  
1 x 108 celule/ml. însă este important de reţinut faptul că aceasta este doar 
o estimare (4),(1). Pentru a determina mai precis numărul de celule 
folosind spectrofotometrul este necesară construirea unei curbe standard 
utilizând alte metode de numărare a celulelor mai precise aşa cum sunt 
observarea folosind camera de numărare sau determinarea numărului de 
celule viabile prin cultivare în plăci Petri. După construirea curbei 
standard, DO a culturii poate fi determinată cu ajutorul 
spectrofotometrului iar numărul de celule poate fi citit de pe curbă. 
Deoarece diferitele specii şi tulpini bacteriene au celule cu forme şi 
dimensiuni diferite este necesară întocmirea de curbe standard pentru 
fiecare specie sau tulpină.  
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Determinarea densităţii optice cu ajutorul 
hemocitometrului 

Hemocitometrul sau orice alt tip de cameră de numărare poate fi 
utilizată pentru determinarea la microscop a densităţii celulare a unei 
culturi. Aceste dispozitive constau dintr-o lamă de sticlă prevăzută cu o 
reţea fină de grile gravate şi dintr-o lamelă care se aşează deasupra 
(Figura 11). Între cele două lame se delimitează un spaţiu cu un volum 
cunoscut în care pătrunde prin capilaritate lichidul cu microorganismele 
de numărat.  

În vederea numărării celulelor, se aşează mai întâi lamela pe lama 
de sticlă. Se adaugă pe fiecare parte a lamei de sticlă, sub lamelă, câte  
10 μl din proba nediluată sau diluată (în funcţie de densitatea celulară a 
culturii); datorită capilarităţii, lichidul este atras către suprafaţa de 
numărat pe măsură ce este adăugat încet pe margini. Se lasă apoi lama de 
sticlă în repaus câteva minute după care se numără la microscop celulele 
din 5 pătrate precum cele ilustrate în Figura 11. Pentru a determina 
numărul de celule bacteriene/ml se utilizează următoarea formulă: 

 
Număr celule bacteriene/ml= număr de celule numărate x diluţia (dacă se 

utilizează) x 50.000 
 
unde 50.000 = 10 (adâncimea de 0,1 mm) x 5.000 (5 pătrate 

numărate x 1.000 mm3), 1.000 mm3 =  1 ml 
 
Se recomandă ca în funcţie de modelul camerei de numărare 

utilizate să se citească înainte instrucţiunile de utilizare. 
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FIGURA 11. Cameră de numărat Bürker-Türk folosită pentru determinarea 
numărului de celule cu ajutorul microscopului 

Determinarea numărului de bacterii prin 
cultivare în plăci Petri 

O altă metodă comună de determinare a numărului de celule 
constă în însămânţarea mediului de cultură lichid pe medii de cultură 
solide aflate în plăci Petri, incubarea şi numărătoarea coloniilor 
dezvoltate(3). Această tehnică poate fi uşor realizată în orice laborator de 
microbiologie conferind avantajul determinării numărului de celule 
viabile din totalul celulelor (vii şi moarte) prezente în mediul de cultură. 

Principiul metodei 

Fiecare celulă bacteriană viabilă prezentă în mediul de cultură 
lichid formează o colonie, astfel încât numărul total de colonii dezvoltate 
pe placa Petri indică numărul de microorganisme conţinute în mediul 
iniţial, capabile să crească în condiţiile de cultivare folosite. 

Lamelă de sticlă 

Lamă de sticlă 

Reţea de grile 
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Limitări: 

Un dezavantaj major al acestei metode constă în presupunerea că 
fiecare colonie are la origine o celulă. În realitate această situaţie este 
rareori valabilă, deoarece mai multe celule se pot agrega, ducând la 
formarea unei singure colonii. Din acest motiv se recomandă diluarea 
probei, utilizarea unui volum mic de inocul şi etalarea cât mai corectă a 
acestuia pe suprafaţa mediului de cultură. Un alt dezavantaj este dat de 
timpul de incubare, de la momentul inoculării şi până la momentul 
numărării fiind necesare aproximativ 18-24 ore. În situaţia în care este 
necesar să se cunoască densitatea celulară a unei culturi bacteriene într-un 
timp mai scurt se recomandă utilizarea celorlalte tehnici de numărare 
prezentate anterior. 

Mod de lucru: 

1. efectuarea diluţiilor – proba de analizat este diluată în scopul 
obţinerii pe o placă Petri a unui număr de colonii cuprins între 30 şi 
300; în acest scop se utilizează o serie de diluţii zecimale (Figura 12); 

 

FIGURA  12. Tehnica efectuării diluţiilor zecimale 

0,1 μl 
0,1 μl 

0,1 μl 

10-3 10-4 10-5 

Cultură de  
E. coli în LB Fiecare eprubetă 

conţine 9 ml LB 
steril 

Etalare 

1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 



Biologie moleculară. Metode experimentale 54

2. Însămânţarea – din diluţiile efectuate se fac însămânţări, introducând 
volume mai mici de 0,1 ml din fiecare diluţie într-o placă cu mediu 
topit şi răcit la temperatura de 45oC; plăcile se rotesc uşor pentru 
distribuirea uniformă a inoculului în mediu; pentru fiecare diluţie se 
recomandă să se însămânţeze câte 2-3 plăci, făcându-se apoi media 
numărului de colonii dezvoltate; 

3. Incubarea – plăcile însămânţate se incubează la temperatura de 37oC; 

4. numărarea coloniilor – coloniile bacteriene se numără obişnuit după 
24 ore, cu ochiul liber sau cu ajutorul lupei; pentru determinarea 
numărului de celule/ml se utilizează formula: 

 

 
unde:  
UFC = unităţi formatoare de colonii (se foloseşte în 
loc de celule/ml); 
a = număr mediu al coloniilor dezvoltate după 
însămânţare; 
10n = diluţie folosită pentru însămânţare (cu semn 
schimbat); 
V = volum (în ml) de suspensie folosit la însămânţare 

 
Utilizarea acestei tehnici presupune realizarea cu atenţie a 

diluţiilor şi însămânţărilor astfel încât să se evite eventualele erori care 
pot apărea. Pentru siguranţă se recomandă numărarea coloniilor provenite 
prin însămânţarea şi incubarea a două diluţii diferite; valoarea finală 
obţinută în cele două situaţii ar trebui să indice concentraţii celulare 
similare. Rata de creştere a diverselor tulpini de E. coli este diferită, prin 
urmare timpul de incubare trebuie ajustat în funcţie de fiecare tulpină 
utilizată în cadrul experimentelor.  

II. 5 Păstrarea culturilor de E. coli 

Culturile de E. coli pot fi păstrate în laborator intervale variabile 
de timp, de la câteva zile până la perioade nedefinite. O importanţă 
deosebită trebuie însă acordată modalităţii de păstrare pe termen lung, în 

���
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special în cazurile în care tulpinile respective sunt recombinate genetic 
(1). Tulpinile de E. coli păstrate în plăci Petri sunt viabile până la 2 
săptămâni păstrate la temperatura de 4oC dacă plăcile au fost sigilate cu 
Parafilm. Nu se recomandă însă păstrarea culturilor în medii lichide mai 
mult decât este necesară atingerea unei densităţi celulare ridicate. În plus, 
în cazul acestor culturi, este important în multe situaţii ca celulele să nu 
atingă faza staţionară, deoarece poate fi afectată stabilitatea ADN-ului 
recombinat. 

Păstrarea culturilor un timp îndelungat în laborator se poate realiza 
prin congelare la temperatura de -80oC sau prin utilizarea unor containere 
speciale cu azot lichid.  

Păstrarea prin congelare la -80oC 

Materiale necesare: 

1. medii de cultură lichide complexe (bulion LB sau TB); 
2. tuburi de criostocare; 
3. glicerol 50% (v/v): 50 ml glicerol se dizolvă în 50 ml apă distilată 

şi se sterilizeză prin filtrare. 

Mod de lucru: 

1. cu o zi înainte de criostocare se inoculează tulpina de E. coli în 5 
sau 10 ml bulion LB sau TB în care se adaugă antibioticul 
corespunzător; 

2. se incubează la temperatura de 37oC cu agitare, peste noapte; 

3. în cultura dezvoltată se adaugă glicerol 50 % (v/v) în raport 1:1 
(concentraţie finală de glicerol este de 25%); glicerolul este o 
substanţă crioprotectoare care are rolul de a preveni leziunile 
celulare provocate de îngheţare; în locul glicerolului se poate 
utiliza şi o soluţie dimetilsufoxid 7% care oferă avantajul unei 
pipetări mai uşoare (2); 
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4. se agită bine amestecul şi se transferă în eprubete de criostocare 
(două sau mai multe microeprubete pentru tulpinile mai 
importante); 

5. se îngheaţă rapid eprubetele împreună cu conţinutul lor prin 
aşezare pe o baie cu gheaţă uscată/etanol sau prin utilizarea 
azotului lichid, după care se introduc în congelator la temperatura 
de -80oC; alternativ, eprubetele de criostocare pot fi introduse 
direct în congelator; 

6. stocurile de glicerol pot fi păstrate la temperatura de -80oC o 
perioadă nedefinită de timp. 

Pentru a re-activa tulpinile bacteriene, se scot eprubetele de 
criostocare din congelator şi, cu ajutorul unei anse, se prelevează din 
conţinutul acestora o parte care se inoculează pe un mediu de cultură 
proaspăt. Stocurile de glicerol se introduc imediat în congelator. Nu se 
recomandă dezgheţarea completă deoarece ciclurile îngheţ-dezgheţ 
succesive pot afecta semnificativ viabilitatea culturii. 
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III. PLASMIDE ŞI TULPINI DE 
ESCHERICHIA COLI UTILIZATE 

FRECVENT ÎN BIOLOGIA 
MOLECULARĂ 

 Câteva descoperiri din domeniul geneticii au condus la elaborarea 
unor tehnici de laborator care au permis cercetătorilor să analizeze şi să 
manipuleze moleculele de ADN într-o manieră fără precedent, realizând o 
adevărată revoluţie în toate domeniile biologiei. Organismele modificate 
genetic şi terapia genică sunt doar două dintre aplicaţiile ingineriei 
genetice– domeniu cu o dezvoltare deosebită ce nu ar fi fost posibilă fără 
implicarea microorganismelor.  
 Ingineria genetică îşi are începuturile în anii '60 (1), când a fost 
descoperită o nouă clasă de enzime bacteriene numite endonucleaze. 
Acestea au rolul de a recunoşte ADN-ul străin care pătrunde în celulă pe 
diverse căi şi de a-l inactiva prin clivare. Important este că mecanismul de 
clivare al moleculelor de ADN nu se realizează la întâmplare, ci are loc în 
locaţii precise dictate de o secvenţă specifică de 4-6 nucleotide. De la 
izolarea primei enzime de restricţie - HindIII în anul 1970 (2) şi până în 
prezent au fost descrise nu mai puţin de 4000 enzime de restricţie (3), 
fiecare clivând ADN-ul într-un situs specific unic. Cercetătorul are astfel 
posibilitatea de a utiliza aceste enzime pentru a cliva ADN-ul în mod 
specific asemenea unui foarfece molecular foarte precis.  
 Deoarece moleculele de ADN au aceleaşi proprietăţi indiferent 
dacă provin de la plante, animale, fungi sau microorganisme, fragmente 
din surse foarte variate pot fi unite pentru a forma o moleculă nouă. 
Astfel, nu cu mult timp după izolarea primelor enzime de restricţie, 
acestea au fost utilizate pentru obţinerea primei molecule de ADN 
recombinat creată de om (4),(5),(6). Obţinerea acesteia a implicat izolarea 
şi clivarea a două fragmente de ADN din două surse diferite, proceduri 
urmate de utilizarea ADN-ligazei pentru lipirea celor două fragmente şi 
obţinerea unei molecule noi (Figura13). 
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FIGURA 13. Obţinerea unei molecule ADN recombinate. 
Prin clivarea ADN-ului din două surse diferite cu aceeaşi enzimă de restricţie 
(HindIII) se formează capete coezive compatibile, ce facilitează procesul de ligare. 

 Un alt punct cheie în dezvoltarea ingineriei genetice este apariţia 
procesului de clonare. Deşi termenul este utilizat şi pentru a descrie 
producerea de celule sau organisme identice din punct de vedere genetic, 
în sensul său strict clonarea reprezintă producerea de copii identice ale 
unei molecule de ADN în număr foarte mare.  
 Procesul de clonare constă din 4 etape distincte (7) – Figura 14: 
1. izolarea fragmentelor de interes şi clivarea lor cu enzime de restricţie; 
2. ligarea celor două fragmente şi obţinerea moleculei recombinate; 
3. transfecţia (transformarea) celulelor (cel mai frecvent de Escherichia 
coli) cu noile molecule recombinate; 
4. selecţia celulelor ce au fost transformate cu succes şi care conţin noua 
moleculă de ADN recombinat.  
 Pentru a putea parcurge cele 4 etape în scopul clonării unei gene 
sunt necesare cel puţin două elemente:  

1. un vector reprezentat de o moleculă de ADN purtătoare capabilă 
să se autoreplice; secvenţa de clonat este inserată în interiorul 
vectorului şi se replică odată cu acesta; 

Sursa 1 Sursa 2 

HindIII HindIII 

Fragmentele se ''amestecă'' şi se ''lipesc'' cu ADN-ligaza 

Moleculă ADN 
recombinat 
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2. un organism gazdă în care vectorul urmează să se replice; cel mai 
frecvent utilizate fiind tulpinile de E. coli. 
 

 

FIGURA 14. Clonarea genelor.  
Fragmentele de ADN clivate cu ajutorul enzimelor de restricţie sunt inserate într-un 
vector clivat cu aceleaşi enzime. Molecula recombinată este introdusă în celula 
bacteriană unde se replică şi duce la multiplicarea numărului de copii. 

III.1 Vectori plasmidiali utilizaţi frecvent în 
ingineria genetică 

 Principalele caracteristici necesare unui vector pentru a se propaga 
în celulele de E. coli sunt: 
1. capacitatea de autoreplicare independentă de cromozomul bacterian; 

vectorul trebuie să conţină o origine de replicare compatibilă cu 
celula gazdă; pentru plasmidele replicabile în E. coli cel mai 
frecvent se foloseşte originea OriC; 
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Multiplicare 
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2. să prezinte dimensiuni mici pentru a putea fi simplu de izolat, 
manipulat şi transferat în celula gazdă; 

3. să conţină un marker selectabil pentru a putea diferenţia uşor 
celulele ce conţin vectorul de cele care nu îl conţin; cel mai frecvent 
acest marker este reprezentat de rezistenţa la antibiotice codificată 
de gene aflate pe plasmid; când celulele bacteriene sunt etalate pe 
medii de cultură care conţin antibiotice, doar celulele ce conţin 
plasmidul care codifică rezistenţa vor supravieţui, realizându-se 
astfel o selecţie;  

4. să conţină o singură copie dintr-un situs specific de restricţie.  
 

 Primii vectori plasmidiali utilizaţi au fost o serie de vectori simpli, 
ce conţineau o origine de replicare, o genă a unui marker selectabil şi 
câteva situsuri de restricţie amplasate aleator. Folosirea acestora în 
clonarea genelor a fost dificilă şi prin urmare au fost dezvoltaţi vectori de 
clonare specializaţi, care conţineau, pe lângă elementele amintite, şi o 
zonă redusă ca dimensiuni cu numeroase situsuri de restricţie foarte 
frecvent utilizate. Zona respectivă a primit numele de situs multiplu de 
clonare (engl.Multiple Cloning Site – MCS), ea uşurând mult procesul de 
clonare. 
 În vederea expresiei genelor clonate în E. coli sunt necesare alte 
tipuri de vectori denumiţi vectori de expresie. Aceştia trebuie să permită 
atât clonarea genelor cât şi expresia lor, motiv pentru care conţin 
suplimentar, pe lângă elementele enumerate la vectorii de clonare şi 
elemente necesare expresiei reprezentate prin: 
1. promotor puternic sub controlul căruia este pusă gena de interes, cel 

mai frecvent fiind utilizaţi promotorul bacteriofagului λ PL, 
promotorul trp-lac sau promotorul bacteriofagului T7; înainte de 
promotor se află MCS; 

2. operatorul specific promotorului utilizat; 
3. situs-ul de legare al ribozomului, (engl.Ribosome Binding Site –RBS); 
4. zona de semnalizare a sfârşitului transcripţiei.  

Situsul multiplu de clonare este amplasat întotdeauna după situs-
ul de legare al ribozomului, în aşa fel încât prin clonarea genei de interes 
aceasta să fie pusă sub controlul promotorului (Figura 15). Vectori de 
expresie mai pot conţine, de asemenea, şi alte sisteme de control strict al 
expresiei. De exemplu, în cazul sistemului de expresie care utilizează 
promotorul bacteriofagului T7, în plasmid este şi gena pentru lisozim din 
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fagul T7, un inhibitor al ARN-polimerazei T7 care elimină expresia 
constitutivă a acesteia.  

 
 
 
 

 
 

 

FIGURA 15. Vector plasmidial de expresie tipic 
RBS– situs-ul de legare a ribozomului; MCS– situs multiplu de clonare;  
ORI– origine de replicare 

Principalele caracteristici ale vectorilor 
plasmidiali utilizaţi în ingineria genetică 

Vectorul  pUC19c 

– vector de clonare de dimensiuni mici (2,7 kb). Un vector similar pUC18 
ce diferă de pUC19c doar prin secvenţa situsului de clonare; 
– secvenţa completă a plasmidului se găseşte în baza de date 
GeneBank/EMBL cu indicativul L09137; 
– număr mare de copii în celulă; 
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– conţine gena responsabilă de rezistenţa la ampicilină; 
– permit realizarea selecţiei alb/albastru prin complementare alfa folosind 
plăci cu Xgal; 
– comercializat de New England Biolabs; 
– harta situsurilor de restricţie este prezentată în Anexă, Figura A3. 

Vectorul pBlueScript II SK (+/-) 

– vector de clonare plasmidial a cărui origine de replicare provine de la un 
fag; 
– codifică rezistenţa la ampicilină; 
– comercializat de Stratagene; 
– harta situsurilor de restricţie este prezentată în Anexă, Figura A4. 

Vectorul pET-21a 

– vector de clonare şi expresie având dimensiunea de 5,4kb; 
– expresia proteinei se induce prin adăugarea în mediu a lactozei sau a 
unui derivat al acesteia (IPTG); 
– proteina produsă este recombinată având la capătul N terminal 6 resturi 
de histidină şi o coadă T7; resturile de histidină permit purificarea 
proteinei produse prin cromatografie de afinitate pentru metale, iar coada 
T7 permite purificarea proteinei prin tehnici imuno-cromatografice. 
– comercializat de Novagen; 
– harta situsurilor de restricţie este prezentată în Anexă, Figura A5. 
 

Vectorul pMAL-c5x 

– vector de clonare şi expresie; 
– proteina clonată este pusă sub controlul promotorului tac, expresia 
putând fi indusă prinadăugarea în mediu a lactozei sau a unui derivat al 
acesteia (IPTG); 
– proteina produsă este fuzionată cu MBP (engl.Maltose Binding 
Protein), proteină cu afinitate pentru maltoză din E. coli, oferind astfel o 
modalitate simplă de purificare prin cromatografie de afinitate 
– comercializat de NewEngland Biolabs; 
– harta situsurilor de restricţie este prezentată în Anexă, Figura A6. 
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III.2 Tulpini de Escherichia coli utilizate frecvent 
în ingineria genetică  

 Tehnicile de manipulare ale ADN-ului au folosit microorganismul 
Eschericia coli încă de la începutul utilizării lor, indiferent de domeniul în 
care au fost aplicate. Din acest motiv, de-a lungul timpului a apărut un 
număr mare de tulpini de E. coli derivate de la tulpina sălbatică, special 
selectate pentru a funcţiona ca celulă gazdă şi a realiza funcţii specifice, 
precum replicarea ADN-ului recombinat sau expresia de proteine. Aceste 
tulpini au fost în mod artificial modificate şi adaptate la condiţiile oferite 
de mediile de cultură folosite în laborator. Ele şi-au pierdut abilitatea de a 
coloniza intestinul gros, fiind în marea lor majoritate auxotrofe pentru 
diferiţi compuşi şi neputându-se dezvolta în afara laboratorului.  
 Majoritatea tulpinilor utilizate în laborator provin din două tulpini 
principale: E. coli K-12 şi E. coli B. Aceste două tulpini diferă în 
principal prin comportamentul lor faţă de ADN-ul exogen. Tulpina E. coli 
K-12 conţine sistemul de metilare-restricţie codificat de genele 
hsdRMS(EcoKI) şi va distruge ADN-ul care nu este metilat la adenina din 
secvenţa AA*C[N6]GTGC sau GCA*C[N6]GTT. ADN-ul izolat din 
această tulpina va fi în consecinţă metilat în aceste poziţii. Tulpina E. coli 
B conţine sistemul de metilare-restricţie codificat de genele 
hsdRMS(EcoBI) şi va distruge ADN-ul nemetilat la nivelul adeninei din 
secvenţele TGA*[N8]TGCT sau AGCA*[N8]TCA. 
 Plecând de la aceste două tulpini, cercetătorii au creat numeroase 
tulpini cu utilizare precisă, aducând modificări specifice la nivelul genelor 
cromozomiale sau introducând material genetic extra-cromozomial 
suplimentar. Pentru a putea caracteriza fiecare din aceste tulpini este 
necesară precizarea în mod explicit a modificărilor şi îmbunătăţirilor 
aduse la nivelul genomului. Pentru aceasta, se consideră că toate genele 
din celule sunt normale, exceptând pe cele care sunt în mod explicit 
precizate ca fiind mutante. Semnul Δ înainte unei gene indică lipsa genei 
respective (deleţie). Notaţiile standard pentru cele mai frecvente mutaţii şi 
manifestările lor fenotipice la tulpinile de E.coli cu utilizare în laborator 
sunt prezente în Tabelul 3. 
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TABEL 3. Notaţii standard pentru cele mai frecvente mutaţii şi manifestările lor 
fenotipice la tulpini de E. coli cu utilizare în  laborator 

Notare Manifestare fenotipică 

F- nu conţine plasmidul conjugativ F 

F+  conţine plasmidul conjugativ F; celulele pot realiza procesul 
de conjugare şi transfera plasmidul la celulele F- 

F'[ ]  conţine un plasmid conjugativ F în care au fost integrate 
gene cromozomiale; celulele pot realiza procesul de 
conjugare şi pot transfera plasmidul la celulele F-; genele 
cromozomiale integrate în plasmid sunt reprezentate între 
paranteze pătrate. 

rB/K+/- indică linia celulară; semnele +/- indică faptul că tulpina 
prezintă sau nu sisteme active de restricţie specifice pentru 
E. coli 

mB/K+/- indică linia celulară; semnele +/- indică faptul că tulpina 
prezintă sau nu sisteme de metilare active ale ADN-ului 
specifice pentru E. coli 

hsdS sisteme de metilare şi restricţie inactivate pentru anumite 
secvenţe; transferul ADN-ului izolat din această tulpină în 
tulpini sălbatice de E. coli va duce la degradarea acestuia 

hsdR indică transformarea eficientă cu ADN ne-metilat, obţinut 
de exemplu prin reacţia de amplificare in vitro (PCR) 

INV( ) inversare la nivel cromozomial între locaţiile indicate 

ahpC mutaţie la nivelul genei alchil-hidroperoxid reductazei ce 
conferă enzimei şi capacitatea de a reduce legăturile 
disulfidice  

ara-14 tulpina nu poate metaboliza arabinoza  

araD  mutaţie la nivelul genei pentru L-ribulozo-4-fosfat 
epimeraza ce blochează metabolismul arabinozei 

cycA mutaţie la nivelul sistemului de transport al alaninei; tulpina 
nu poate utiliza alanina ca sursă de carbon  

dapD mutaţie la nivelul genei care codifică succinil-
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Notare Manifestare fenotipică 

diaminopimelat-transferaza care conduce la inactivarea 
acesteia; tulpina are nevoie de acid succinic sau lizină şi 
metionină în mediu pentru a se dezvolta 

Δ( ) deleţia la nivel cromozomial a genelor cuprinse între 
poziţiile dintre paranteze  

dam metilarea adeninei din secvenţa GATC este activă; sistemul 
de reparaţie a ADN-ului este activ 

dcm metilarea carbonului din poziţia a doua în secvenţa 
CCWGG este activă; în general, cele doua proprietăţi, dam 
şi dcm, sunt prezente şi nu sunt precizate în mod explicit; 
lipsa lor este însă întotdeauna precizată sub forma notaţiilor 
dam- şi dcm- 

deoR expresia constitutivă a genelor responsabile de sinteza 
deoxiribozei; permite transformarea celulelor cu plasmide 
de dimensiuni mari (8) 

dut1 activitatea dUTP-azică este inactivată, ducând la creşterea 
concentraţiei de dUTP şi încorporarea U în loc de T în ADN 

endA 1 endonucleaza I este inactivată, ceea ce permite o mai uşoară 
izolare a ADN-ului 

galE mutaţie asociată, în general, cu o competenţă crescută şi 
rezistenţă la 2-deoxi-galactoză (9) 

galk tulpina nu poate metaboliza galactoza şi este rezistentă la  
2-deoxi-galactoza 

galU tulpina nu poate metaboliza galactoza 

gor mutaţie la nivelul glutation-reductazei; îmbunătăţeşte 
formarea legăturilor disulfidice  

gyrA96 mutaţie la nivelul genei ce codifică ADN giraza; rezistenţă 
la acid nalidixic 

gyrA462 mutaţie la nivelul genei ce codifica ADN giraza; rezistenţă 
la toxina colicina ccdB 

Δ(lac)X74 deleţia întregului operon lac şi a zonelor adiacente (10) 
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Notare Manifestare fenotipică 

lacIq 
sau 
lacIQ 

supraproducţia proteinei represor lac; regiunea -35 în 
promotorul din faţa lacI este modificată din GCGCAA în 
GTGCAA 

lacIQ1 supraproducţia proteinei represor lac; conţine o deleţie de 15 
pb pentru a crea o regiune -35 optimă în promotorul din faţa 
lacI 

lacY tulpina este deficientă în transportul şi metabolizarea 
lactozei datorită deleţiei genei pentru lactoz-permează 

lacZΔM15 deleţia parţială a genei lacZ, ceea ce permite  alfa 
complementarea genei pentru β-galactozidază; necesară 
pentru realizarea selecţiei alb/albastru pe baza fenomenului 
de complementare alfa folosind plăci cu Xgal 

leuB necesită leucină în mediu pentru dezvoltare 

Δlon deleţia proteazei lon 

malA  tulpina nu poate metaboliza maltoza 

mcrA mutaţie ce elimină sistemul de restricţie a ADN-ului metilat 
la nivelul secvenţei CmCGG 

mcrB mutaţie ce elimină sistemul de restricţie a ADN-ului metilat 
la nivelul secvenţei RmC 

metB necesită metionină în mediu pentru dezvoltare 

metC necesită metionină în mediu pentru dezvoltare  

mrr mutaţie ce elimină sistemul de restricţie al ADN-ului metilat 
la nivelul secvenţei CmAG sau GmAC 

mtlA nu poate metaboliza manitolul 

mutS mutaţie ce inhibă procesul de reparaţie al ADN-ului 

nupG vezi deoR 

ompT mutaţie la nivelul genei ce codifică proteaza extracelulară 
VII, reducând astfel proteoliza proteinelor supraexprimate 

(P1) conţine profagul P1; tulpina exprimă sistemul de restricţie 
P1 
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Notare Manifestare fenotipică 

(P2)  conţine profagul P2 

PlysS conţine plasmidul pLysS ce codifică rezistenţa la 
cloramfenicol şi atenuează activitatea T7 RNA-polimerazei 

proA/B necesită prolină în mediu pentru creştere şi dezvoltare 

recA1 tulpină sensibilă la radiaţii UV; sistemul de reparaţie al 
ADN-ului este deficitar 

recBCD mutaţii la nivelul exonucleazei V; mutaţia la nivelul genelor 
RecB sau RecC ce reduce frecvenţa proceselor 
recombinatorii de 100 de ori; tulpină sensibilă la radiaţii 
UV; sistemul de reparaţie al ADN-ului este deficitar 

relA  fenotip relaxat, sinteza ARN-ului este permisă în lipsa 
sintezei proteice  

rha metabolismul ramnozei este blocat  

rnc conţine ribonuclează III 

rne codifică ribonuclează E  

rpsL mutaţie la nivelul proteinei ribozomale S12 ce duce la 
rezistenţă pentru streptomicină  

sr1 metabolismul sorbitolului este blocat 

supE glnV 

supF tyrT 

thi necesită tiamină în mediu pentru creştere şi dezvoltare  

thyA necesită timină în mediu pentru creştere şi dezvoltare 

Tn10 conţine transpozonul 10 ce codifică în mod normal şi 
rezistenţa la tetraciclină  

Tn5 conţine transpozonul 5 ce codifică în mod normal şi 
rezistenţa la kanamicină 

tonA mutaţie le nivelul unei proteine din membrana externă ce 
conferă rezistenţă la fagii T1 şi T5 

traD mutaţie ce inactivează factorul de transfer, celulele nu pot 
iniţia sau accepta transferul plamidului F 
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Notare Manifestare fenotipică 

trxB mutaţie la nivelul tioredoxin reductazei, îmbunătăţeşte 
formarea punţilor disulfidice în citoplasmă 

tsx mutaţie le nivelul unei proteine din membrana externă ce 
conferă rezistenţă la T6 şi la colicina K 

ung1 permite încorporarea uracilului în ADN-ul plasmidial  

xyl-5 metabolismul xilozei este blocat  

SmR rezistenţă la streptomicină 

 
 În cele ce urmează sunt prezentate succint principalele tulpini de  
E. coli utilizate în laborator alături de genotipul acestora şi utilizările 
specifice. 
 
Tulpina E. coli BL21 
–F-dcm ompT hsdS(rB- mB-) gal [malB+]K-12(λS); 
– regiunea "malB" a fost transferată de la tulpina K-12 (11). 
 
TulpinaE. coli BL21(DE3) 

– F-ompT gal dcm lon hsdSB(rB-mB-) λ(DE3 [lacI lacUV5-T7 gene1 ind1 
sam7 nin5]); 
– tulpină derivată din E. coli B ce conţine DE3 – un λ profag cu genele 
pentru ARN polimeraza T7 şi lacIq; 
– utilizată în special drept gazdă pentru expresia de proteine recombinate 
clonate în vectori plasmidiali specifici şi puse sub controlul promotorului 
bacteriofagului T7; prin adăugarea în mediul de cultură a lactozei sau a 
unui compus similar cu aceasta (de exemplu IPTG), ARN polimeraza T7 
este activată şi va duce la transcripţia genelor aflate sub controlul 
promotorului bacteriofagului T7, supraexprimandu-le (12); 
– întregul genom al acestei tulpini a fost secvenţiat (13). 
 
Tulpina E. coli BL21 (DE3) pLysS 

– F-ompT gal dcm lon hsdSB(rB-mB-) λ(DE3) pLysS(cmR); 
– este identică cu tulpina E. coli BL21(DE3), dar conţine suplimentar 
plasmidul pLysS; 
– plasmidul pLysS conferă tulpinii rezistenţă la cloramfenicol şi de 
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asemenea conţine gena pentru lizozim din fagul T7, un inhibitor al ARN-
polimerazei T7; acesta elimină expresia constitutivă a ARN-polimerazei 
T7, aspect extrem de util în clonarea genelor toxice pentru E. coli; 
– nu poate fi utilizată drept gazdă pentru propagarea vectorilor, deoarece 
plasmidul deja existent interferă cu izolarea acestora. 
 
TulpinaE. coliDH1 

–endA1 recA1 gyrA96 thi-1 glnV44 relA1 hsdR17(rK-mK+) λ-; 
– derivată din tulpina Hoffman-Berling 1100; 
– permite transformarea eficientă a plasmidelor de dimensiuni mari (40-
60 kb); 
– rezistentă la acid nalidixic (14). 
 
Tulpina E. coliDH5α 

– F-endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG Φ80dlacZΔM15 

Δ(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK-mK+), λ-; 
– derivată din tulpina E. coliDH1; 
– rezistentă la acid nalidixic; 
– una dintre cele mai utilizate gazde pentru vectori. 
 
Tulpina E. coliRosetta(DE3)pLysS 

–F-ompT hsdSB(RB-mB-) gal dcm λ(DE3 [lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 

sam7 nin5]) pLysSRARE (CamR); 
– tulpină derivată din E. coli B ce conţine DE3, un λ profag cu genele 

pentru ARN-polimeraza T7 şi lacIq; 
– utilizată în special drept gazdă pentru expresia de proteine recombinate 
clonate în vectori plasmidiali specifici şi puse sub controlul promotorului 
bacteriofagului T7; prin adăugarea în mediul de cultură a lactozei sau a 
unui compus similar cu aceasta (de exemplu IPTG), ARN polimeraza T7 
este activată şi va duce la transcripţia genelor aflate sub controlul 
promotorului bacteriofagului T7, supra-exprimandu-le (12); 
– rezistentă la cloramfenicol; 
– conţine plasmidul pLysSRARE; acesta permite utilizarea în E. coli a 
codonilor rari AGG, AGA, AUA, CUA, CCC şi GGA, deoarece codifică  
genele ARNt pentru argU, argW, ileX, glyT, leuW, proL, metT, thrT, tyrU, 
şi thrU; 
– plasmidul pLysSRARE conţine, de asemenea, gena pentru lizozim din 
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fagul T7, un inhibitor al ARN-polimerazei T7; aceasta elimină expresia 
constitutivă a ARN-polimerazei T7, comportarea fiind extrem de utilă în 
clonarea genelor toxice pentru E. coli;  
– utilă pentru supraexprimarea unor gene ce conţin codoni rari pentru E. 
coli, cum ar fi gene din eucariote de exemplu; 
– nu poate fi utilizată drept gazdă pentru propagarea vectorilor, deoarece 
plasmidul deja existent interferă cu izolarea acestora. 
 
Tulpina E. coli XL1-Blue (Stratagene) 

–endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recA1 relA1 lac glnV44 F'[::Tn10 

proAB+lacIqΔ(lacZ)M15] hsdR17(rK-mK+); 
– rezistentă la acid nalidixic şi la tetraciclină; 
– folosită drept gazdă pentru propagarea şi izolarea plasmidelor, dar şi 
pentru expresia de proteine. 
 
Tulpina E. coliXL2-Blue (Stratagene) 

– endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recA1 relA1 lac glnV44 F'[::Tn10 

proAB+lacIqΔ(lacZ)M15 Amy CmR] hsdR17(rK-mK+); 
– rezistentă la acid nalidixic şi la tetraciclină; 
– rezistentă la cloramfenicol în concentraţii mai mici de 40 mg/ml; 
– sensibilă la cloramfenicol în concentraţii mai mari de 100 mg/ml; 
– folosită drept gazdă pentru propagarea şi izolarea plasmidelor, dar şi 
pentru expresia de proteine. 
 
Tulpina XL1-Red (Stratagene) 

– F- endA1 gyrA96(nalR) thi-1 relA1 lac glnV44 hsdR17(rK-mK+) mutS 
mutT mutD5 Tn10; 

– rezistentă la acid nalidixic şi la tetraciclină; 
– tulpină ce acumulează foarte frecvent mutaţii; ADN–ul transferat este 
foarte instabil.  
 
Tulpina XL10-Gold (Stratagene) 
–endA1 glnV44 recA1 thi-1 gyrA96 relA1 lac Hte Δ(mcrA)183 Δ(mcrCB-

hsdSMR-mrr)173 tetRF'[proAB lacIqZΔM15 Tn10(TetRAmy CmR)]; 
– rezistentă la acid nalidixic, tetraciclină şi cloramfenicol; 
–  fenotipul hte permite transformarea cu plasmide de dimensiuni foarte 
mari.  
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IV. METODE ŞI TEHNICI FOLOSITE 
PENTRU IZOLAREA ŞI 

PURIFICAREA ADN-ULUI 

 Capacitatea de a izola molecule de acizi nucleici din diverse surse 
reprezintă un punct de plecare pentru dezvoltarea unor experimente foarte 
variate precum digestia cu enzime de restricţie, amplificarea in vitro, 
secvenţierea, clonarea de fragmente sau dezvoltarea unor biblioteci de 
secvenţe. Din aceste motive protocoalele care au în vedere purificarea 
acizilor nucleici au devenit deosebit de comune în laboratoarele de 
cercetare.  
 Purificarea ADN-ului din ţesuturi şi celule presupune parcurgerea 
a cel puţin două etape mai mult sau mai puţin separate: 

1. liza celulelor în scopul eliberării acizilor nucleici; 
2. separarea acizilor nucleici de moleculele contaminante. 

 Liza celulelor şi ţesuturilor se realizează prin acţiunea combinată 
a detergenţilor, enzimelor litice, agenţilor chimici sau fizici.  
 Detergenţii au capacitatea de a solubiliza membranele celulare, 
ducând la eliberarea conţinutului celular. Cel mai frecvent utilizaţi sunt 
SDS (dodecil sulfat de sodiu sau lauril sulfat de sodiu), Triton X-100 şi 
CTAB (bromură de cetil trimetil amoniu). CTAB poate precipita ADN-ul 
genomic şi are de asemenea avantajul că elimină polizaharidele din 
extractele vegetale şi bacteriene (1).  

Enzimele litice sunt, în general, adăugate într-o soluţie tampon de 
liză ce conţine detergenţi. Lizozimul este utilizat pentru liza bacteriilor 
Gram pozitive. Zimolaza şi murienaza sunt utilizate pentru producerea de 
protoplaşti din drojdii. Proteinaza K lizează glicoproteinele şi inactivează 
parţial nucleazele.  

Agenţii denaturanţi precum ureea sau sărurile de guanidină pot fi 
utilizaţi între anumite concentraţii pentru liza celulelor fără a afecta 
moleculele de ADN. În cazul celulelor cu pereţi celulari duri se apelează 
la procedeul de sonicare. 

Mojararea în azot lichid sau măcinarea cu ajutorul morilor cu bile 
sunt câteva dintre metodele mecanice ce pot fi utilizate pentru liza 
învelişului celular dur. 
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 Separarea acizilor nucleici de moleculele contaminante implică 
două etape: 

–separarea acizilor nucleici de moleculele de alta natură 
(proteine, lipide, glucide, compuşi fenolici); 

– separarea moleculelor de acizi nucleici de interes de celelate 
molecule de aceeaşi natură. 
Separarea acizilor nucleici de moleculele de alta natură se poate 

realiza prin:  
1. precipitare selectivă a proteinelor şi polizaharidelor prin salting-

out, metodă utilizată în special în purificarea ADN-ului 
plasmidial; 

2. precipitare cu agenţi chaotropici şi extracţie cu solvenţi organici – 
cea mai utilizată metodă pentru izolarea ADN-ului genomic din 
diverse specii; 

3. metode ce utilizează răşini de siliciu – acizii nucleici au 
capacitatea de a se lega de răşinile de siliciu prin intermediul 
interacţiilor hidrofobe; tăria acestor legături creşte în condiţii 
denaturate (de exemplu în prezenţa clorurii de guanidină) (2), iar 
eliminarea agenţilor denaturanţi duce la dispariţia legăturilor şi 
recuperarea acizilor nucleici; 

4. metode ce utilizează schimbătorii de ioni – datorită sarcinii 
negative de -1/nucleotidă (respectiv -2/pereche nucleotide) acizii 
nucleici se leagă puternic de suporturile cromatografice încărcate 
pozitiv. După spălări repetate cu soluţii de concentraţii reduse în 
săruri pentru eliminarea contaminanţilor, moleculele de acizi 
nucleici sunt eluate cu soluţii tampon cu concentraţii mari de 
săruri; 

5. metode bazate pe hidroxiapatită – acizii nucleici au capacitatea de 
a se lega de fosfatul de calciu cristalin prin interacţiunea dintre 
ionii Ca2+ şi resturile fosfat din structura nucleotidelor. 

 
 Separarea moleculelor de acizi nucleici de interes de celelalte 
molecule de aceeaşi natură se relizează prin diferite proceduri: 

1. pentru izolarea ADN dintr-un amestec ce conţine ADN şi ARN se 
utilizează tratamente cu RN-aze; 

2. pentru izolarea ARN-ului dintr-un amestec ce conţine ADN şi 
ARN se utilizează tratamente cu DN-aze; 

3. pentru izolarea ADN-ului plasmidial de ADN-ul genomic se 
utilizează proprietatea plasmidelor de a se renatura mult mai rapid 
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decât ADN-ul genomic; cele mai utilizate metode sunt liza 
alcalină (3) sau liza prin fierbere (4); o altă metodă mai puţin 
utilizată pentru separarea ADN-ului plasmidial este centrifugarea 
în gradient de CsCl; 

4. pentru izolarea ADN-ului de o anumită dimensiune se utilizează 
electroforeza în geluri de agaroză sau poliacrilamidă. 

 Dezvoltarea diverselor tehnici de manipulare in vitro a acizilor 
nucleici a condus la necesitatea ca, pe lângă sursele tradiţionale de izolare 
precum celule sau ţesuturi bacteriene, fungice, vegetale sau animale să se 
dezvolte protocoale de izolare şi purificare a acizilor nucleici din soluţiile 
apoase rezultate în urma reacţiilor de amplificare in vitro, digestie 
enzimatică, fosforilare sau defosforilare, marcare radioactivă etc. În 
general, aceste din urmă tehnici utilizează filtrarea prin gel sau membrane 
de siliciu (5).  
 În ultima perioadă se poate constata diminuarea frecvenţei 
utilizării metodelor tradiţionale de izolare a acizilor nucleici în favoarea 
folosirii diverselor truse (kit-uri) specifice. Acestea conţin toate 
materialele necesare pentru a izola acizii nucleici de un anumit tip şi au 
avantajul rapidităţii de realizare a experimentului. Vom încerca pe cât 
posibil ca la fiecare din metodele de izolare a ADN-ului prezentate în 
continuare să precizăm atât trusele ce pot fi utilizate cât şi firmele ce le 
furnizează. 

IV.1 Izolarea ADN-ului plasmidial 

 Pentru izolarea ADN-ului plasmidial trebuie depăşită o problemă 
destul de dificilă reprezentată de separarea plasmidelor de alte molecule 
de aceeaşi natură (ADN-cromozomial). Radloff (6) a reuşit să izoleze 
pentru prima dată ADN-plasmidial folosind o metodă care se bazează pe 
absorbţia diferenţiată a bromurii de etidiu. De atunci au fost descrise 
diverse alte metode, ce se bazează pe gel-filtrare, cromatografie cu 
schimbători de ioni sau precipitare diferenţiată (7). Dintre acestea, cele 
mai utilizate metode, datorită simplităţii şi randamentului mare, sunt cele 
ce folosesc precipitarea diferenţiată. Aceste metode se bazează pe 
proprietatea ADN-ului plasmidial de a se renatura mult mai rapid decât 
ADN-ul genomic, acesta din urmă fiind precipitat împreună cu 
moleculele proteice. Două metode de izolare a ADN-ului plasmidial au 
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devenit clasice în biologia moleculară: liza alcalină (3) şi liza prin fierbere 
(4). Acestea se pot utiliza numai pentru plasmidele de dimensiuni mici 
(până la 10 kb), pentru cei de dimensiuni mari utilizându-se metode mai 
puţin invazive, precum centrifugarea în gradient de CsCl (8). Sambrook 
(7) descrie un număr foarte variat de protocoale pentru prepararea ADN-
ului plasmidial, protocoale ce se pot adapta uşor condiţiilor şi dotării 
existente în orice laborator.  
 
Truse (kit-uri) comerciale disponibile pentru prepararea ADN-ului 
plasmidial: 

► QIAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen; 
► Strataprep Plasmid Miniprep Kit, Stratagene; 
► Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit, Biorad; 
► Illustra plasmidPrep Mini Spin Kit, Amersham Biosciences. 

Izolarea ADN-ului plasmidial folosind metoda 
lizei alcaline 

 Metoda a fost descrisă pentru prima data de Birnboim şi Doly, 
(1979) (3) şi constă în două etape distincte, liza celulară şi precipitarea 
selectivă a ADN-ului plasmidial, urmate de precipitarea ADN-ului cu 
solvenţi organici. 
 Prima etapă, cea de liză celulară şi precipitare selectivă a ADN-lui 
plasmidial se bazează pe faptul că plasmidele au dimensiuni mici şi sunt 
puternic supra-spiralizat, pe când ADN-ul genomic are dimensiuni mari şi 
este mai puţin răsucit. Această diferenţă de topologie permite precipitarea 
selectivă a ADN-ului genomic împreună cu proteinele, ADN-ul plasmidial 
şi ARN-ul rămânând în soluţie. 
 Celulele sunt lizate în condiţii de alcalinitate, iar ADN-ul şi 
proteinele se denaturează. Soluţia este apoi neutralizată prin adăugare de 
acetat de potasiu, creându-se astfel condiţii în care proteinele şi ADN-ul 
cromozomial nu se pot renatura şi precipită. ADN-ul plasmidial, datorită 
dimensiunilor mici se poate renatura şi rămâne solubil. Prin centrifugare 
se separă precipitatul, alcătuit din proteine şi ADN cromozomial, de 
sepernatantul care conţine ADN plasmidial. 
  
 



Izolarea şi purificarea ADN-ului 

 

77 

Precipitarea cu solvenţi organici 
Din supernatantul rezultat, ADN-ul este precipitat în vederea 

eliminării compuşilor micromoleculari cu ajutorul unor solvenţi organici 
cum ar fi izopropanol (concentraţie finală 40-50%) sau etanol (75-80%) 
(8). Solvenţii organici au proprietatea de a induce, în prezenţa unor 
concentraţii mari de cationi monovalenţi (0,1-0,5 M), o serie de 
modificări structurale la nivelul moleculelor de acizi nucleici, 
determinând agregarea şi precipitarea acestora. Deoarece majoritatea 
sărurilor şi compuşilor micromoleculari sunt solubili în etanol 70%, 
această etapă asigură şi eliminarea moleculelor de acest tip. Izopropanolul 
are avantajul că poate fi utilizat în volume mici, însă prezintă şi 
dezavantajul că sărurile au o solubilitate mai mică în acest alcool, 
precipitând odată cu ADN-ul (1). 
 Un aspect foarte important în realizarea etapei de precipitare cu 
solvenţi organici a ADN-ului îl reprezintă concentraţia de sare, deoarece 
cationii din structura sărurilor intervin în mod direct în proces. Cationii 
ecranează grupările fosfat, elimină forţele de respingere şi permit astfel 
împachetarea strânsă a moleculelor şi ca urmare precipitarea. În general, 
pentru precipitarea ADN-ului, se preferă acetatul de amoniu deoarece este 
volatil şi prin urmare uşor de eliminat (5).  
 Pentru precipitare se pot utiliza şi alţi compuşi precum: 

1. PEG (polietilen-glicol) – are dezavantajul de a fi deosebit de greu 
de eliminat din reacţie, iar precipitarea nu se poate realiza decât cu 
soluţii în care ADN-ul are o concentraţie mai mare de 10 mg/ml(9); 

2. TCA (acid tricloracetic) – precipită molecule de dimensiuni mici 
dar acizii nucleici recuperaţi nu sunt funcţionali(5). 

Principiul metodei 

 Celulele bacteriene sunt lizate prin acţiunea NaOH (denaturează 
ADN-ul) şi SDS-ului (denaturează proteinele) în vederea eliberării 
conţinutului celular. Soluţia obţinută este neutralizată rapid, ceea ce face 
ca ADN-ul cromozomial, proteinele şi SDS-ul să precipite. Componentele 
insolubile sunt eliminate prin centrifugare. Datorită dimensiunilor mici 
ADN-ul plasmidial se renaturează şi îşi păstrează solubilitatea, fiind astfel 
separat de componentele celulare. ADN-ul plasmidial este recuperat din 
supernatant prin precipitare cu etanol. 
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Avantaje: 

1. separarea moleculelor de ADN dublu catenar închise, cu 
dimensiuni mai mici de 10 kDa; pentru plasmidele de dimensiuni 
mai mari se recomandă utilizarea altor metode de liză (8); 

2. uşor de scalat între volume de 1 ml (mini-prep) şi 1 L (maxi-prep) 
mediu de cultură, permiţând obţinerea unor cantităţi mari de 
ADN-plasmidial; 

3. timpul de lucru este de sub o oră pentru 12 probe, fiind o metodă 
mai rapidă decât metoda prin fierbere, dar mai lentă decât metoda 
care foloseşte litiu (10); 

4. randamentul de recuperare tipic este de 3-5 μg ADN/ml mediu de 
cultură, folosind plasmizi ce se replică în număr mare (precum 
Xf3 sau pUC); cantitatea de ADN-plasmidial rezultată depinde de 
numărul de copii în care plasmidul există în celulă; pentru 
creşterea randamentului recuperării este recomandat să se utilizeze 
medii de cultură îmbogăţite (de exemplu Terrific Broth, TB) sau să 
se efectueze un tratament cu cloramfenicol a culturilor bacteriene; 
cloramfenicolul are capacitatea de a inhiba sinteza de proteine 
ceea ce conduce la oprirea diviziunii celulare, dar nu afectează 
multiplicarea plasmidelor (8); deşi acest tratament nu mai este 
necesar pentru vectorii plasmidiali moderni, el este totuşi utilizat 
în ideea reducerii balastului proteic.  

Limitări: 

1. expunerea prelungită la valori mari de pH poate duce la 
denaturarea ireversibilă (11) sau chiar ruperea catenelor ADN-ului 
plasmidial (12); 

2. calitatea preparatului depinde de tulpina ce conţine plasmidul, cele 
mai bune rezultate obţinându-se cu tulpini cu activitate redusă a 
endonucleazei A care produc puţine poliglucide (C600, DH1, 
LE392). 
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Materiale necesare: 

1. mediu Luria-Bertani (LB) – 10 g NaCl, 5 g extract de drojdii şi  
10 g peptonă se dizolvă în 800 ml apă, se corectează pH-ul la 7 şi 
se autoclavează; mediul steril este stabil la temperatura camerei 
timp nelimitat;  

2. soluţie glucoză-Tris-EDTA (GTE) – glucoză 50 mM, Tris 25 mM, 
EDTA 10 mM, pH 8; soluţia nesterilă nu este stabilă la 
temperatura camerei; dacă se prepară cantităţi mai mari, soluţia se 
repartizează în flacoane de 100 ml, se sterilizeză şi se păstrează la 
temperatura de 4oC; 

3. soluţie Tris-HC1 1 M, pH 8,0; soluţia se filtrează şi se 
autoclavează; 

4. soluţie EDTA 0,5M – se cântăreşte cantitatea de EDTA şi se 
dizolvă în aproximativ 70% din volumul de apă; se adaugă NaOH 
solid până când soluţia se clarifică, după care se verifică pH-ul; 
dacă este necesar se adaugă NaOH până când pH-ul se situează în 
intervalul  
7-8 după care soluţia se filtrează şi se autoclavează; se păstrează la 
frigider; 

5. soluţie tampon TrisCl-EDTA (TE) – 10 mM TrisCl, 1 mM EDTA, 
pH 8; pentru prepararea a 100 ml, într-un cilindru gradat de  
100 ml se introduc 1 ml Tris-HCl 1 M pH 8,0, 0,2 ml EDTA 0,5 M 
şi se completează la semn cu apă distilată; 

6. soluţie NaOH/SDS – SDS 1% în NaOH 0,2 N,  
7. Acetat de potasiu 3 M – se prepară prin combinarea a 60 ml acetat 

de potasiu 5 M, 11,5 ml acid acetic concentrat, 28,5 ml apă 
distilată; 

8. etanol 95% şi 70%; 
9. microeprubete de 1,5 ml; 
10. microcentrifugă; 
11. facultativ: RN-ază 10 mg/ml (enzima trebuie să fie lipsită de 

activitate DN-azică), concentrator cu vacuum centrifugal 
(SpeedVac concentrator, Eppendorf). 
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Mod de lucru: 

1. 5 ml mediu LB steril conţinând antibioticul corespunzător se 
inoculează cu o colonie bacteriană purtătoare a plasmidului de 
interes. Cultura se incubează în vederea creşterii bacteriei până la 
atingerea fazei staţionare, urmând protocolul specific pentru 
microorganismul cu care se lucrează (pentru E. coli, 37oC, 190 rpm, 
peste noapte, într-un agitator termostatat).  

2. 1,5 ml cultură bacteriană se centrifughează timp de 20 secunde la 
13000 rpm în vederea recuperării celulelor. Supernatantul reprezentat 
de mediul de cultură clar se aruncă. Centrifugarea se poate realiza la 
temperatura camerei sau la temperatura de 4oC. 

3. Depozitul se resuspendă în 100 μl soluţie GTE şi se incubează timp de  
5 minute la temperatura camerei. Dacă depozitul nu este complet 
resuspendat şi dislocat (sunt vizibile fragmente în masa lichidului), 
randamentul izolării scade foarte mult. 

4. Se adaugă 200 μl soluţie NaOH/SDS, se amestecă prin răsturnarea 
microeprubetei şi se incubează pe gheaţă timp de 5 minute. Lizatul 
obţinut trebuie să fie clar.  

5. Peste lizat se adaugă 150 μl soluţie acetat de potasiu şi se agită imediat 
prin răsturnarea microeprubetei. Pentru precipitare completă se 
menţine microeprubeta pe gheaţă timp de 5 minute. 

6. Precipitatul este colectat pe fundul eprubetei prin centrifugare timp de  
3 minute la 13.000rpm. 

7. Supernatantul este transferat într-o microeprubetă nouă, se adaugă  
0,8 ml etanol 95% şi se incubează timp de 2 minute la temperatura 
camerei pentru precipitarea acizilor nucleici.  

8. ADN-ul şi ARN-ul sunt recuperaţi prin centrifugare timp de 1 minut la  
13.000rpm  

9. Supernatantul este înlăturat, iar depozitul este resuspendat în etanol 
70%. Acizii nucleici sunt recuperaţi prin centrifugare timp de 1 minut 
la  
13.000rpm. Această etapă de spălare are rolul de a elimina sărurile 
precipitate în prima etapă.  
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10. Precipitatul este apoi uscat la temperatura camerei sau folosind 
SpeedVac-ul. Dacă uscarea nu este completă, etanolul va interfera cu 
enzimele de restricţie şi polimerazele. 

11. Depozitul se resuspendă în apă dacă se utilizează imediat sau în 
tampon TE, dacă se doreşte păstrarea ADN-lui.  

 În cazul în care preparatul este contaminat cu RNA se adaugă 1 μl 
soluţie RN-ază, 10 mg/ml.  
 5 μl din preparatul obţinut pot fi utilizaţi pentru efectuarea 
reacţiilor de clivare cu enzime de restricţie. 
 

Metoda poate fi scalată pentru volume de până la 1 L mediu de 
cultură prin mărirea corespunzătoare a volumului componenţilor utilizaţi. 
Metode ce descriu producerea de ADN plasmidial din volume mari de 
cultură sunt de asemenea descrise în literatura de specialitate (8). 

Izolarea ADN-ului plasmidial utilizând metoda 
lizei prin fierbere 

 Metoda a fost descrisă şi utilizată pentru prima dată de Holmes (4) 
şi constă, ca şi metoda descrisă anterior, dintr-o etapă de liză şi denaturare 
a componentelor celulare, realizată prin acţiunea căldurii, o etapă de 
precipitare diferenţiată a componentelor celulare şi o etapă de recuperare 
a ADN-ului plasmidial.  

Principiul metodei 

Celulele bacteriene conţinând plasmidul de interes sunt lizate prin 
acţiunea lizozimului şi a căldurii. Temperatura ridicată realizează, în plus, 
denaturarea proteinelor şi acizilor nucleici. Prin răcirea lizatului, 
moleculele de dimensiuni mari (proteine şi ADN cromozomial) nu se pot 
renatura şi devin insolubile, precipitând. După eliminarea precipitatului 
prin centrifugare, ADN-ul plasmidial renaturat, solubil, este recuperat prin 
precipitare cu etanol. 
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Avantaje: 

1. metoda este foarte asemănătoare cu cea care foloseşte liza 
alcalină, având aceleaşi avantaje şi aplicaţii; 

2. este mai simplă şi mai economică decât metoda prin liză alcalină, 
necesitând mai puţini reactivi. 

Limitări: 

1. cantitatea de ADN obţinut este, în general, mai mică prin 
comparaţie cu metoda care foloseşte liza alcalină; 

2. calitatea preparatului depinde de tulpina ce conţine plasmidul; 
tulpinile derivate de la HB101 sau TG1 au un conţinut ridicat de 
poliglucide şi de aceea este indicată utilizarea metodei prin liză 
alcalină(1); 

3. observaţiile privind cantitatea de ADN recuperată în cazul lizei 
alcaline sunt valabile şi în cazul lizei prin fierbere. 

Materiale necesare: 

1. mediu LB – 10 g NaCl, 5 g extract de drojdii şi 10 g peptonă se 
dizolvă în 1000 ml apă, se corectează pH-ul la 7 şi se 
autoclavează; mediul steril este stabil la temperatura camerei timp 
nelimitat; 

2. soluţie Tris-HC1 1 M, pH 8; soluţia se filtrează şi se autoclavează; 
3. soluţie NaCl 5 M – 29 g NaCl se dizolvă într-un volum final de  

100 ml apă distilată; soluţia obţinută se filtrează şi se autoclavează; 
4. soluţie EDTA 0,5 M – se cântăreşte cantitatea de EDTA şi se 

dizolvă în aproximativ 70% din volumul de apă; se adaugă NaOH 
solid până când soluţia se clarifică, după care se verifică pH-ul; 
dacă este necesar se adaugă NaOH până când pH-ul atinge o 
valoare situată în intervalul 7-8, după care soluţia se filtrează şi se 
autoclavează; soluţia obţinută se păstrează la frigider; 

5. soluţie STET (Sare/Tris/EDTA/Triton X-100) – 0,1 M NaCl,  
10 mM TrisCl, 1 mM EDTA, 5% Triton X-100, pH 8; pentru a 
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prepara 100 ml, se introduc într-un cilindru gradat de 100 ml 2 ml 
NaCl 1 M, 1 ml Tris-HCl pH 8,0, 0,2 ml EDTA 0,5 M, 5 ml Triton 
X-100 şi se completează la semn cu apă distilată; 

6. lizozim; 
7. izopropanol, rece; 
8. etanol 80%, facultativ; 
9. tampon TE – 10 mM TrisCl, 1 mM EDTA, pH 8; într-un cilindru 

gradat de 100 ml se introduc  1 ml Tris-HCl 1 M pH 8,0, 0,2 ml 
EDTA 0,5 M şi se completează la semn cu apă distilată. 

10. soluţie RN-ază 10 mg/ml; 
11. microeprubete de 1,5 ml; 
12. baie de apă. 

Mod de lucru: 

1. 5 ml mediu LB steril conţinând antibioticul corespunzător se 
inoculează cu o colonie bacteriană purtătoare a plasmidului de 
interes; cultura se incubează în vederea creşterii bacteriei până la 
atingerea fazei staţionare, urmând protocolul specific pentru 
microorganismul cu care se lucrează (pentru E. coli, 37oC, 190 rpm, 
peste noapte);  

2. 1,5 ml cultură bacteriană se centrifughează timp de 20 secunde la  
13.000rpm în vederea recuperării celulelor; supernatantul reprezentat 
de mediul de cultură clar se aruncă; centrifugarea se poate realiza la 
temperatura camerei sau la temperatura de 4oC; 

3. depozitul conţinând celulele bacteriene se resuspendă prin pipetare în 
300 μl soluţie STET conţinând 200 μg lizozim; suspensia poate fi 
vortexată pentru a resuspenda foarte bine celulele; 

4. microeprubetele se incubează pe gheaţă timp de 10 minute; 

5. se incubează pe baia de apă la fierbere (100°C) 1-2 minute;  

6. lizatul obţinut se centrifughează timp de 30 minute la 13.000rpm 
pentru separarea componentelor insolubile; 

7. supernatantul se transferă într-o microeprubetă nouă, fără a se disloca 
depozitul; 
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8. se adaugă 200 μl izopropanol rece şi se incubează la temperatura de  
-20°C timp de 30 minute; ADN-ul plasmidial precipitat este recuperat 
prin centrifugare la 13.000 rpm timp de 5 minute; 

9. dacă preparatul este contaminat cu săruri (ADN-ul nu este clivat de 
enzimele de restricţie) se poate introduce o etapă de spălare cu etanol 
80%; 

10. supernatantul se aruncă şi depozitul se usucă la temperatura camerei 
sau folosind concentratorul centrifugal SpeedVac (Eppendorf); 

11. depozitul se resuspendă în apă dacă se utilizează imediat sau în 
tampon TE dacă se doreşte păstrarea ADN-lui.  

IV.2 Izolarea ADN-ului genomic 

 Pentru izolarea ADN-ului cromozomial din diverse surse au fost 
descrise o serie de metode, alegerea uneia sau alteia depinzând de 
aplicaţia în care preparatul va fi utilizat. Unele aplicaţii, cum ar fi reacţiile 
de digestie enzimatică, necesită cantităţi relativ mari de ADN de puritate 
foarte mare. În aceste cazuri se parcurg etape mai elaborate de purificare, 
ce sunt descrise în continuare. Alte aplicaţii, precum cele care au la bază 
amplificarea in vitro a moleculelor de acizi nucleici sunt mult mai 
permisive în privinţa cantităţii şi calităţii, motive pentru care este posibilă 
utilizarea unor metode mai simple şi mai rapide de izolare a ADN-ului, 
precum cele descrise pentru bacterii (13). 
 Toate metodele prezentate în cele ce urmează au la bază metoda 
clasică de extracţie cu fenol/cloroform/alcool izoamilic descrisă pentru 
prima dată de Chomczynski (14). Lizatul celular conţinând acizi nucleici 
este pus în contact cu un amestec organic nemiscibil cu apa, alcătuit din 
fenol, cloroform şi alcool izoamilic. Fiecare dintre cele 3 componente ale 
fazei organice are un rol bine stabilit în sensul că: 
- fenolul realizează denaturarea proteinelor şi solubilizarea lor parţială în 
faza organică; 
– cloroformul asigură o mai bună separare între faza apoasă şi cea 
organică, reducând cantitatea de apă reţinută de aceasta din urmă 
(15),(16); 
– alcoolul izoamilic preîntâmpină formarea spumei ajutând la separarea 
celor două faze şi mărind randamentul extracţiei (1). 
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 Proteinele denaturate se separă la interfaţa dintre faza organică şi 
faza apoasă, iar ADN-ul rămâne în cea din urmă. Din faza apoasă ADN-ul 
este izolat prin precipitare cu alcooli (etanol, izopropanol), urmând 
principiile descrise anterior (pentru detalii, consultaţi protocolul Izolarea 
ADN-ului plasmidial folosind metoda  lizei alcaline, pagina 76). 

Izolarea ADN-ului genomic din bacterii 

 Metodele tradiţionale, precum cele descrise de Meade et al., 1982 
(17) se bazează pe liza celulelor cu ajutorul lizozimului, proteazelor şi 
detergenţilor, urmate de extracţia acizilor nucleici cu ajutorul sistemului 
de solvenţi fenol/cloroform. Aceste metode permit eliminarea foarte 
eficientă a moleculelor proteice, dar nu pot fi utilizate pentru tulpini care 
produc cantităţi mari de exopoliglucide precumPseudomonas, 
Agrobacterium, Rhizobium, Myxococcus şi Brudyrhizobium.  
 O îmbunătăţire evidentă a acestor metode a fost realizată deKate 
Wilson (1) prin introducerea unei etape de precipitare cu CTAB (bromură 
de cetil-trimetil-amoniu), compus care elimină exopoliglucidele din 
extract. Metoda, descrisă în cele ce urmează, permite izolarea ADN-ului 
genomic bacterian utilizabil direct pentru digestia enzimatică folosind ca 
sursă un spectru foarte larg de bacterii Gram-negative sau Gram-pozitive. 
 
Truse (kit-uri) disponibile: 

► GenElute
™

 Bacterial Genomic DNA Kit (SigmaAldrich); 
 ► AxyPrep™ Bacterial Genomic DNA Miniprep Kit (Axygen); 
 ► Illustra bacteria genomic Prep Mini Spin Kit (Amersham); 
 ► ChargeSwitch® gDNA Mini Bacteria Kit (Invitrogen). 

Principiul metodei 

Celulele bacteriene sunt lizate şi proteinele distruse prin acţiunea 
proteinazei K. Fragmentele din peretele celular, poliglucidele şi restul de 
proteine sunt precipitate selectiv cu CTAB, iar ADN-ul cu masă 
moleculară mare este recuperat prin precipitare cu izopropanol. 
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Avantaje: 

1. randamentul este în general de 5-20 μg/ml cultură bacteriană. 

Limitări: 

1. unul dintre elementele cheie al metodei este conţinutul de NaCl, 
care nu trebuie să depăşească 0,5 M; dacă se depăşeşte această 
concentraţie, ADN-ul cromozomial precipită(18); 

2. toate operaţiile trebuie realizate la temperaturi mai mari de 15oC 
deoarece sub această temperatură se produce precipitarea CTAB. 

Materiale necesare: 

1. soluţie Tris-HC1 1 M, pH 8 – soluţia se filtrează şi se 
autoclavează; 

2. soluţie EDTA 0,5 M – se cântăreşte cantitatea de EDTA şi se 
dizolvă în aproximativ 70% din volumul de apă; se adaugă NaOH 
solid până când soluţia se clarifică, după care se verifică pH-ul; 
dacă este necesar se adaugă NaOH până când pH-ul se încadrează 
în domeniul 7-8, după care soluţia se filtrează şi se autoclavează; 
soluţia se păstrează la frigider; 

3. soluţie tampon TE – 10 mM TrisCl, 1 mM EDTA, pH 8; pentru a 
preparara 100 ml, într-un cilindru gradat de 100 ml se introduc  
1 ml Tris-HCl 1 M pH 8, 0,2 ml EDTA 0,5 M şi se completează la 
semn cu apă distilată; 

4. soluţie SDS 10%– 10 g SDS se dizolvă în 90 ml apă distilată; 
5. proteinază K 20 mg/ml – 20 mg proteinază K se dizolvă în  1 ml 

apă distilată; soluţia obţinută se repartizează în microeprubete, 
câte4 μL/microeprubetă şi se păstrează la temperatura de -20°C; 
nu se recongelează; 

6. soluţie NaCl 5 M – 29 g NaCl se dizolvă într-un volum final de  
100 ml apă distilată; 

7. soluţie CTAB/NaCl – 10% CTAB în NaCl 0,7 M – pentru 
prepararea a 100 ml soluţie, într-un cilindru gradat se introduc  
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10 g CTAB, 14 ml NaCl 5 M şi 60 ml apă distilată; Se agită 
amestecul şi se încălzeşte la temperatura de 65oC până la 
dizolvarea completă a detergentului, după care se aduce la semn; 
soluţia se păstrează la temperatura camerei, fiind stabilă câţiva ani; 

8. 8-hidroxichinolină; 
9. soluţie TRIS bază 50 mM, pH 10,5, neajustat – 6,05 g Tris bază se 

dizolvă în 1000 ml apă distilată; 
10. soluţie Tris-HCl 50 mM, pH 8 – 6,05 g Tris bază se dizolvă în  

800 ml apă; se corectează pH-ul cu HCl şi se aduce la 1000 ml cu 
apă distilată; 

11. cloroform; 
12. alcool izoamilic; 
13. fenol lichid 

 

 

Fenolul este toxic şi coroziv, cauzând arsuri ale pielii şi 
materialelor textile. Este obligatoriu să se poarte 
echipament de protecţie (mănuşi, ochelari şi halat, iar 
manipularea fenolului se face numai sub nişă. Pentru unele 
aplicaţii se poate folosi fenol 88% fără a fi necesară 
purificarea acestuia. Dacă fragmentele ADN care se 
purifică vor fi utilizate pentru clonare, este indicat ca 
fenolul să fie redistilat deoarece compuşii de oxidare ai 
fenolului introduc leziuni în catenele de acizi nucleici. 
Fenolul redistilat este disponibil de la diverşi furnizori, la 
fel ca şi soluţia fenol/cloroform/alcool izoamilic 25:24:1 
(v/v/v). 

 
14. fenol tamponat pH 8 –într-un pahar din sticlă cu capacitatea de  

2 L se introduc 5 g 8-hidroxichinolină şi, cu atenţie, 500 ml fenol 
lichid (lichefiat sau topit pe o baie de apă la temperatura de 65°C); 
soluţia va deveni galbenă datorită 8-hidroxichinolinei, care are rol 
antioxidant; se adaugă 500 ml Tris bază 50 mM şi se menţine sub 
agitare pe un agitator magnetic timp de 10 minute la temperatura 
camerei; se opreşte agitarea şi se separă faza apoasă prin decantare 
sau cu ajutorul unei pipete; se adaugă 500 ml TrisCl 50 mM, pH 8; 
se repetă operaţia de agitare timp de 10 minute după care se 
incubează fără agitare şi se separă faza apoasă; pH-ul soluţiei se 
verifică cu ajutorul hârtiei indicatoare; dacă pH-ul nu este 8, 
tratamentele cu TrisCl, pH 8 se reiau până la obţinerea pH-ului 



Biologie moleculară. Metode experimentale 88

necesar; după atingerea pH-ului dorit se adaugă 250 ml TrisCl  
50 mM, pH 8; soluţia obţinută este stabilă la temperatura de 4°C, 
în sticle brune, pentru mai mult de 2 luni; 

15. soluţie fenol/cloroform/alcool izoamilic 25:24:1 (v/v/v) – se 
amestecă 25 ml fenol tamponat (faza galbenă a soluţiei menţinută 
la temperatura de 4oC) cu 24 volume cloroform şi 1 volum alcool 
izoamilic; amestecul obţinut se păstrează la frigider în sticle brune 
şi este stabil pentru cel mult 2 luni; 

16. soluţie cloroform/alcool izoamilic 24:1(v/v) – 24 ml cloroform se 
combină cu  1 ml alcool izoamilic; 

17. isopropanol; 
18. soluţie etanol 70%. 

Mod de lucru: 

1. 5 ml mediu LB steril conţinând antibioticul corespunzător se 
inoculează cu o colonie bacteriană purtătoare a plasmidului de 
interes; cultura se incubează în vederea creşterii bacteriei până la 
atingerea fazei staţionare, urmând protocolul specific pentru 
microorganismul cu care se lucrează (pentru E. coli, 37oC,  
190 rpm, peste noapte); 

2. 1,5 ml cultură bacteriană se centrifughează timp de 20 secunde la  
13.000 rpm în vederea recuperării celulelor; supernatantul 
reprezentat de mediul de cultură clar se aruncă; centrifugarea se 
poate realiza la temperatura camerei sau la temperatura de 4oC; 

3. depozitul format se resuspendă în 567 μl tampon TE prin pipetări 
repetate; se adaugă 30 μl SDS 10% şi 3 μl proteinază K 20 mg/ml 
(concentraţia finală 100 μg/ml proteinază K în SDS 0,5%); se agită 
cu atenţie şi se incubează timp de o oră la temperatura de 37°C; 
soluţia nu se vortexează, această operaţiune putând conduce la 
fragmentarea moleculelor ADN; 

4. peste lizat se adaugă 100 μl NaCl 5 M şi se agită prin pipetări 
repetate; această etapă este deosebit de importantă deoarece 
complexele CTAB-acizi nucleici vor precipita în condiţiile în care, 
la temperatura camerei, concentraţia în săruri scade sub 0,5 M; 
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5. se adaugă 80 μl soluţie CTAB/NaCl, se agită şi se incubează timp 
de 10 minute la temperatura de 65°C;  

6. se adaugă un volum aproximativ egal de cloroform/alcool 
izoamilic (0,7-0,8 ml), se agită energic şi se centrifughează timp de 
4-5 minute într-o microcentrifugă;  

7. supernatantul vâscos, reprezentat de faza apoasă se transvazează 
într-o altă microeprubetă şi se adaugă un volum egal de 
fenol/cloroform/alcool izoamilic; se agită energic şi se 
centrifughează în aceleaşi condiţii ca în etapa anterioară; 

8. supernatantul rezultat se transferă într-o microeprubetă nouă şi se 
adaugă 0,6 volume izopropanol în scopul precipitării aciziilor 
nucleici; microeprubeta se agită prin răsturnare până când apare un 
precipitat sub forma unui fir foarte fin care reprezintă ADN; acesta 
se recuperează printr-o centrifugare scurtă la 4.000 rpm; se poate 
întâmpla ca precipitatul format să nu prezinte aspect de fir, 
deoarece ADN-ul cromozomial a fost fragmentat, caz în care acesta 
mai poate fi folosit doar pentru anumite aplicaţii (digestie 
enzimatică, Southern blot); 

9. precipitatul se spală cu etanol 70% pentru eliminarea CTAB 
rezidual, după care se centrifughează timp de 5 minute la 
temperatura camerei; supernatantul se aruncă, iar depozitul se 
usucă la temperatura camerei, într-un SpeedVac sau liofilizator; 

10. depozitul se resuspendă în 100 μl tampon TE timp de o oră. 
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Izolarea ADN-ului genomic din plante 

 Metodele de izolare a acizilor nucleici din plante constau în liza 
celulelor, separarea acizilor nucleici prin centrifugare în gradient de CsCl 
(1) sau precipitarea cu CTAB, extracţia cu amestec cloroform/octanol şi 
precipitare cu izopropanol (19). Metoda descrisă în continuare se bazează, 
în principiu, pe solubilitatea diferită a complexului CTAB-acizi nucleici 
în soluţii de clorură de sodiu de concentraţii diferite şi a fost utilizată 
iniţial pentru izolarea acizilor nucleici din bacterii (20). 
 Materialul biologic folosit pentru izolarea ADN-ului poate fi 
reprezentat de seminţe, seminţe germinate, frunze, calus, endosperm, 
embrioni sau polen în stare proaspătă sau uscată. Datorită numărului mare 
de endonucleaze, trebuie acordată o atenţie deosebită pregătirii şi păstrării 
materialului vegetal în vederea extracţiei. Este indicat ca imediat după 
colectare, materialul biologic să fie congelat sau păstrat pe gheaţă uscată. 
Metoda cea mai indicată de uscare a materialului biologic este liofilizarea. 
Pentru probe de material vegetal se mai poate recurge la uscarea peste 
noapte la temperatura de 65oC sau sub vacuum (19). În general, aceste 
ultime două metode de uscare conduc la diminuarea randamentului de 
izolare şi la fragmentarea acizilor nucleici.  
 
Truse (kit-uri) disponibile pentru izolarea ADN-ului din plante: 

► ChargeSwitch® gDNAPlant Kit (Invitrogen); 
► DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen); 
► AquaPure Genomic DNA Isolation Kits (BioRad); 
► GenomicPrep™ Cells and Tissue DNA Isolation Kit 

(Amersham). 

Principiul metodei 

 Metoda descrisă se bazează pe proprietatea detergentului CTAB de 
a precipita diferenţiat moleculele de acizi nucleici. La concentraţii mai 
mari de 0,5 M NaCl complexul CTAB-acizi nucleici este solubil, iar la 
concentraţii mai mici de 0,5 M devine insolubil.  
 Materialul biologic este solubilizat cu ajutorul CTAB într-o soluţie 
tampon cu un conţinut mare de NaCl, după care pigmenţii clorofilieni şi 
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proteinele sunt extrase cu amestec cloroform/octanol. Prin scăderea 
concentraţiei NaCl, acizii nucleici sunt precipitaţi, iar supernatantul 
conţinând poliglucide şi compuşi fenolici este îndepărtat. Depozitul 
insolubil CTAB-acizi nucleici este resolubilizat într-o soluţie al cărei 
conţinut de NaCl este mare. Pentru eliminarea detergentului, acizii 
nucleici sunt supuşi unei precipitări cu izopropanol, urmate de spălare cu 
etanol 80%. Depozitul obţinut, conţinând ADN şi ARN este dizolvat în 
tampon TE. 

Avantaje: 

1. în general, se obţin 100-500 μg ADN din 1 g ţesut proaspăt; 
2. dimensiunile fragmentelor obţinute sunt mai mari de 50 kb dacă se 

acordă o atenţie deosebită manipulării soluţiilor ce conţin acizi 
nucleici (nu se vortexează, pipetarea soluţiilor se realizează 
utilizând pipete cu vârf larg) şi se elimină nucleazele (prin 
rehidratarea sau dezgheţarea probelor numai în prezenţa soluţiilor 
de CTAB); 

3. metoda poate fi utilizată şi pentru cantităţi mai mici de ţesut 
vegetal (minipreparate din rondele cu dimensiunea de 1 cm2) (1); 

4. metoda este mai rapidă decât cea care utilizează centrifugarea în 
gradient de CsCl 

Limitări: 

1. în protocolul descris toate componentele celulare sunt lizate, astfel 
încât ADN-ul izolat este alcătuit din ADN cromozomial (în cea 
mai mare parte, dar şi din ADN mitocondrial şi ADN plastidial) o 
metodă de separare a ADN-ului cromozomial de cel mitocondrial 
şi plastidial a fost descrisă de Watson si Thomson, 1986 (21). 

Materiale necesare: 

1. tampon 1 M Tris-HC1, pH 8 – soluţia se filtrează şi se autoclavează; 
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2. NaCl 5 M – 29 g NaCl se dizolvă într-un volum final de 100 ml 
apă distilată; soluţia obţinută se filtrează şi se autoclavează; 

3. EDTA 0,5 M – se cântăreşte cantitatea de EDTA şi se dizolvă în 
aproximativ 70% din volumul de apă. Se adugă NaOH solid până 
când soluţia se clarifică, după care se verifică pH-ul; dacă este 
necesar se adaugă NaOH până când pH-ul se situează în intervalul  
7-8, după care soluţia se filtrează şi se autoclavează; se păstrează 
în frigider;  

4. tampon de extracţie CTAB 2% (w/v), EDTA 20 mM, NaCl 1,4 M 
înTris-HCl 0,1 M, pH 8 – pentru prepararea a 100 ml tampon de 
extracţie, într-un cilindru gradat de 100 ml se introduc 4 ml EDTA 
0,5 M, 28 ml NaCl 5 M, 10 ml Tris-HC1 0,1 M, pH 8, 30 ml apă 
distilată şi 2 g CTAB; soluţia se agită şi se încălzeşte la 
temperatura de 65oC până la dizolvarea completă a detergentului, 
după care se aduce la semn; soluţia se păstrează la temperatura 
camerei, fiind stabilă timp de câţiva ani;  

5. soluţie CTAB/NaCl – CTAB 10% în NaCl 0,7 M – pentru 
prepararea a 100 ml soluţie, într-un cilindru gradat se introduc  
10 g CTAB, 14 ml NaCl 5 M şi 60 ml apă distilată; amestecul se 
agită şi se încălzeşte la temperatura de 65oC până la dizolvarea 
completă a detergentului, după care se aduce la semn; soluţia se 
păstrează la temperatura camerei, fiind stabilă timp de câţiva ani; 

6. soluţie de precipitare– CTAB 1% (w/v), EDTA 10 mM, Tris-HCl  
50 mM, pH 8; pentru prepararea a 100 ml soluţie de precipitare, 
într-un cilindru gradat de 100 ml se introduc 2 ml EDTA 0,5 M,  
5 ml Tris-HC11 M, pH 8, 80 ml apă distilată şi 1 g CTAB; soluţia 
se agită şi se încălzeşte la temperatura de 65oC până la dizolvarea 
completă a detergentului, după care se aduce la semn; soluţia se 
păstrează la temperatura camerei, fiind stabilă timp de câţiva ani;  

7. mercaptoetanol; 
8. tampon TE/NaCl – NaCl 1 M, EDTA 0,1 mM, Tris-HCl 10 mM, 

pH 8 –pentru prepararea a 100 ml, într-un cilindru gradat de  
100 ml se introduc 20 ml NaCl 5M, 1 ml Tris-HCl 1 M pH 8,  
0,2 ml EDTA 0,5 M şi se completează la semn cu apă distilată; 
soluţia este stabilă la temperatura camerei timp de câţiva ani; 

9. tampon TE – EDTA 0,1 mM,  Tris-HCl 10 mM, pH 8 –pentru 
prepararea a 100 ml, într-un cilindru gradat de 100 ml se introduc  
20 ml NaCl 5 M,  1 ml Tris-HCl 1 M pH 8, 0,2 ml EDTA 0,5 M şi 
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se completează la semn cu apă distilată; soluţia este stabilă la 
temperatura camerei timp de câţiva ani; 

10. cloroform/octanol 24:1 (v/v) sau cloroform/alcool izoamilic  
24/1 (v/v) – 24 ml cloroform se combină cu 1 ml octanol sau cu  
1 ml alcool izoamilic; soluţia rezultată se păstrează la temperatura 
camerei, la întuneric; 

11. etanol 80%; 
12. omogenizator – mojar cu pistil, blender de laborator (Waring), 

omogenizator cu lame (Polytron, Brinkmann), omogenizator cu 
bile (Precellys 24, PeqLab) sau echivalent; 

13. eprubete rezistente la solvenţi organici; 
14. baie de apă termostatată; 
15. centrifugă; 
16. SpeedVac; 
17. azot lichid sau gheaţă uscată. 

Mod de lucru: 

Extracţia acizilor nucleici: 
1. înainte de utilizare, 1 ml de 2-mercaptoetanol se introduce în 100 ml 

tampon de extracţie cu CTAB, iar soluţia obţinută se încălzeşte la 
temperatura de 65oC; pentru procesarea a 1 g ţesut vegetal proaspăt 
sunt necesare aproximativ 4 ml tampon de extracţie cu CTAB şi  
0,5 ml soluţie TAB/NaCl; dacă se utilizează ţesut liofilizat sau 
seminţe uscate, tamponul de extracţie cu CTAB trebuie diluat în 
proporţie de 1:1; 

2. 1 g ţesut vegetal proaspăt (sau echivalent în ţesut liofilizat) se 
introduce într-un mojar curat, răcit în prealabil şi se mojarează cu 
azot lichid până la obţinerea unei pulberi fine; în loc de mojar se pot 
utiliza diverse omogenizatoare (cu lamă, cu bile), cazuri în care 
trebuie acordată o atenţie deosebită eliminării posibilităţilor de 
contaminare între probe (vasul în care se realizează omogenizarea 
trebuie foarte bine curăţat după fiecare probă, prin utilizarea unor 
perii şi a aerului sub presiune (19); atunci când se lucrează cu frunze 
se recomandă eliminarea nervurilor proeminente, deoarece acestea 
sporesc conţinutul de carbohidraţi (19); o soluţie constă în utilizarea 
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de frunze tinere sau prelevarea probei de analizat sub formă de 
rondele recoltate din zonele dintre nervuri; 

3. pulberea obţinută se transferă într-o eprubetă rezistentă la solvenţi în 
care se mai adaugă 4 ml tampon de extracţie încălzit care conţine 
CTAB şi 2-mercaptoetanol; amestecul se omogenizează prin agitare 
lentă şi se incubează timp de 30 minute la temperatura de 65°C, 
agitând ocazional; mărirea timpului de incubare la o oră conduce la 
creşterea cantităţii de acizi nucleici izolate; dacă randamentul nu este 
important, este suficientă o incubare timp de 10 minute;  compuşii 
fenolici prezenţi în multe plante pot fi eliminaţi prin tratarea 
amestecului cu 1% (v/v) polivinilpirolidonă (1); 

 

Nu se foloseşte vortexul deoarece agitarea energică 
poate conduce la ruperea moleculelor de acizi 
nucleici 

4. omogenatul este supus extracţiei cu un volum egal (4 ml) de 
cloroform/alcool izoamilic; microeprubeta se agită prin răsturnare, 
după care se centrifughează timp de 5 minute la turaţia de 7500 x g şi 
temperatura de 4°C; după centrifugare, se separă două faze, la 
interfaţa cărora se află resturi celulare insolubile; faza apoasă se 
separă prin transvazare sau pipetare într-o eprubetă curată; dacă 
transvazarea se realizează prin pipetare, este absolut necesar să se 
utilizeze pipete cu vârf larg, pentru a se elimina pericolul 
fragmentării moleculelor de ADN; unii cercetători preferă extracţia 
cu cloroform/octanol care conduce la un randament de extracţie mai 
bun (21); 

5. peste faza apoasă recuperată se introduc 1⁄10 volume (0,4 ml) 
CTAB/NaCl încălzit la temperatura de 65oC şi se agită prin 
răsturnare; 

6. soluţia este supusă unei noi extracţii cu un volum egal (4,4 ml) 
cloroform/alcool izoamilc; eprubeta se agită după care se recuperează 
faza organică, procedând ca în etapa 4. 
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Precipitarea acizilor nucleici: 
1. peste faza apoasă obţinută în etapa anterioară se introduce un volum 

(4,4 ml) de soluţie de precipitare CTAB, după care microeprubeta se 
agită prin răsturnare; dacă se constată apariţia unui precipitat, se trece 
la etapa următoare; dacă nu, amestecul se incubează timp de  
30 minute la temperatura de 65oC; 

2. se centrifughează amestecul timp de 5 minute la 500 x g şi 
temperatura de 4°C; dacă nu apare un precipitat se adaugă mai multă 
soluţie de precipitare CTAB (până la 0,9 ml) şi se incubează la 
temperatura de 37oC, peste noapte; 

3. supernatantul obţinut se transferă într-o nouă microeprubetă, dar nu 
se aruncă. Precipitatul conţinând acizii nucleici se dizolvă în soluţie 
tampon TE/NaCl (0,5-1 ml pentru 1 g material vegetal luat în lucru); 
uneori este dificil de resuspendat depozitul, operaţiunea necesitând 
incubare timp de 30 minute la temperatura de 65°C; se citeşte 
extincţia supernatantului la 260 nm (pentru detalii consultati capitolul 
VI. – Determinarea concentraţiei acizilor în soluţie, pagina 133) şi, 
dacă nu sunt prezenţi acizi nucleici, acesta se aruncă; 

4. ADN-ul dizolvat în tampon TE/NaCl este precipitat prin adăugarea a 
0,6 volume izopropanol (0,6 ml izopropanol pentru 1 ml tampon 
TE/NaCl); amestecul se agită şi se centrifughează timp de 15 minute 
la 7500 x g şi temperatura de 4°C; 

5. precipitatul se spală cu etanol 80%, se usucă la temperatura camerei 
sau în SpeedVac şi se resuspendă într-un volum minim de tampon 
TE; dacă preparatul obţinut este contaminat cu ARN se poate realiza 
un tratament cu RN-ază, iar dacă este contaminat cu proteine se poate 
realiza un tratament cu proteinază K (1). 

Izolarea ADN-ului din ţesuturi animale 

 În cazul celulelor animale ADN-ul este organizat sub formă de 
cromozomi cu dimensiuni de 12-60 ori mai mari decât cromozomul de la 
Escherichia coli (22). În procesul de izolare a ADN-ului cromozomial 
eucariot de cele mai multe ori acesta este fragmentat, gradul de 
fragmentare având o importanţă deosebită asupra aplicaţiilor în care poate 
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fi utilizat preparatul. Metodele care utilizează manipulări „agresive” au 
tendinţa de a fragmenta lanţul dublu catenar al moleculelor de ADN în 
fragmente mai mici de 50 kb, ce pot fi utilizate pentru reacţii de 
amplificarea in vitro sau Southern blotting, dar nu pot fi utilizate pentru 
aplicaţii mai pretenţioase precum realizarea de biblioteci genomice (22).  
 Metoda descrisă în cele ce urmează a fost utilizată pentru prima 
dată de Blin si Stafford în 1976 (23) fiind apoi modificată şi adaptată de 
Garner (22) pentru a permite obţinerea de fragmente de ADN cu 
dimensiuni de peste 200 kb. Sursa de ADN este ţesutul solid dar, cu 
modificări minime, metoda poate fi utilizată şi pentru sânge sau culturi de 
celule. Protocoale care utilizează asemenea materiale biologice sunt 
descrise de Garner (22). 
 
Kit-uri (truse) disponibile: 

► DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen), 
► AquaPure Genomic DNA Isolation Kits (Biorad); 
► GenomicPrep™ Cells and Tissue DNA Isolation Kit 

(Amersham); 
► DNA IQ™ System (Promega). 

Principiul metodei 

 Ţesutul animal mojarat este tratat cu proteinază K ce clivează 
nespecific proteinele, determinând liza celulelor. Lizatul obţinut este 
supus unor extracţii succesive cu fenol, ADN-ul din faza apoasă fiind în 
final precipitat cu etanol. 

Avantaje: 

 atunci când metoda se utilizează cu atenţie, dintr-un gram de ţesut 
animal se obţin aproximativ 2 mg ADN cu dimensiuni de cel puţin  
100 kb; ADN-ul este uşor tăiat de enzimele de restricţie, fără a fi 
necesare operaţii suplimentare. 
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Limitări: 

 procedura este destul de laborioasă, necesitând incubare îndelungată 
pentru liza ţesutului precum şi utilizarea de reactivi toxici; o metodă 
mai rapidă ce poate fi utilizată pentru extracţia ADN-ului din sânge 
este cea descrisă de Lahiri şi Nurnberger, 1991 (24), metodă care nu 
face uz de extracţii cu fenol sau de enzime; cantitatea de ADN 
obţinută prin aceasta ultimă metodă este mai mare, dar dimensiunile 
fragmentelor sunt mai mici; 

 pentru obţinerea de fragmente de ADN cu dimensiuni mari se vor 
avea în vedere trei factori: 1. manipularea cu foarte mare atenţie a 
soluţiilor care conţin ADN pentru a minimiza forţele ce ar putea 
conduce la ruperea macromoleculelor de ADN; 2. izolarea, îngheţarea 
şi pulverizarea foarte rapide a ţesutului pentru a se elimina acţiunea 
DN-azelor; 3. utilizarea dializei pentru eliminarea sărurilor din 
preparat.  

Materiale necesare: 

1. azot lichid; 
2. mojar cu pistil, răcite la temperatura de -20°C;  
3. spatule; 
4. pahare de laborator cu capacitatea de 600 ml; 
5. soluţie tampon Tris-HC1 1 M, pH 8; soluţia se filtrează şi se 

autoclavează; 
6. soluţie EDTA 0,5 M, pH 8 – se cântăreşte cantitatea de EDTA şi se 

dizolvă în aproximativ 70% din volumul necesar de apă; se adaugă 
NaOH solid până când soluţia se clarifică, după care se verifică  
pH-ul; dacă este necesar se adaugă NaOH până când pH-ul se 
încadrează în domeniul 7-8, după care soluţia se filtrează şi se 
autoclavează; soluţia se păstrează la frigider; 

7. soluţie tampon TE – Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8 – 
pentru prepararea a 100 ml, într-un cilindru gradat de 100 ml se 
introduc, 1 ml Tris-HCl 1 M pH 8, 0,2 ml EDTA 0,5 M şi se 
completează la semn cu apă distilată; soluţia se autoclavează şi 
este stabilă la temperatura camerei timp nelimitat; 
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8. soluţie fenol saturată cu TE – se prepară la fel cu soluţia fenol 
tamponată pH 8 numai că soluţia Tris pH 8 este înlocuită cu TE 
(pentru detalii consultaţi protocolul Izolarea ADN-ului genomic 
din bacterii, pagina 85); 

9. NaCl 5 M – 29 g NaCl se dizolvă într-un volum final de 100 ml cu 
apă distilată; soluţia obţinută se filtrează şi se autoclavează; 

10. soluţie SDS 10%– 10 g SDS se dizolva în 90 ml apă distilată; 
11. tampon de extracţie – EDTA 0,1 M, NaCl 0,2 M, Tris-HC1 0,05 M 

pH 8, SDS 0,5%, RN-ază 50 μg/ml – pentru prepararea a 100 ml 
tampon de extracţie, într-un balon cotat se introduc 5 mg RN-aza,  
20 ml EDTA 0,5 M pH 8, 5 ml NaCl 5M şi 5 ml Tris-HC1 1 M pH 
8; după dizolvare se completează volumul la semn cu apă distilată; 
înainte de utilizare soluţia se fierbe pentru inhibarea activităţii  
DN-azei; 

12. soluţie proteinază K 20 mg/ml în apă sterilă; dacă se prepară 
cantităţi mai mari, acestea se distribuie în microeprubete pentru o 
singură utilizare şi se păstrează la temperatura de -20oC; nu se 
recongelează; 

13. membrane de dializă – acestea se fierb înainte de utilizare într-o 
soluţie EDTA 1 mM după care se clătesc cu apă distilată; 

14. acetat de sodiu 3M pH 6 – 24,6 g acetat de sodiu se dizolvă într-un 
volum minim de apă distilată; se corectează pH-ul cu acid acetic la 
valoarea de 6 şi se completează până la 100 ml cu apă distilată; 

15. etanol absolut; 
16. etanol 70%; 
17. pipete Pasteur ataşate la o pompă de vid. 

Mod de lucru: 

1. fragmentul de ţesut proaspăt excizat este imediat congelat prin 
scufundare în azot lichid; organele de dimensiuni mari trebuie tăiate 
în fragmente mici de 1 cm3; extracţia se poate realiza din orice organ; 
în cazul izolării de ADN din ficat este necesar ca animalul de 
experiment să fie înfometat timp de 24 ore; odată îngheţată, proba de 
ţesut poate fi utilizată imediat sau poate fi păstrată la temperatura de  
-70°C timp de câţiva ani; 
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2. se toarnă azot lichid în mojarul răcit după care se introduce imediat 
poba (aproximativ 1 cm3) şi se mojarează până la obţinerea unei 
pulberi; dacă este necesar, se mai adaugă azot lichid pentru a menţine 
proba rece; 

3. după mojarare, se aşteaptă evaporarea azotului şi cu ajutorul unei 
spatule se tranferă ţesutul pulverulent peste 20 ml tampon de 
extracţie, se agită cu atenţie, se adaugă 100 μl proteinază K 
(concentraţia finală 100 μg/ml) şi se incubează la temperatura de 
37°C peste noapte; după incubare soluţia trebuie să fie clară şi să 
prezinte o consistenţă vâscoasă; 

4. se adaugă 20 ml fenol echilibrat cu TE şi se amestecă prin răsturnare 
timp de 10-15 minute; este recomandat ca în această etapă suprafaţa 
de separare să fie cât mai mare; după agitare trebuie să se formeze o 
suspensie; amestecul se omogenizează cu atenţie, fără vortexare, 
pentru a reduce ruperea macromoleculelor de ADN; 

5. amestecul se transferă într-o eprubetă din plastic cu capacitatea de  
50 ml şi se centrifughează la l500 x g timp de 10 minute; 

6. faza fenolică inferioară se aspiră cu ajutorul unei pipete Pasteur 
conectată la vacuum sau prin intermediul unei pipete obişnuite; se va 
acorda atenţie deosebită la introducerea pipetei în soluţie pentru a se 
evita amestecarea celor două faze; 

7. etapele 3-6 se repetă de cel puţin trei ori; faza apoasă obţinută în final 
trebuie să fie clară. 

8. pentru recuperare sunt posibile două modalităţi: 

a) faza apoasă se dializează faţă de 1000 volume tampon TE; dializa 
se realizează la temperatura camerei timp de 30 minute, după care se 
menţine peste noapte la temperatura de 40oC; 

b) peste faza apoasă se adaugă acetat de sodiu până la concentraţia 
finală 0,3 M; se agită uşor şi se adaugă două volume etanol absolut; 
ADN-ul va precipita treptat sub forma unor fire fine de culoare albă; 
cu ajutorul unei pipete Pasteur îndoită la vârf se culeg firele obţinute, 
se scufundă în etanol 70%, după care se usucă la temperatura camerei; 
ADN-ul precipitat obţinut se dizolvă cu atenţie în tampon TE; 
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9. se verifică puritatea preparatului prin măsurarea raportului 
absorbanţelor la 260/280 nm; dacă raportul este mai mic de 1,8 se 
repetă etapele 3-9; soluţia poate fi păstrată la temperatura de 4°C.  

IV. 3 Purificarea ADN-ului din soluţii apoase 

 În urma diverselor reacţii realizate in vitro(amplificare, digestie 
enzimatică), rezultă fragmente de ADN dizolvate într-o soluţie cu o 
compoziţie relativ simplă, care conţine cel mai frecvent tampon de 
reacţie, nucleozid trifosfaţi, 1-2 enzime şi compuşi cu masă moleculară 
mică. Deseori concentraţia în acizi nucleici sau compoziţia soluţiei 
tampon nu sunt compatibile cu etapele ce urmează a fi efectuate şi de 
aceea este necesară izolarea din amestec a moleculelor de interes. 
 Metoda utilizează extracţia clasică cu fenol/cloroform/alcool 
isoamilic şi a fost descrisă pentru prima dată de Chomczynski (14). 
 
Kit-uri (truse) disponibile: 

► QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen); 
► PCR Kleen Spin Columns (Biorad); 
► Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega); 
► SpinPrep PCR Clean-up Kit (Novagen). 

Principiul metodei 

 Soluţia de ADN este supusă extracţiei cu un amestec de 
fenol/cloroform/alcool isoamilic. ADN-ul rămâne în faza apoasă de 
unde este apoi precipitat cu etanol 100%.  

Avantaje: 

1. simplitate, rapiditate; 
2. randament de extracţie şi puritate a preparatelor mai bune decât în 

cazul utilizării metodelor bazate pe membrane de siliciu (1); 
3. concentraţia ADN în soluţia de purificat trebuie să fie ≤ 1 mg/ml. 
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Limitări: 

1. expunerea îndelungată la fenol poate duce la degradarea ADN-ului 
(1); 

2. toxicitate deosebită a fenolului; 
3. timp de procesare a probelor mai mare comparativ cu metodele 

bazate pe membrane de siliciu. 

Materiale necesare: 

1. fenol/cloroform/alcool izoamilic 25:24:1 (v/v/v) (pentru detalii 
privind prepararea acestui reactiv,c onsultaţi protocolul Izolarea 
ADN-ului genomic din bacterii, pagina 85) 

2. acetat de sodiu 3 M pH 5,2 – 408 g acetat de sodiu x 3H2O se 
dizolvă în 800 ml apă distilată; pH-ul se ajustează la 5,2 cu acid 
acetic 3M şi apoi se completează balonul cotat la semn, 1000 ml, 
cu apă distilată; 

3. etanol 100%, răcit; 
4. etanol 70%, la temperatura camerei; 
5. tampon TE pH 8 – Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM pH 8;  
6. desicator sau concentrator centrifugal (Speedvac sau echivalent). 

 

Mod de lucru: 

1. într-o microeprubetă se pipetează soluţia care conţine ADN-ul de 
purificat (un volum cuprins între 200 şi 400 μl) şi se adaugă un 
volum egal de fenol/cloroform/ alcool izoamilic; 

2. amestecul se agită energic (prin utilizarea unui vortex) şi se 
centrifughează timp de 15 secunde într-o microcentrifugă la viteză 
maximă; fazele organică şi cea apoasă trebuie să se separe foarte clar; 
uneori, datorită conţinutului mare de sare din probă (mai mare de  
0,5 M), cele două faze se pot inversa, faza organică putând fi uşor 
identificată datorită culorii galbene; dacă separarea între faze nu este 
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perfectă, sau faza apoasă care conţine ADN-ul este vâscoasă, se 
repetă centrifugarea pentru încă 1-2 minute. 

3. faza apoasă (de deasupra) se transferă, cu atenţie, prin intermediul 
unei pipete de 200 μl într-o nouă microeprubetă; dacă această fază 
conţine un precipitat alb se repetă etapele anterioare; 

4. se adugă 1/10 volume acetat de sodiu 3 M, pH 5,2 peste soluţia 
conţinând ADN şi se agită prin răsturnarea microeprubetei de câteva 
ori; dacă soluţia iniţială conţine concentraţii mari de NaCl această 
etapă nu este necesară; 

5. se adaugă 2,5 volume etanol 100%, rece, se agită energic prin 
vortexare şi se incubează pe gheaţă timp de 5-10 minute; 

6. se centrifugheză timp de 5 minute la viteza maximă a 
microcentrifugii (14.000 rpm) iar supernatantul rezultat se aruncă; 

7. precipitatul format se spală cu 1 ml etanol 70%; microeprubeta se 
agită prin răsturnare de câteva ori şi precipitatul se separă prin 
centrifugare timp de 5 minute la 14.000 rpm; dacă moleculele de 
ADN sunt mai mici de 200 pb, se utilizează etanol 95%; 

8. supernatantul este eliminat şi precipitatul se usucă într-un desicator 
sau în Speedvac; după spălarea cu etanol 70% precipitatul nu aderă 
foarte bine la pereţii microeprubetei, de aceea eliminarea 
supernatantului trebuie să se realizeze cu mare atenţie; 

9. ADN-ul din precipitatul rezultat se dizolvă într-un volum de apă (de 
obicei 20-40 μl) dacă va fi utilizat imediat sau în acelaşi volum de 
tampon TE dacă se doreşte păstrarea pentru un timp mai îndelungat; 

 
Pentru a facilita dizolvarea precipitatului, concentraţia finală a  

ADN-ului trebuie păstrată sub 1 mg/ml. Cantităţi mici de ADN (mai puţin 
de 25 μg) se dizolvă relativ uşor, însă pentru dizolvarea unor cantităţi mai 
mari ar putea fi necesară încalzirea (5 minute la temperatura de 65°C) (1). 
Fragmentele de ADN genomic de dimensiuni mari nu trebuie vortexate, 
iar dizolvarea lor necesită incubarea sub agitare uşoară timp de 1-2 zile. 
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IV. 4 Izolarea ADN-ului din geluri de agaroză 

 Electroforeza în geluri de agaroză nu este doar o metodă de 
vizualizare a fragmentelor de ADN izolat, ci este, în principal, o metodă 
de separare a fragmentelor de ADN în funcţie de dimensiuni (pentru 
detalii privind electroforeza în geluri de agaroză consultaţi capitolul VII – 
Separarea electroforetică a ADN-ului, pagina 147). Pentru ca fragmentul 
de interes separat prin electroforeză să poată fi utilizat ulterior în alte 
aplicaţii (ligări, transformări, fosforilări) este necesară izolarea lui din 
gelul de agaroză şi solubilizarea într-o soluţie tampon convenabilă. De-a 
lungul timpului au fost dezvoltate mai multe metode de izolare a  
ADN-ului din geluri de agaroză, metode ce utilizează electroeluţia 
(25), transferul prin electroforeză a ADN-ului din gel pe un fragment de 
hidroxiapatită (26), dizolvarea agarozei cu ajutorul iodurii de potasiu (27) 
sau a agarazei. Protocoale de lucru pentru izolarea ADN-ului utilizând 
metodele enumerate mai sus sunt prezentate de Ausubel et al. (1) şi de 
Sambrook et al. (7). Metoda descrisă în cele ce urmează se bazează pe 
observaţiile lui Vogelstein şi Gillespie (28) legate de proprietatea sticlei 
de a lega fragmentele de ADN (1). 
 
Kit-uri (truse) disponibile: 

► QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen); 
► Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega); 
► PureLink™ Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen)  
► SpinPrep™ Gel DNA Kit (Novagen). 

Principiul metodei 

 Fragmentul ADN de interes este tăiat din gel cu ajutorul unui 
bisturiu. Agaroza este apoi topită la temperatura de 50oC în prezenţa 
agentilor chaotropici (compuşi ce distrug structurile macromoleculelor), 
iar ADN-ul este izolat utilizând coloane cu membrane de siliciu. Acestea 
au capacitatea de a lega fragmentele de ADN la concentraţii mari de 
săruri, eluarea realizându-se prin modificarea tăriei ionice şi a pH-ului.  

;
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Avantaje: 

 simplitate, rapiditate; 
 utilitate pentru izolarea fragmentelor mai mari de 500 pb; fragmentele 

mai mici se leagă practic ireversibil de membrană (5). 

Limitări: 

 eluţia nu este întotdeauna completă, existând ADN neeluat, cu atât 
mai mult cu cât dimensiunea fragmentelor este mai redusă; 

 randament de extracţie mai redus (60%-80%) comparativ cu metodele 
bazate pe electroeluţie sau cu cele care folosesc agaroza cu punct de 
topire scăzut (1). 

Materiale necesare: 

1. soluţie NaI 6 M – se introduc 89,93 g NaI într-un balon cotat de 
100 ml care se aduce la semn cu apă distilată; soluţia se filtrează 
prin hârtie de filtru şi este stabilă până la 3 luni dacă este 
menţinută la întuneric şi temperatura de 4°C; 

2. soluţie tampon de legare – 0,75 g Na2SO3 şi 57,3 g clorură de 
guanidină se dizolvă în 35 ml apă distilată; se completează cu apă 
distilată până la 100 ml şi se sterilizează; soluţia este stabilă timp 
de 3-4 luni la frigider, în sticlă brună şi învelită în folie de 
aluminiu; dacă se observă formarea unui precipitat, soluţia nu mai 
poate fi utilizată; 

3. soluţie Tris-HCl 10 mM, pH 7,5 – 1,21 g Tris bază se dizolvă în 
800 ml H2O şi se ajustează pH-ul la 7,5 cu HCl concentrat; se 
completează la 1000 ml cu apă distilată; important: pH-ul soluţiei 
variază semnificativ cu temperatura (aproximativ 0,028 unităţi de 
pH/oC) şi de aceea este indicat ca stabilirea valorii pH-ului necesar 
să se realizeze la temperatura la care se va lucra; deoarece pKa 
pentru Tris este 8,08, această soluţie tampon nu poate fi utilizată 
pentru valori de pH mai mici de 7,2 sau peste 9; soluţia este 
stabilă timp nelimitat; 
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4. soluţie NaCl 100 mM – 58,4 g NaCl se dizolvă într-un balon cotat 
de 1000 ml după care se aduce la semn cu apă distilată; 

5. tampon de spălare – se prepară prin combinarea a unei părţi de 
Tris-HCl 10 mM, pH 7,5, o parte NaCl 10 mM şi patru părţi etanol 
(concentraţia finală de etanol 80%); 

6. tampon TE – Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM pH 8 – pentru 
prepararea a 100 ml, într-un cilindru gradat de 100 ml se introduc 
1 ml Tris-HCl 1 M pH 8, 0,2 ml EDTA 0,5 M şi se completează la 
semn cu apă distilată; soluţia se autoclavează şi este stabilă la 
temperatura camerei timp nelimitat;  

7. microeprubete de centrifugă Eppendorf de 1,5 ml; 
8. baie de apă termostatată (45°C - 50°C); 
9. bisturiu; 
10. coloane cu membrane de siliciu pentru microcentrifugă (produse 

de Qiagen, Promega, Invitrogen sau Novagen). 

Mod de lucru: 

1. după terminarea separării electroforetice (pentru detalii privind 
separarea electroforetică a ADN-ului în geluri de agaroză consultaţi 
capitolul VII – Separarea electroforetică a ADN-ului, pagina 147) se 
excizează din gel porţiunea care conţine fragmentul de interes cu 
ajutorul unui bisturiu; fragmentul de gel se plasează într-o 
microeprubetă de centrifugă cântărită în prealabil şi i se determină 
masa; dacă excizia se realizează sub lampa de ultraviolete este 
obligatoriu echipamentul de protecţie: mănuşi de nitril (dacă gelul 
conţine bromură de etidiu) şi mască sau ochelari de protecţie; 

2. peste fragmentul de agaroză se pipetează 2,5 până la 3 volume de  
NaI 6 M (de exemplu dacă masa gelului este 200 mg se adaugă  
500-600 μl soluţie); această metodă ce foloseşte NaI drept agent 
chaotrop nu este indicată pentru geluri care au fost migrate în tampon 
TBE (TRIS-borat-EDTA, pentru detalii, consultaţi capitolul VII – 
Separarea electroforetică a ADN-ului, pagina 147), deoarece TBE 
poate inhiba legarea moleculelor de ADN de membrana de siliciu; în 
acest caz este indicată utilizarea percloratului de sodiu sau a 
izotiocianatului de sodiu ca agenţi chaotropi, iar pH-ul trebuie 
menţinut la valoarea de 6,5; 
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3. se incubează timp de 5 minute la temperatura de 45°C - 50°C până la 
dizolvarea agarozei; dacă după 5 minute agaroza nu este complet 
dizolvată, se poate continua încălzirea pentru încă 1-2 minute, dar nu 
mai mult decât este necesar pentru dizolvarea gelului;  

4. peste soluţia cu agaroză dizolvată se adaugă 2 volume soluţie tampon 
de legare şi se agită foarte bine; 

5. supernatantul se aplică pe o coloană cu membrană de siliciu care se 
plasează în microeprubeta colectoare corespunzătoare şi se 
centrifughează timp de 1 minut la viteza maximă (14.000 rpm) a 
centrifugii; aplicarea supernatantului trebuie realizată cu atenţie 
pentru a nu atinge cu vârful pipetei membrana, aceasta putând fi uşor 
perforată; lichidul se aruncă, iar coloana se introduce în aceeaşi 
eprubeta colectoare; 

6. membrana se spală prin aplicarea a 750 μl tampon de spălare şi se 
centrifugează timp de un minut la viteză maximă; lichidul de spălare 
se aruncă, iar coloana se reintroduce în microeprubeta de colectare; 

7. se centrifughează din nou timp de un minut la viteză maximă a 
centrifugii, pentru eliminarea etanolului rezidual; etapa este 
importantă în special dacă ADN-ul produs trebuie utilizat în reacţii de 
restricţie sau în ligări; 

8. coloana se transferă într-o microeprubetă de centrifugă de 1,5 ml şi se 
adaugă 75-100 μl tampon TE sau apă distilată (tratată pentru 
eliminarea nucleazelor); se incubează timp de 2-10 minute la 
temperatura camerei şi apoi se centrifughează timp de un minut la 
viteza maximă a centrifugii; 

9. ADN-ul colectat se păstrează la temperatura de 4°C dacă se utilizează 
în termen de câteva zile sau la temperatura de -80oC dacă se doreşte 
păstrarea lui timp îndelungat.  
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IV. 5 Păstrarea ADN-ului purificat 

 Integritatea moleculelor de ADN în soluţie poate fi compromisă de 
factori precum prezenţa nucleazelor, valori de pH mai mici de 6 şi mai 
mari de 9, prezenţa metalelor grele, radiatii UV şi prezenţa radicalilor 
liberi (5). Din aceste motive, atunci când se doreşte păstrarea soluţiilor ce 
conţin ADN este necesară eliminarea acestor factori. Nu este indicată 
păstrarea ADN-ului izolat direct în apă, ci în soluţii tampon. Cea mai 
indicată soluţie tampon este soluţia TE, deoarece Tris-ul asigură un sistem 
de tamponare foarte eficient în intervalul de pH 7-8 şi nu are proprietatea 
de a genera radicali liberi aşa cum se întâmplă în cazul tamponul fosfat 
salin (PBS) (29). În plus, EDTA-ul chelatează ioni bivalenţi reducând 
astfel activitatea nucleazelor şi efectul negativ al metalelor grele.  
 Temperaturile scăzute sunt de asemenea un factor important care 
asigură o mai bună stabilitate a ADN-ului în soluţii. Păstrarea soluţiilor 
conţinând ADN la temperaturi de 4oC este recomandată doar pentru 
perioade scurte de timp (de ordinul zilelor). O mai bună stabilitate se 
obţine prin îngheţarea şi păstrarea probelor la temperatura de -80oC. Dacă 
nu este disponibil un congelator care să asigure asemenea temperaturi 
joase, ADN-ul purificat poate fi păstrat şi la temperatura de -20oC, pentru 
protejare fiind necesară adăugarea de ADN-transportor (30). 
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V. AMPLIFICAREA ENZIMATICĂ IN 
VITRO A ACIZILOR NUCLEICI 

 Folosind oricare din metodele descrise în capitolul anterior, 
purificarea acizilor nucleici din diverse surse devine o sarcină relativ 
simplă, ADN-ul obţinut putând fi folosit direct în aplicaţii diverse. În 
unele cazuri însă, metodele descrise duc la obţinerea unor cantităţi mici, 
inutilizabile de ADN. Un exemplu în acest sens îl constituie 
disponibilitatea unei cantităţi foarte limitate de material biologic sau când 
conţinutul de ADN al acestuia este extrem de redus. În asemenea situaţii 
se face uz de o altă tehnică deosebit de importantă în laboratorul de 
biologie moleculară – amplificarea enzimatică in vitro a acizilor nucleici. 
Această tehnică permite copierea fidelă de până la 105 ori a unei molecule 
de ADN dintr-o probă dată (1), realizându-se astfel o amplificare masivă a 
cantităţii disponibile de ADN .  
 Extrem de important este faptul că simultan cu mărirea numărului 
de molecule ADN disponibile dintr-o probă, tehnica realizează şi o izolare 
a fragmentelor de ADN care au o secvenţă dată. Tehnicile de purificare 
ale ADN-ului total enunţate anterior permit obţinerea ADN-ului genomic 
total (sau plasmidial, după caz) sub forma unor fragmente de dimensiuni 
variabile. Amplificarea enzimatică in vitro a acizilor nucleici permite însă 
izolarea unui fragment ADN specific a cărui dimensiune şi secvenţă pot fi 
controlate de către cercetător, detaliu esenţial în procesul declonare.  
 În esenţă, tehnica de amplificarea in vitro a acizilor nucleici 
foloseşte acelaşi mecanism bazat pe o ADN-polimerază ADN-dependentă 
întâlnit şi în cazul replicării in vivo a ADN-ului. Deşi principiul şi 
mecanismul amplificării in vitro au fost formulate încă din anul 1971 de 
Kleppe et al.(2), tehnica în sine a fost descrisă abia în anul 1986 de două 
echipe de cercetători, Mullis et al.(3) şi Saiki et al.(4). Atunci a primit şi 
numele cu care s-a consacrat: Polymerase Chain Reaction, sauprescurtat 
PCR, notaţie ce va fi utilizată în cele ce urmează.  

Metoda presupune folosirea unei polimeraze ADN-dependente şi 
parcurgerea unui ciclu care implică trei etape desfăşurate la temperaturi 
diferite: 1. denaturarea moleculelor de acizi nucleici; 2. legarea 
oligonucleotidelor amorsă (primer) şi 3. sinteza propriu-zisă a noilor 
molecule de acizi nucleici.  
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Acest ciclu a fost realizat iniţial prin utilizarea a trei băi de apă 
reglate la trei temperaturi diferite (94oC, 54oC respectiv 72oC) şi 
transferul amestecului de reacţie de pe o baie de apă pe alta. În vederea 
obţinerii unor cantităţi suficiente de ADN, ciclul trebuia repetat de câteva 
zeci de ori. Expunerea ADN-polimerazei la temperatura de 94oC 
determină inactivarea ei şi din acest motiv, protocolul iniţial presupunea 
adăugarea enzimei în amestecul de reacţie la fiecare nou ciclu pentru a 
înlocui enzima degradată. Întreaga procedură era astfel nu doar foarte 
laborioasă, ci şi extrem de costisitoare. 
 Identificarea în anul 1988 (5) şi apoi izolarea în anul 1989 (6) a 
polimerazei termostabile Taq din microorganismul Thermus aquaticus, 
alături de introducerea termo-cicloarelor moderne cu elemente Peltier au 
făcut ca această tehnologie să devină aplicabilă pe scară largă, 
revoluţionând biologia moleculară şi nu numai. La ora actuală, 
majoritatea tehnicilor de investigare pe bază de acizi nucleici, fie că este 
vorba despre studii de metagenomică, obţinerea unei proteine 
recombinate, identificarea unor mutaţii, secvenţierea, clonarea sau 
cuantificarea expresiei unei gene au la bază diverse variante ale tehnicii 
de amplificare enzimatică in-vitro a ADN-ului. 
 Simplitatea şi robusteţea deosebite ale acestei tehnici permit ca şi 
o persoană fără prea multe cunoştinţe de biologie moleculară să poată 
pune la punct o reacţie de amplificare PCR cu un minimum de efort (7). 
Popularitatea deosebită şi faptul că a fost aplicată într-o sumedenie de 
domenii variate atrag în mod paradoxal şi o serie de dezavantaje, 
principalul fiind multitudinea de variante şi modificări care au fost aduse 
acestei tehnici. Cercetătorul începător se va afla astfel în dificultate atunci 
când, în funcţie de rezultatul aşteptat, va trebui să aleagă o variantă sau 
alta. Datorită diversităţii deosebite în ceea ce priveşte dimensiunea şi 
secvenţa fragmentului de ADN ce se doreşte a fi amplificat, sursa de ADN 
folosită ca matriţă şi tipul polimerazei utilizabile, nu există la ora actuală 
un protocol standard care să funcţioneze în orice condiţii. Din acest motiv, 
în acest capitol este prezentat un protocol general de amplificare a  
ADN-ului alături de o serie de indicaţii legate de parametrii esenţiali ai 
amplificării, constituindu-se astfel ca punct de plecare în dezvoltarea unor 
metode adaptate specific secvenţei de amplificat.  
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V.1 Amplificarea enzimatică in vitro a ADN-
uluisau PCR 

   Procesul de amplificare enzimatică in vitro a ADN-ului constă în 
repetarea ciclică a trei etape (Figura 16).  
 

 FIGURA 16. Schema simplificată a unui ciclu PCR. 
   
 Prima etapă a reacţiei PCR constă în incubarea amestecului de 
reacţie alcătuit din sursa de ADN-matriţă, polimeraza Taq, 
oligonucleotidele amorsă (primer) şi cele 4 deoxiribonucleozide-trifosfat 
la temperatura de 94oC timp de un minut. Parcurgerea acestei etape 
conduce la separarea catenelor ADN-ului dublu-catenar din amestec, 
adică la denaturarea ADN-ului. 
 A doua etapă presupune incubarea amestecului de reacţie la o 
temperatură dictată de temperatura de topire a oligonucleotidelor amorsă 
(primer). În această etapă are loc legarea oligonucleotidelor amorsă 
(primer) de ADN-ul monocatenar obţinut în etapa anterioară, pe bază de 
complementaritate la nivel de secvenţă. 

Un ciclu  
PCR complet 

1. Denaturare 

2. Legare 3. Sinteză 

ADN-ul este denaturant prin 
încălzire la  94oC 

Oligonucleotidele amorsă (primer) 
se leagă de ADN-ul ţintă 

ADN-polimeraza extinde 
oligonucleotidele amorsă (primer) 
şi sintetizează noi catene de ADN
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 A treia etapă implică incubarea amestecului din etapa anterioară la 
temperatura de 72oC pentru un interval de timp variabil, cuprins între  
20 secunde până la 2 minute. Enzima Taq devine activă şi adaugă 
nucleotide la capătul 3`-OH al oligonucleotidelor amorsă legate, 
extinzându-le. Nucleotidele sunt adăugate în ordinea dictată de 
complementaritatea cu ADN-ul matriţă. În acest mod are loc sinteza unei 
noi molecule de ADN dublucatenar. Una dintre catenele acestei molecule 
este catena originală, matriţă, iar a doua este catena nou sintetizată, care 
încorporează oligonucleotida amorsă (primer). 
 Cele trei etape alcătuiesc un ciclu care este repetat în mod obişnuit 
de 30-35 ori, întregul proces durând în jur de 3-4 ore. În etapa de legare a 
primului ciclu, oligonucleotidele amorsă (primer) se leagă doar de 
catenele separate ale ADN-ului sursă, iar catenele nou sintetizate sunt clar 
definite doar la capătul 5` (cel reprezentat de oligonucleotida amorsă). 
Poziţia capătului 3` depinde de durata etapei de sinteză şi poate fi 
variabilă. După primul ciclu PCR se obţine un amestec de molecule de 
ADN sursă şi ADN nou sintetizat de dimensiuni variabile. În ciclurile 
următoare sunt utilizate ca matriţă şi catenele nou sintetizate, ceea ce face 
ca pe măsură ce procesul înaintează, moleculele nou sintetizate să 
încorporeze treptat, la ambele capete, oligonucleotidele amorsă (primer). 
 Faptul că la fiecare ciclu nou se utilizează ca matriţă şi catenele 
sintetizate în etapele anterioare face ca sinteza ADN-ului pornind de la 
noile catene să fie un proces exponenţial, înlănţuit. Sinteza ADN-ului 
pornind de la catenele originale decurge însă liniar astfel încât, la sfârşitul 
celor 30-35 cicluri, produsul rezultat în urma amplificării (numit 
amplicon) va fi format predominant din catene sintetizate în ultimele 
cicluri (1). Acestea au capetele clar definite de cele două oligonucleotide 
amorsă (primer). Astfel, în cursul unei reacţii de amplificare enzimatică in 
vitro a ADN-ului (PCR), are loc multiplicarea exponenţială, înlănţuită a 
fragmentului de ADN cuprins între cele două oligonucleotide amorsă 
(primer) (Figura 17).  
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FIGURA 17. Reprezentarea grafică a ciclurilor succesive în reacţia de amplificare 
in vitro a ADN-ului.  
De notat faptul că, deşi catenele ADN-ului matriţă (reprezentate cu negru) sunt 
copiate de-a lungul întregului proces, numărul catenelor nou sintetizate 
(reprezentate cu gri) creşte exponenţial, deoarece ele însele pot funcţiona ca 
matriţă. 

Ciclul 1 

Ciclul 2 

Ciclul 3 
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Cele 3 etape obligatorii ale reacţiei PCR pot fi la ora actuală 
completautomatizate prin intermediultermocicloarelor. Acestea sunt 
dispozitive termice cu unul sau mai multe elemente Peltier care au 
capacitatea de a modifica în mod controlat, cu precizie şi viteză mare 
temperatura unui bloc de incubare în care este amplasat amestecul de 
reacţie. În mod curent, la programarea unui termociclor, pe lângă cele trei 
etape obligatorii pentru realizarea amplificării in vitro a ADN-ului, se 
adaugă trei etape suplimentare care nu se repetată: 

1. denaturarea iniţială– constă în menţinere timp de 5 minute a 
amestecului PCR la temperatura de 95oC pentru denaturarea 
completă a ADN-ului matriţă sau a celulelor, atunci când acestea 
sunt utilizate direct ca sursă de ADN; 

2. finalizarea sintezei– după realizarea celor 30-35 cicluri, 
menţinerea timp de 10 minute la temperatura de 72oC are rolul de 
a permite  finalizare sintezei tuturor catenelor la care s-a început 
extensia; 

3. menţinerea amestecului de reacţie la temperatura de 4-12oC este 
etapa finală, în general fără limită de timp, care are rolul de a 
păstra probele la o temperatură optimă până la intervenţia 
operatorului.  

Amplificarea enzimatică in vitro a fragmentelor 
de ADN de până la 4 kb 

Principiul metodei 

 Amplificarea enzimatică in vitro a ADN-ului sau PCR-ul este o 
reacţie de replicare enzimatică în lanţ a ADN-ului matriţă mediată de 
oligonucleotidele amorsă (primer). Reacţia are la bază: 

1. proprietatea oligonucleotidelor amorsă (primer) de a se lega, la o 
anumită temperatură de molecula ADN matriţă, expunând astfel 
un capăt 3`-OH; 

2. proprietatea polimerazei termostabile Taq de a încorpora 
nucleotide pe bază de complementaritate în direcţia 5`-3`, 
începând cu capătul 3`-OH al oligonucleotidelor amorsă (primer). 
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Aplicaţii: 

1. izolarea unui fragment specific de ADN dintr-o probă de ADN 
genomic; secvenţa şi dimensiunea fragmentului izolat sunt 
controlate prin intermediul celor două oligonucleotide amorsă 
(primer) (Figura 18); 

2. amplificarea specifică a unor fragmente de până la 4 kb cuprinse 
între cele două oligonucleotide amorsă (primer); ADN-ul de 
amplificat poate fi de orice provenienţă (animal, vegetal, bacterian 
sau viral); moleculele de ARN (ARN total, mesager, viral, de 
transfer sau ribozomal) pot funcţiona ca matriţă doar după ce au 
fost convertite în aşa numitul ADN complementar (ADNc) prin 
utilizarea unei revers-transcriptaze (8),(9); în general, în urma unei 
reacţii PCR se obţin 0,25-0,5 µg (sau 105 copii) ADN amplificat 
(1); 

3. oligonucleotidele amorsă (primer) trebuie să fie perfect 
complementare cu secvenţa de amplificat doar la capătul 3`; la 
celălalt capăt acestea pot conţine, de exemplu, situs-uri de 
restricţie pentru enzime ce vor fi încorporate în secvenţa 
amplificată; 

4. deşi în principiu reacţia poate avea loc pornind chiar de la o 
singură moleculă ADN matriţă, în practică, proba de amplificat 
trebuie să conţină minimum 105 molecule ADN cu secvenţa de 
amplificat, sau o cantitate de ADN genomic de ordinul 
microgramelor. 

Limitări: 

1. deşi permite izolarea unui fragment specific de ADN, acest lucru nu 
este echivalent cu purificarea acestuia; metoda nu elimină complet 
ADN-ul contaminant dintr-o probă dată ci, prin multiplicarea 
extensivă a fragmentului de interes acesta devine predominant; pentru 
eliminarea completă a ADN-ului contaminant din probă este necesară 
utilizarea unor tehnici suplimentare (electroforeză în geluri de 
agaroză urmată de izolarea fragmentului de interes din gel); 
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2. deşi ADN-ul matriţă nu trebuie să fie foarte pur, procesul de 
amplificare se desfăşoară cu dificultate sau deloc în cazul în care 
acesta este puternic fragmentat.  

 

 

FIGURA 18. Localizarea oligonucleotidelor amorsă (primer).  
Acestea trebuie să flancheze fragmentul de ADN de amplificat şi permit izolarea 
acestuia dintr-o probă complexă, precum ADN-ul genomic.  

ADN genomic 

Secvenţa ADN de amplificat  

Oligonucleotidele amorsă (primer) se leagă de câte una din catenele de 
ADN şi flanchează secvenţa de amplificat  
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Materiale necesare: 

1. sursa de ADN ce conţine fragmentul care urmează a fi amplificat 
cu o concentraţie de ordinul μg ADN/μl; puritatea preparatului de 
ADN utilizat ca sursă nu este esenţială, putând fi utilizat cu succes fie 
ADN-ul purificat prin una din metodele descrise în capitolul IV– 
Metode şi tehnici folosite pentru izolarea şi purificarea ADN-ului, 
pagina 73, fie amestecul de reacţie în care s-a realizat reverstranscripţia, 
sau chiar o suspensie celulară; în cursul realizării amestecului pentru 
PCR, sursa de ADN trebuie să fie însă suficient de diluată pentru a 
preîntâmpina eventualul efect inhibitor al contaminanţilor; 

2. setul de oligonucleotide amorsă (primer) complementare cu 
secvenţa de amplificat; pentru detalii privind modul de selecţie a 
secvenţei acestora, consultaţi subcapitolul V.2 –Criterii pentru 
alegerea oligonucleotidelor amorsă (primer), pagina126); în general, 
oligonucleotidele amorsă se livrează sub formă liofilizată; înainte de 
utilizare, în fiecare microeprubetă cu oligonucleotid se adaugă apă 
distilată sterilă astfel încât să se obţină o concentraţie finală de  
10 picomoli/μl; 

3. apă distilată sterilă; 
4. ADN polimerază – la ora actuală, un număr foarte mare de 

furnizori pun la dispoziţie o gamă variată de polimeraze 
termorezistente (Tabel 4); selecţia uneia sau alteia trebuie să se facă 
ţinând cont de fidelitatea enzimei, adică de abilitatea acesteia de a 
insera cu precizie nucleotide pe catena ADN nou sintetizată, în strânsă 
complementaritate cu catena veche; deşi problema fidelităţii 
polimerazelor este una deosebit de complexă (10), ea a fost redusă 
strict la prezenţa activităţii exonucleazice 3'-5' prin care enzima are 
capacitatea de a corecta eventualele greşeli de inserţie; cum activitatea 
exonucleazică atrage după sine un randament mai mic al vitezei de 
amplificare, utilizarea unui anumit tip de polimeraze depinde de 
cantitatea de ADN necesară la sfârşitul reacţiei şi de utilizările 
ulterioare ale ADN-ului; în aplicaţiile comune, care nu necesită o 
precizie foarte mare, se utilizează frecvent enzime cu fidelitate redusă, 
în principal datorită costului de achiziţie mai redus; în aplicaţiile în 
care secvenţa fragmentului amplificat este esenţială (clonarea unei 
gene sau secvenţierea acesteia), se vor utiliza enzime cu fidelitate 
crescută (de exemplu PfuUltra); 
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TABEL 4. Principalele caracteristici ale diverselor tipuri de polimeraze ADN- 
dependente utilizate în PCR 

Denumire 
comercială 

Activitate 
exonucleazică 

3'-5' 

Fidelitate Stabilitate 
termică (timp de 

înjumătăţire) 

Viteză 
de 

sinteză 
(kb/min) 

Taq DNA 
polymerase 

Absentă Foarte 
mică  

40-60 minute la 
95oC 

3-10 

Fragmentul 
Stoffel 

Absentă Foarte 
mică 

21 minute la 
97,5oC 

8 

Tth DNA 
polymerase 

Absentă Foarte 
mică 

– 1,5 

rTth XL Foarte slabă Redusă – – 

UlTma DNA 
polymerase 

Prezentă, dar 
slabă 

Redusă 50 minute la 
97,5oC 

– 

Pfu DNA 
polymerase 

Prezentă Mare 1140 minute la 
95oC 

3 

Pfu DNA 
polymerase 
(Exo-form) 

Absentă Foarte 
mică 

1140 minute la 
95oC 

– 

Pfu DNA 
polymerase 
Deep Vent 

Prezentă Mare 1380 minute la 
95oC 

>5 

Tli Pol (Vent) Prezentă Mare 402 minute la 95oC 4 

Tbr DNA 
polymerase 
(Dynazyme) 

Absentă Mică 150 minute la 96oC  

Platinum Pfx Prezentă Mare 720 minute la 95oC 6-18 

Platinum Taq Absentă Mică 96 minute la 95oC 4-10 

Taq Pol Prezentă Mare 30 minute la 75oC – 
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Metoda generală propusă foloseşte rTaq polimeraza (GE Healthcare), 
o proteină recombinată de 94 kDa a cărei genă a fost izolată din Thermus 
aquaticus şi exprimată sub formă recombinată în E. coli. Activitatea 
polimerazică 5'-3' maximă este în intervalul de temperatură de 70-80°C. 
Enzima este foarte termostabilă, cu un timp de înjumătăţire de  
35-40 minute la 95°C, adică echivalentul a 100 cicluri PCR. Producătorul 
livrează enzima într-o soluţie tampon cu 50% glicerol care conţine 5 U/μl.  

5. soluţie tampon PCR 10X – Tris-HCl 100 mM, pH 8,3, KCl  
500 mM, MgC12 15 mM, albumină serică bovină (BSA) 0,01% 
(w/v) (11); 1 ml soluţie tampon PCR se prepară prin amestecarea a 
100 μl Tris-HCl lM, pH 8,3, 500 μl KCl 1 M, 15 μl MgC12 1 M, 
10 μl BSA 1% şi 375 μl apă distilată, după care se sterilizează prin 
autoclavare; conţinutul acestei soluţii poate varia în funcţie de 
enzima utilizată, motiv pentru care fiecare producător livrează şi 
această soluţie; 

6. soluţie stoc deoxiribonucleozide-trifosfat (dNTP) – în general, 
acestea se achiziţionează sub forma unui set de 4 fiole, fiecare 
conţinând o soluţia 100 mM a unui deoxiribonucleozid-trifosfat;  
100 μl soluţie stoc se prepară prin pipetarea într-o microeprubetă a 
câte 10 μl soluţie 100nM din fiecare dNTP (ATP, dTTP, dGTP, 
dCTP) şi 60 μl apă distilată sterilă; 

7. soluţie MgCl2 25 mM (facultativ) – poate fi utilizată atunci când 
este necesară îmbunătăţirea randamentului reacţiei; în general, 
creşterea concentraţiei de Mg2+ duce la scăderea specificităţii 
amplificării; concentraţia optimă este dependentă de concentraţia 
de dNTP şi oligonucleotide primer utilizată, dar şi de concentraţia 
ADN-ului matriţă; acesta este motivul pentru care acest parametru 
trebuie particularizat pentru fiecare amplificare în parte; gama de 
concentraţie în care se utilizează în mod curent MgCl2 este  
1-10 mM concentraţie finală;randamentul reacţiei sau 
specificitatea amplificării pot fi de asemenea modificate prin 
utilizarea diverşilor aditivi, efectul fiecăruia fiind prezentat în 
Tabelul 5; 
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TABELUL 5. Principalii aditivi utilizaţi pentru îmbunătăţirea randamentului reacţiei 
de amplificare in-vitro a ADN-ului 

Aditiv Mod de acţiune Concentraţie finală în 
amestecul PCR la care 
se manifestă efecte 

Etanol – Uşoară îmbunătăţire la 
10% 

Uree Scade Tm
*-ul 

oligonucleotidelor amorsă 
Uşoară îmbunătăţire la 
10%, efecte inhibitorii la 
1 M 

DMSO Scade Tm
*-ul 

oligonucleotidelor amorsă 
Îmbunătăţire la 10% 

Formamidă Scade Tm
*-ul 

oligonucleotidelor 
amorsă; creşte 
specificitatea amplificării 

Îmbunătăţire la 1,5-10%, 
efecte inhibitorii la peste 
15% 

SDS Previne agregarea enzimei Efecte inhibitorii la peste 
0,01% 

Glicerol Scade Tm*-ul 
oligonucleotidelor amorsă 
şi măreşte rezistenţa la 
temeratură a polimerazei 

Îmbunătăţire la 5-20% 

Tween 
20/NP40 

– Tween 20 0,1-
0,05%(v/v), NP40 
0,05%(v/v)  

Triton X-100 Previne agregarea 
polimerazei 

0,01%(v/v) 

Albumină 
serică bovină

Neutralizează mulţi din 
compuşii ce inhibă 
amplificarea 
 
 

10-100 μg/ml 

Betaină – 0,5-1 M 
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Aditiv Mod de acţiune Concentraţie finală în 
amestecul PCR la care 
se manifestă efecte 

PEG 6000 – 5-15% 

Spermidină Reduce reacţia nespecifică 
dintre polimerază şi ADN 

5-15% (w/v) 

*Tm– temperatura de topire a oligonucleotidelor amorsă (engl. Melting temperature) 

 

8. microeprubete sterile pentru PCR– microeprubete de tip 
Eppendorf cu pereţii subţiri, care permit schimbul rapid de 
căldură; în mod curent se utilizează microeprubete de 0,2 ml dar 
reacţia se poate realiza şi în vase cu volume mai mari (0,5 ml) sau 
mai mici (microplăci); 

9. termociclor Biometra T Gradient sau echivalent – aparatul este 
esenţial pentru buna desfăşurare a reacţiei de amplificare şi de 
aceea la achiziţia acestuia trebuie luaţi în considerare o serie de 
parametri funcţionali, precum:  

– viteza de încălzire/răcire – în general, timpul necesar pentru 
ca blocul să ajungă de la 55oC la 94oC este de 30 secunde sau mai 
mult; cu cât timpul este mai mic, cu atât durata unei reacţii de 
amplificare va fi mai mică; 

– blocul termic pentru probe dimensionat la volumul  
micro-eprubetelor PCR utilizate; 

– capac cu încălzire – în lipsa acestuia, amestecul de reacţie 
condensează în interiorul eprubetei (sau microplăcii); în cazul 
utilizării unui termociclor fără capac încălzit, peste amestecul de 
reacţie se adaugă un strat de ulei mineral; 

– capacitate de a realiza gradient de temperatură – permite 
realizarea unui gradient de temperatură de-a lungul blocului 
termic, în aşa fel încât probele amplasate în diverse poziţii vor fi 
incubate la temperaturi diferite; acest lucru poate uşura foarte mult 
procesul de identificare a temperaturii optime de legare a 
oligonucleotidelor amorsă (primer); 

– capacitate de a programa aparatul şi de a salva programul în 
memoria acestuia în vederea utilizării ulterioare.  
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Mod de lucru:  

 În mod ideal, în vederea  diminuării contaminării cu ADN exogen, 
toate operaţiile necesare pentru realizarea reacţiei de amplificare in vitro a 
ADN-ului trebuie realizate într-o cameră dedicată acestui scop, folosind 
reactivi şi echipamente rezervate numai pentru PCR. Aceasta este de cele 
mai multe ori greu de realizat, dar totuşi pot fi luate câteva măsuri de 
prevedere pentru minimizarea contaminării. Astfel, utilizarea unor reactivi 
doar pentru reacţia PCR este esenţială. Rezervarea unor pipete strict 
pentru această operaţie şi utilizarea de vârfuri cu filtru pentru pipete sunt 
de asemenea două măsuri ce pot micşora nivelul de contaminare. 
Utilizarea mănuşilor de protecţie este obligatorie pe toată perioada 
manipulării reactivilor PCR. 
 Etapele realizării unei reacţii standard de amplificare in vitro a 
ADN-ului sunt: 
1. prepararea amestecului de reacţie (master mix) prin pipetarea într-o 
micro-eprubetă sterilă a reactivilor, conform indicaţiilor de mai jos;  

 

 Cantitate pentru o 
probă 

Cantitate pentru 10 
probe 

Oligonucleotide 
amorsă (primer) 

10 pmoli din fiecare 100 pmoli din fiecare 

Tampon PCR 10X 5 μl 5 μl 

stoc dNTP 10 mM  1 μl 10 μl 

Apă sterilă până la 48 μl* până la 480 μl* 

* – volumul de apă poate varia în funcţie de volumul de enzimă sau  
ADN-matriţă utilizat. 

 
În general, orice reacţie de amplificare a unei probe necunoscute 

trebuie însoţită de un control pozitiv (în care ADN-ul matriţă este prezent) 
şi un control negativ (în care ADN-ul matriţă lipseşte, util pentru detecţia 
eventualei contaminări); mai multe detalii despre necesitatea celor două 
tipuri de probe control pot fi identificate în lucrarea lui Gerstein şi Aoyagi 
(7);  
2. câte 48 μl din amestecul de reacţie se transvazează în numărul 
corespunzător de eprubete PCR sterilizate şi notate în prealabil; 
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3. se pipetează cu atenţie câte 1,5 μl soluţie ce conţine ADN-ul de 
amplificat; 
4. se programează termociclorul urmând indicaţiile producătorului pentru 
a realiza etapele necesare amplificării, după cum urmează:  
 
 Etapă Temp. 

(oC) 
Timp 
(min.) 

Observaţii 

1 Denaturarea 
iniţială,Hot-Start* 

95 5  

2 Denaturare 95 1  

3 Legarea 
oligonucleotidelor 
amorsă (primer) 

variabilă 2 Temperatura depinde de 
valoarea temperaturii de 
topire (Tm) specifice fiecărei 
pereche de oligonucleotide 
amorsă (primer)

4 Sinteză 72 variabil Timpul alocat depinde de 
dimensiunea fragmentului de 
ADN amplificat şi de viteza 
de sinteză a enzimei utilizate; 
o bună aproximare a vitezei 
de sinteză este de 1 kb/min.  

Etapele 2-4 se repetă de 30 de ori 

5 Finalizarea sintezei 72 10  

6 Finalizarea reacţiei 4 – are rolul de a păstra probele 
la o temperatură optimă până 
la intervenţia operatorului 

* –etapa de Hot-Start este necesară doar în cazul utilizării polimerazei Taq; pentru detalii 
consultaţi etapa 6 din protocol 
 
5. se amplasează micro-eprubetele PCR închise în locaşele blocului 
termic al termociclorului şi se porneşte programul presetat în etapa 
anterioară; 
6. la atingerea temperaturii de 95oC din etapa de denaturare iniţială, se 
adaugă câte 2,5 U enzimă (0,5 μl) şi se omogenizează prin pipetare sus-
jos; această etapă, în care enzima este introdusă după ce amestecul de 
reacţie a ajuns la temperatura de 95oC poartă numele de Hot-Start; 
 Necesitatea etapei de Hot-Start apare datorită faptului că, în 
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general, amestecul de reacţie se prepară pe gheaţă. Aceasta poate duce la 
legarea nucleotidelor amorsă (primer) în situs-uri nespecifice. Unele 
polimeraze (printre care şi Taq) au activitate polimerazică reziduală la 
temperaturi mici, fapt ce conduce la începerea amplificării din momentul 
adăugării enzimei în amestecul de reacţie. Prin adăugarea enzimei după 
atingerea unor temperaturi la care ADN-ul este denaturat se împiedică 
apariţia unor asemenea reacţii de amplificare nespecifice; în cazul 
utilizării unor enzime care nu necesită etapa de Hot-Start (de exemplu 
Pfu) acestea pot fi adăugate direct în amestecul de reacţie (master mix); 
7. după finalizarea programului PCR, microeprubetele se scot de pe 
blocul termic şi pot fi păstrate pentru perioade scurte la temperatura de 
4oC; randamentul reacţiei de amplificare se evaluează prin electroforeză 
în geluri de agaroză (pentru detalii, consultaţi capitolul VII – Separarea 
electroforetică a ADN-ului, pagina 147). 

V.2 Criterii pentru alegerea oligonucleotidelor 
amorsă (primer) 

 Întregul proces de amplificare in vitro a ADN-ului se bazează pe 
capacitatea oligonucleotidelor amorsă (primer) de a se lega de ADN-ul 
matriţă şi din acest motiv alegerea corectă a secvenţei acestora este 
elementul cheie ce poate face diferenţa dintre un PCR reuşit şi un eşec 
total. Specificitatea şi randamentul reacţiei PCR nu depind doar de un 
singur factor, ci sunt controlate atât de compoziţia amestecului de reacţie 
(conţinutul de Mg2+) cât şi de temperatura şi durata fiecărei etape a 
ciclului de amplificare. Aceasta uşurează procesul de selecţie a 
oligonucleotidelor amorsă (primer) şi face posibilă formularea unor reguli 
specifice de selecţie. Cunoscând secvenţa ADN-ului de amplificat şi 
respectând cele câteva reguli simple exemplificate mai jos, este posibilă 
în principiu alegerea unor oligonucleotide amorsă (primer) pentru 
amplificarea oricărei secvenţe ADN cu dimensiuni cuprinse între  
200-400 pb. Pentru fragmente de dimensiuni mai mari, procesul de 
selecţie a secvenţei optime se complică şi de aceea este indicat să se 
utilizeze programe computerizate specifice (Tabelul 6) (12).  
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TABELUL 6. Cele mai utilizate programe computerizate accesibile on-line utile în 
procesul de selecţie a oligonucleotidelor amorsă (primer) 

Program Adresă web

Primer3  http://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi 

GeneFisher2 http://bibiserv.techfak.uni–bielefeld.de/genefisher2/ 

Primer3Plus 
(13) 

http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi 

Oligo Calc 
(14) 

http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html 

Primer-
BLAST  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi?LINK_LOC=NcbiHomeAd 

 

 După identificarea secvenţei celor două nucleotide amorsă 
(primer) necesare pentru amplificarea secvenţei ADN de interes, acestea 
pot fi sintetizate în laborator (acolo unde există dotarea necesară) sau pot 
fi cumpărate direct de la distribuitorii specializaţi. În general, preţul este 
exprimat pe nucleotid şi depinde de puritatea necesară, oligonucleotidele 
fiind furnizate în stare liofilizată. 

 
Reguli generale pentru alegerea oligonucleotidelor amorsă 
 
1. Complementaritatea şi unicitatea secvenţei oligonucleotidelor amorsă 
(primer). Cel mai important parametru pentru selecţia secvenţei celor 
două oligonucleotide amorsă (primer) este, bineînţeles, capacitatea 
acestora de a se lega pe bază de complementaritate de secvenţă de 
molecula ADN de amplificat şi de a forma un duplex stabil cu aceasta. 
Situs-urile de legare trebuie să flancheze regiunea ADN de amplificat, să 
fie specifice pentru fiecare oligonucleotidă şi, de asemenea, să fie unice 
(să nu se repete în molecula de ADN matriţă). Deşi probabilitatea ca o 
secvenţă de dimensiunea unei oligonocleotide amorsă (primer) să se 
repete în fragmentele de 2-3 kb amplificate în mod obişnuit prin PCR este 
destul de mică, odată cu creşterea dimensiunii fragmentului de amplificat, 
probabilitatea creşte drastic. Din acest motiv, pentru ampliconi de 
dimensiuni mari este indicat să se utilizeze programe precum BLAST 
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pentru verificarea unicităţii secvenţei setului de oligonucleotide amorsă 
(primer) alese. 
 Complementaritatea de secvenţă cu molecula ADN-matriţă este 
esenţială la capătul 3'. Faptul că la capătul 5' există una până la trei baze 
care nu sunt complementare cu secvenţa de amplificat nu modifică 
randamentul reacţiei de amplificare. Acest lucru poate fi exploatat în 
sensul modificării specifice a secvenţei de amplificat. Prin introducerea 
unor situs-uri de restricţie pentru enzime în secvenţa oligonucleotidelor 
amorsă (primer), acestea vor fi încorporate în secvenţa amplificată. 
 
2. Să aibă o lungimea cuprinsă între 18 şi 28 nucleotide. Cu cât lungimea 
unei oligonucleotide este mai mare, cu atât specificitatea reacţiei PCR 
este mai mare, însă legarea la ADN-ul matriţă este mai puţin eficientă şi 
în consecinţă cantitatea de ADN obţinută în urma reacţiei de amplificare 
este mai mică. 
 
3. Să prezinte temperatura de topire cuprinsă între 52°C şi 60°C. 
Temperatura de topire (Tm) reprezintă temperatura la care jumătate din 
moleculele de oligonucleotid amorsă (primer) sunt asociate cu  
ADN-matriţă şi sunt o indicaţie a tăriei duplexului oligonucleotid-ADN 
format. Tm este un parametru care se calculează pentru fiecare 
oligonucleotid amorsă (primer) în parte şi este influenţat de secvenţa 
specifică a acestuia. Au fost descrise mai multe modalităţi de calcul ale 
valorii Tm, cea mai corectă folosind noţiunile de entalpie şi entropie-
funcţii de stare ale unui sistem termodinamic. În mod obişnuit, o 
modalitate simplă care permite aproximarea rapidă a valorii Tm pentru o 
oligonucleotidă dată foloseşte formula: 
 

 
 

 unde G, C, A, T  reprezintă numărul de G, C, A şi respectiv T din 
secvenţa oligonucleotidei amorsă (primer).  

  
În general, valoarea optimă pentru Tm este cuprinsă între 52°C şi 

60°C şi trebuie să aibă valori apropiate pentru ambele oligonucleotide 
amorsă (primer) utilizate. Valoarea lui Tm este utilă pentru stabilirea 
temperaturii optime din etapa de legare a ciclului PCR. Aceasta trebuie să 
fie mai mică cu câteva grade decât cea mai mică temperatură Tm a celor 
două oligonucleotide amorsă (primer). 
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4. Conţinutul de GC trebuie să fie între 40% şi 60%. 
 
5. Să formeze o aşa-zisă clemă GC. Prezenţa de până la trei nucleotide G 
sau C printre ultimele cinci nucleotide de la capătul 3' duce la asocierea 
mai puternică a oligonucleotidului amorsă cu ADN-ul matriţă,  
formându-se o aşa-numită clemă GC, ceea ce conduce la creşterea 
randamentului reacţiei de amplificare. Mai mult de trei nucleotide GC în 
ultimele cinci face foarte dificilă disocierea duplexului rezultat, ceea ce 
scade randamentul reacţiei.  
 
6. Să nu formeze structuri secundare specifice. Prezenţa în 
oligonucleotidele amorsă a structurilor secundare produse prin legături 
inter- sau intra-moleculare între nucleotide poate duce la scăderea drastică 
a randamentului de amplificare sau chiar la stoparea completă a reacţiei. 
Cele mai importante tipuri de structuri secundare care trebuie evitate sunt: 

a) ace de păr, precum cel exemplificat mai jos; 
 

5'–AGGCCTGACGGCCTAC 
         |||||||   G 
      3'–ACTGCCGTCAC 

 
b) auto-dimeri – se formează prin asocierea pe bază de 

complementaritate a două molecule ale unui oligonucleotid de 
acelaşi tip; 
 

5'–AGGCCTGACAGGCCATGC–3' 
|||||| ||||||      
3'–CGTACCGGACAGTCCGGA–5' 

 
c) hetero-dimeri – se formează prin asocierea pe bază de 

complementaritate a două molecule ale celor două 
oligonucleotide utilizate pentru amplificare;  
 

5'–AGGCCTGACAGGCCATGC–3' 
||| ||||   
3'–ACTTTCCGAGCATCACT–5'  
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7. Să nu conţină repetiţii. O repetiţie este o grupare de două nucleotide 
care se repetă succesiv, precum ATATATATAT. Numărul maxim de 
repetiţii acceptat este patru. 
8. Să nu conţină mai mult de patru repetiţii ale aceleiaşi baze, de forma:  

GCGGGGGATGGGGGG 
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VI. DETERMINAREA 
CONCENTRAŢIEI ACIZILOR 

NUCLEICI ÎN SOLUŢIE 

 Determinarea corectă a concentraţiei de acizi nucleici (ADN sau 
ARN) este un aspect esenţial pentru buna desfăşurare a etapelor ulterioare 
în cadrul unui experiment ce are în vedere manipularea acestor molecule 
(clonare, transformare). Alegerea şi utilizarea unei metode de dozare 
depinde, în principal, de necesităţile specifice ale experimentului, 
necesităţi exprimate de trei parametri: specificitate, sensibilitate şi 
prezenţa compuşilor care interferă. 
 În scopul dozării acizilor nucleici au fost propuse două abordări 
majore: 
– dacă proba este pură (fără cantităţi semnificative de proteine, fenol sau 
alţi acizi nucleici) metoda ce trebuie utilizată este determinarea directă a 
concentraţiei prin spectroscopie UV.  
– dacă proba conţine cantităţi mici de ADN sau cantităţi semnificative de 
impurităţi, concentraţia poate fi estimată folosind metode care presupun 
cuplarea acizilor nucleici cu diverşi derivaţi, complecşii rezultaţi fiind 
evaluaţi spectrofotometric sau fluorimetric.  

V.1 Determinarea concentraţiei acizilor nucleici 
prin spectroscopie UV-VIS 

Pentru determinarea concentraţiei acizilor nucleici prin 
spectroscopie UV-VIS se pot utiliza două metode mai importante: 

1. măsurarea directă a concentraţiei acizilor nucleici prin 
spectrometrie UV – metodă simplă şi sigură care poate fi folosită 
numai pentru soluţii pure şi concentrate;  

2. metoda Burton este specifică pentru ADN şi presupune liza 
acizilor nucleici şi determinarea conţinutului de deoxiriboză din 
probă; metoda are avantajul că poate fi utilizată pentru dozarea 



Biologie moleculară. Metode experimentale 134 

directă a acizilor nucleici din lizate celulare; Watterborg şi 
Mathews (1) realizează o descriere amănunţită a acestei metode. 

Determinarea concentraţiei acizilor nucleici 
prin spectroscopie UV 

 Atât ADN-ul cât şi ARN-ul absorb în UV, având un maxim la  
260 nm datorită bazelor azotate purinice şi pirimidinice. Experimentele au 
arătat că o valoare a absorbanţei (A) citită la spectrofotometru la lungimea 
de undă de 260 nm egală cu unitatea corespunde unei soluţii care conţine 
aproximativ 50 μg/ml ADN dublu-catenar, 40 μg/ml ADN (ARN) 
monocatenarsau33 μg/ml polinucleotide monocatenare (2).  
 Prin urmare, determinarea concentraţiei acizilor nucleici s-ar putea 
realiza direct prin măsurarea absorbanţei soluţiilor la lungimea de undă de 
260 nm şi aplicarea directă a legii Lambert-Beer. Acizii nucleici nu sunt 
însă singurii compuşi care absorb la această lungime de undă. Spectrul de 
absorbţie a principalilor contaminanţi (proteine şi fenol) arată că şi aceştia 
absorb la lungimea de undă de 260 nm, prezentând, de asemenea, maxime 
la 230 nm (fenolul şi urea) (3) şi 280 nm (proteinele). În cazul unei soluţii 
pure de ADN şi ARN, raportul dintre valorile înregistrate la 260 nm şi 
280 nm se situează între 1,8 şi 2. Dacă acest raport este mai mic decât 1,6 
valoarea reprezintă o indicaţie a contaminării cu proteine iar dacă este mai 
mare decât 2 înseamnă că proba este contaminată cu fenol, alcooli sau 
nucleotide. În oricare din cele două situaţii metoda nu va furniza rezultate 
precise.  
 Deşi o simplă citire a absorbţiei la lungimea de undă de 260 nm ar 
putea fi utilizată pentru estimarea concentraţiei unei soluţii de ADN, 
această abordare este foarte sensibilă la prezenţa contaminanţilor. Din 
acest motiv se preferă măsurarea concentraţiei acizilor nucleici la mai 
multe lungimi de undă. În practică, cea mai folosită pereche de lungimi de 
undăeste260-280 nm care furnizează informaţii legate de contaminarea cu 
proteine. Absorbanţa soluţiilor la 230 nm oferă indicaţii legate de 
contaminarea cu fenol, iar evaluările la 325 nm indică prezenţa unor 
substanţe particulare. 
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Principiul metodei 

 Metoda se bazează pe capacitatea acizilor nucleici de a absorbi 
radiaţii UV. Soluţia de analizat se diluează corespunzător în tampon şi se 
măsoară absorbanţa la 260 nm. Concentraţia de ADN se calculează în 
funcţie de tipul de probă, ţinând cont că valoarea 1 corespunde unei 
concentraţii de 50 μg/ml ADN dublu-catenar, 40 μg/ml ADN (ARN) 
monocatenar sau 33 μg/ml polinucleotide monocatenare. 

Avantaje: 

1. simplitate – nu sunt necesare decât un spectroforometru UV şi 
cuve din cuarţ; 

2. costuri reduse – practic nu se utilizează nici un material consumabil; 
3. nu se utilizează reactivi toxici şi nu se generează deşeuri toxice; 
4. după determinarea concentraţiei, proba se poate recupera şi utiliza. 

Limitări: 

1. poate fi cuantificat numai ADN-ul purificat, lipsit de contaminanţi; 
2. pot fi cuantificate numai soluţii concentrate, intervalul de detecţie 

fiind unul relativ îngust, 1-50 μg/ml; 
3. valorile înregistrate pot varia mult în funcţie de condiţiile locale, 

în principal de pH-ul şi tăria ionică a soluţiei (4); 
4. metoda nu poate face distinţie între ADN şi ARN. 

Materiale necesare: 

1. soluţie tampon TNE 10X – Tris bază 100 mM, NaCl 1 M, EDTA  
10 mM, pH 7,4: 1,21 g TRIS bază, 0,371 g EDTA şi 11,68 g NaCl 
se dizolvă în 75 ml apă distilată şi se corectează pH-ul la 7,4 cu 
HCl concentrat; se completează volumul la 100 ml cu apă distilată 
şi se păstrează la temperatura camerei;  
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2. soluţie tampon TNE 1X – se prepară prin diluarea a 1 ml tampon 
TNE 10X cu 9 ml apă distilată; 

3. două cuve pentru spectrofotometru, din cuarţ, împerecheate, cu 
drumul optic de 1 cm; pot fi folosite cuve de diverse volume, 
indicate sunt cele semi-micro (800 μl), deoarece permit utilizarea 
unor volume mici (de până la 400 μl); 

4. spectrofotometru UV. 

Mod de lucru: 

1. se pipetează soluţie tampon TNE 1X în cuva de spectofotometu şi 
se plasează în aparat; 

2. se fixează lungimea de undă la 260 nm şi se stabileşte punctul de 
zero al aparatului cu proba martor; 

3. soluţia de analizat se diluează în tampon TNE în aşa fel încât 
concentraţia finală să fie 1X (de exemplu, 100 μl TNE 10X, 500 μl 
probă şi 400 μl apă distilată); este foarte important ca proba de 
analizat să fie măsurată în aceeaşi soluţie ca şi martorul; 

4. proba de analizat în soluţie TNE 1X se introduce în cuva 
spectrofotometrului şi se fac măsurători succesive la 280 nm, 260 nm 
şi 230 nm înainte de a trece la următoarea probă. 

Cel mai frecvent această determinare poate fi realizată cu ajutorul 
programelor specializate pentru analiza acizilor nucleici cu care sunt 
dotate spectrofotometrele (Multi-wavelenght). Dacă aparatul nu are 
pre-setat un astfel de program, se modifică lungimea de undă după 
fiecare măsurătoare, verificându-se de fiecare dată martorul; 

5. se determină concentraţia în acizi nucleici la 260 nm şi se 
calculează cu una din ecuaţiile: 

ADN 
dublucatenar:  

ADN 
dublucatenar:  

ADN 
monocatenar: 
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ADN 
monocatenar:  

ARN 
monocatenar:   

Oligonucleoti
de: 
 
unde: – S este mărimea moleculei de ADN în kpb 
 – N reprezintă numărul de resturi de adenină    
 (A), citozină (C), guanină (G) şi timină (T)    
 (Gallagher, 2007 (5)  
 

7. Se estimează gradul de puritate al probei de acizi nucleici folosind 
raportul A260/A280 şi valorile A230 şi A325; în general, raportul 
A260/A280 trebuie să se situeze în intervalul 1,8-2; valori mai mici 
de 1,8 semnalează contaminare cu proteine, valori mai mari 
semnalează contaminare cu fenol sau nucleotide libere; în Tabelul 7 
sunt prezentate valori obişnuite ale unei probe de ADN pure. 

TABEL 7.Valori ale absorbanţei unei probe de ADN înalt purificat cu concentraţia  
25 μg/ml în tampon TNE 1X 

Lungime de undă 
(nm) 

Absorbanţă Observaţii 

325 0,01 
valori mai mari semnalează 
contaminare cu fenol sau uree 

280 0,28 – 

260 0,56 – 

230 0,3 
valori mai mari indică prezenţa materiei 
particulate (proba este tulbure) 
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V.2. Determinarea concentraţiei acizilor nucleici 
prin fluorimetrie 

 Utilizarea fluorimetriei pentru măsurarea concentraţiei soluţiilor 
de ADN a devenit din ce în ce mai populară datorită simplităţii şi mai ales 
sensibilităţii foarte mari. Pentru cuantificarea soluţiilor sunt utilizaţi trei 
compuşi care au capacitatea de a se cupla cu moleculele de acizi nucleici: 
bromura de etidiu (EtBr), colorantul HOECHST 33258 şi colorantul 
fluorescent ultrasensibil PicoGreen. 
 Metoda descrisă în continuare foloseşte bromura de etidiu. 
Principalul dezavantaj se referă la efectul cancerigen al bromurii de 
etidiu, ceea ce face necesară inactivarea tuturor deşeurilor rezultate. De 
asemenea, metoda nu decelează între ADN şi ARN.  

De-a lungul timpului au apărut diferite variante ale metodei cu 
bromură de etidiu, cele mai cunoscute fiind cele ce folosesc electroforeza 
în geluri de agaroză sau metoda mult simplificată bazată pe utilizarea 
foliei de plastic.  
 HOECHST 33258 este un fluorocrom care are afinitate mică 
pentru ARN, motiv pentru care este specific pentru ADN. Compusul 
poate fi folosit pentru determinarea concentraţiei ADN-ului în extracte 
brute sau în soluţii purificate, cu o sensibilitate de 0,01-15 μg/μl (6). 
Legarea HOECHST 33258 de ADN este dependentă de secvenţa de ADN, 
manifestând afinitate pentru zonele bogate în AT. Mai multe detalii despre 
această metodă se pot găsi în colecţia Current Protocols - Essential 
Laboratory Techniques (6). 
 PicoGreen este un alt fluorocrom care se leagă de molecula de 
ADN într-o manieră independentă de secvenţa de ADN. Cu ajutorul lui se 
pot detecta cantităţi de până la 25 pg/ml ADN dublu-catenar, ceea ce 
înseamnă o sensibilitate de 400 ori mai mare decât în cazul HOECHST 
33258. Deşi nu există indicaţii referitoare la faptul că acest compus este 
toxic, el trebuie manipulat cu atenţie, nefiind încă suficient testat cu 
privire la gradul de toxicitate. O descriere mai în detaliu a avantajelor şi 
dejavantajelor utilizării colorantului picogreen, alături de metodologia de 
lucru, poate fi găsită în manualul de lucrări de laborator editat de 
Sambrook et al.(2). 
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Determinarea concentraţiei acizilor nucleici 
folosind bromura de etidiu 

 Deşi bromura de etidiu este frecvent folosită pentru evidenţierea 
acizilor nucleici în geluri, compusul poate fi utilizat şi la determinarea 
concentraţiei acestor macromolecule în soluţie (5). La baza metodei de 
dozare stă acelaşi principiu ca şi în cazul protocolului de evidenţiere a  
ADN-ului pe geluri, care se referă la proprietatea bromurii de etidiu de a 
se cupla cu moleculele de ADN sau ARN conducând la dezvoltarea unei 
fluorescenţe pronunţate. 
 Pentru cuantificarea propriu-zisă este necesară realizarea unei 
curbe de etalonare cu ajutorul unei soluţii de ADN de concentraţie 
cunoscută. Fluorescenţa probelor dezvoltate în prezenţa bromurii de etidiu 
este apoi măsurată cu ajutorul unui fluorimetru, la lungimi de undă de  
302 nmsau 546 nm pentru excitaţie şi 590 nm pentru emisie şi vor 
reprezenta puncte pe curba de etalonare,  

Avantaje: 

1. metoda poate fi utilizată pentru soluţii parţial purificate de ADN şi 
ARN; 

2. metoda are o sensibilitate 1-5 ng, mai mare decât metoda care 
foloseşte spectrometria UV (7); 

3. metoda nu este influenţată de secvenţa moleculei (ADN sau ARN) 
cum se întamplă în cazul utilizării fluorocromului HOECHST 
33258 (6). 

Limitări: 

1. metoda nu poate decela între ADN şi ARN; 
2. toxicitate mare a compusului utilizat pentru dozare, generare de 

deşeuri toxice care trebuie atent inactivate; 
3. intensitatea coloraţiei variază în funcţie de tipul de acizi nucleici: 

moleculele de ADN monocatenar şi ARN-ul ribozomal dau un 
semnal redus la jumătate faţă de ADN-ul dublucatenar, ADN-ul 
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circular leagă mai puţin EtBr decât ADN-ul liniar; comentarii 
detaliate privind parametrii care influenţează intensitatea 
semnalului în această metodă pot fi găsite în lucrarea scrisă de Le 
Pecq (7). 

Materiale necesare: 

1. soluţie tampon TNE 10X – TRIS bază 100 mM, EDTA 10 mM, 
NaCl 1 M, pH 7,4 – 1,21 g TRIS bază, 0,371 g EDTA, 11,68 g 
NaCl se dizolvă în 75 ml apă distilată şi se corectează pH-ul la 7,4 
cu HCl concentrat; se completează la 100 ml cu apă distilată si se 
păstrează la temperatura camerei; 

2. soluţie stoc bromură de etidiu 1 mg/ml – 100 mg bromură de 
etidiu se dizolvă în 100 ml apă distilată; soluţia se păstrează la 
temperatura de 4oC, protejată de lumină; 
 

 Bromura de etidiu (EtBr) se intercalează între catenele de 
ADN şi poate fi transformată de enzimele din ficat în 
derivaţi cu puternic efect mutagen şi posibil carcinogen 
(15). La concentraţii mari substanţa are efect iritant pentru 
ochi, piele şi tractul respirator. Manipularea soluţiilor şi 
obiectelor contaminate cu bromură de etidiu se realizează 
numai cu mănuşi de protecţie cu nitril. Soluţiile şi 
materialele contaminate nu trebuie amestecate cu reziduuri 
obişnuite deoarece necesită măsuri speciale pentru 
decontaminare. 

 
 

3. soluţie bromură de etidiu de lucru – 10 ml soluţie tampon TNE 
10X se diluează cu 89,5 ml apă distilată; soluţia obţinută se 
filtrează printr-un filtru cu porozitatea de de 0,45 μm şi apoi se 
adaugă 0,5 ml soluţie bromură de etidiu 1 mg/ml; soluţia se 
păstrează la temperatura de 4oC, protejată de lumină; 

4. soluţie standard ADN;  
5. cuve pentru fluorimetrie. 
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Mod de lucru: 

1. 2 ml soluţie bromură de etidiu de lucru se pipetează în cuva 
fluorimetrului şi se fixează lungimile de undă pentru determinarea 
excitaţiei la 302 nm (cuvă din cuarţ) sau 546 nm (cuvă din sticlă) 
şi emisiei la 590 nm; se stabileşte zero pe aparat sau se citeşte 
cantitatea de lumină emisă, după caz; 

2. se adaugă 2 μl soluţie ADN standard în cuva din camera 
fluorimetrului şi se agită fie prin pipetare, fie prin acoperirea cuvei 
cu parafilm şi răsturnarea ei; se citeşte şi se notează cantitatea de 
lumină emisă la toate probele cu soluţie standard, amestecând 
soluţia standard de fiecare dată cu soluţie de bromură de etidiu de 
lucru proaspătă; 

3. probele de analizat se măsoară în aceeaşi manieră ca şi probele 
standard notându-se extincţia; concentraţia finală de bromură de 
etidiu în cuva de măsurare este suficientă pentru determinarea unei 
concentraţii de ADN de până la 1000 ng/ml; creşterea 
concentraţiei de bromură de etidiu la 10 μg/ml va mări spectrul de 
aplicabilitate al metodei până la 10 μg/ml ADN; în cei 2 ml soluţie 
bromură de etidiu de lucru se pot adăuga până la 10 μl soluţie de 
analizat; 

4. concentraţiile probelor necunoscute se determină cu ajutorul 
curbei de etalonare. 

Determinarea concentraţiei acizilor 
nucleicifolosind metoda cu folie din plastic 

 Această metodă derivă din cea descrisă anterior, fiind însă mult 
mai simplă şi necesitând o dotare minimă, putând fi realizată în orice 
laborator care are în dotare o lampă UV sau un transiluminator. 
 Proba de analizat este plasată pe o folie din plastic sub forma unei 
picături alături de o picătură de soluţie standard. Peste ambele probe se 
adaugă aceeaşi cantitate de bromură de etidiu şi se apreciază cantitatea de 
ADN sub lumină ultravioletă. 



Biologie moleculară. Metode experimentale 142 

Avantaje: 

1. simplitate deosebită; 
2. nu necesită aparatură specială; 
3. utilizează o cantitate minimă de reactivi şi în consecinţă 

reziduurile periculoase sunt relativ reduse; 
4. în loc de soluţie de bromură de etidiu se poate folosi colorantul 

SYBR Gold (6). 

Limitări: 

1. – nu se poate decela ADN de ARN; 
2. – precizie mică, aprecierea concentraţiei făcându-se vizual. 

Materiale necesare: 

1. folie din plastic transparentă pentru UV; 
2. transiluminator sau lampă UV; 
3. soluţie de ADN de concentraţie cunoscută; 
4. soluţie bromură de etidiu 2 μg/ml în tampon TE (TRIS-HCl  

10 mM şi EDTA 1 mM) pH 7,6. 

Mod de lucru: 

1. o bucată de folie din plastic transparentă se aşează pe suprafaţa 
transiluminatorului; dacă se va folosi o lampă UV, folia se aşează pe o 
hârtie de culoare neagră; 

2. pe folia din plastic se pipetează 1-5 μl probă de analizat; 

3. alături se pipetează, în ordine, volume egale dintr-o serie de soluţii cu 
concentraţii cunoscute de ADN (0; 1; 2,5; 5; 10 şi 20 μg/ml); 

4. în fiecare picătură se adaugă volume egale de bromură de etidiu de 
concentraţie 2 μg/ml şi se agită prin pipetări repetate sus-jos; 
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5. spoturile obţinute se vizualizează sub lumină UV şi se apreciază 
concentraţia probei necunoscute în funcţie de intensitatea fluorescenţei 
comparativ cu probele standard. 

Pentru acurateţe, folia astfel pregătită poate fi fotografiată şi concen-
traţia probei necunoscute poate fi estimată cu ajutorul unui program de 
densitometrare, precum programul ImageJ (8). 

Determinarea cantităţii de ADN pe geluri de 
agaroză 

 Electroforeza pe geluri de agaroză a ADN-ului reprezintă nu doar 
o metodă eficientă de separare a ADN-ului, ci şi o modalitate simplă de a 
cuantifica cantitatea de ADN. Probele necunoscute se încarcă într-un gel 
de agaroză alături de un set de probe standard, ce conţin cantităţi 
cunoscute de ADN. Gelul este migrat în condiţiile obişnuite pentru 
electroforeza în geluri de agaroză descrise în capitolul VII – Separarea 
electroforetică a ADN-ului, pagina 147. După separarea electroforetică, 
gelul este fotografiat, iar cantitatea de ADN din proba necunoscută este 
evaluată în funcţie de intensitatea benzilor rezultate în cazul probelor 
standard. 

Avantaje: 

1. se realizează o separare netă prin electroforeză a ADN-ului de ARN, 
eliminându-se astfel interferenţa acestuia din urmă; 

2. se pot cuantifica exact fragmentele de interes şi nu cantitatea de ADN 
totală ca în celelalte metode. 

Limitări: 

1. este o metodă mai laborioasă, care necesită utilizarea electroforezei în 
geluri de agaroză; 

2. limita de detecţie este mai mică decât a metodei cu bromură de etidiu. 
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Mod de lucru: 

 Proba de analizat se separă pe gel de agaroză împreună cu probele 
standard cu concentraţii cunoscute de ADN, urmând protocolul descris în 
capitolul capitolul VII – Separarea electroforetică a ADN-ului, pagina 
147). La finalizarea migrării propriu-zise, gelul se colorează (dacă este 
necesar) în vederea evidenţierii fragmentelor de ADN, urmând unul din 
protocoalele prezentate în subcapitolul VII.3 – Detecţia ADN-ului în 
geluri de agaroză, pagina168, după care se fotografiază. De pe fotografie 
sau prin vizualizare directă se poate aprecia, prin comparaţie cu probele 
standard, cantitatea de ADN din proba de interes. Pentru acurateţe 
fotografia obţinută poate fi utilizată pentru densitometrare cu ajutorul unei 
aplicaţii precum ImageJ (8), urmând paşii descrişi în cazul gelurilor de 
poliacrilamidă (subcapitolul X.3 – Detectia proteinelor separate prin 
electroforeza pe geluri de poliacrilamidă, pagina 257). 
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VII. SEPARAREA 
ELECTROFORETICĂ A ADN-ULUI 

 Separarea electroforetică a moleculelor de ADN este una din 
metodele care au stat la baza dezvoltării foarte rapide a biologiei 
moleculare. Tehnica permite nu numai separarea fragmentelor de ADN, ci 
şi izolarea, evidenţierea şi caracterizarea acestora. Rapiditatea metodei, 
simplitatea aparaturii utilizate şi nu în ultimul rând rezoluţia deosebită au 
făcut ca electroforeza să înlocuiască tehnicile bazate pe ultracentrifugare 
în gradient de sucroză (zaharoză) încă din momentul descrierii primelor 
protocoale de separare de către Thorne (1) şi de evidenţiere a 
fragmentelor de ADN de către Aaij şi Borst (2) şi Sharp (3).  
 Suporturile pentru separarea şi evidenţierea ADN-ului (agaroza 
sau poliacrilamida) pot fi utilizate într-un număr foarte variat de sisteme 
de separare care diferă prin dimensiunea porilor, amplasarea gelului, 
prezenţa diverşilor aditivi în gel sau tamponul de separare utilizat. 
Alegerea unui anumit sistem depinde, în principal, de dimensiunile 
fragmentelor care urmează să fie separate. 
 Poliacrilamida este deosebit de eficientă în separarea fragmentelor 
de dimensiuni mici,  50 pb-500 pb (4). Rezoluţia este foarte bună, putând 
fi separate fragmente ce diferă în lungime doar printr-o pereche de baze 
(5). Din acest motiv, gelurile de poliacrilamidă au fost intens utilizate 
pentru reacţii de secvenţiere manuală. Acest suport prezintă dezavantajul 
că este mai dificil de preparat şi manipulat, iar fragmentele separate sunt 
mai dificil de preluat din gel. Mai multe informaţii legate de avantajele şi 
dezavantajele utilizării gelurilor de poliacrilamidă sunt prezentate în 
excelentele manuale de laborator ale lui Sambrook (4) şi Ausubel (6).  
 Utilizarea agarozei duce la micşorarea puternică a rezoluţiei, 
având însă avantajul unui cost de exploatare mai mic şi a simplităţii 
deosebite în prepararea şi manipularea gelului. Au fost descrise, de 
asemenea, numeroase metode de extragere a fragmentului separat din 
gelurile de agaroză pentru utilizare în alte aplicaţii. Gelul de agaroză este 
suportul cel mai frecvent utilizat pentru separarea fragmentelor de ADN. 
Sistemul cel mai comun permite separarea de fragmente cu dimensiuni 
cuprinse între 0,5 kb-25 kb, însă diverse îmbunătăţiri au condus la mărirea 
domeniului de uzabilitate până la fragmente de ordinul mpb. 



Biologie moleculară. Metode experimentale 148 

 
Structura agarozei şi mecanismul de migrare al ADN-ului.  
 

Agaroza este un poliglucid natural extras din alge marine, alcătuit 
din unităţi repetitive ale diglucidului agarobioză. Agarobioza este 
compusă dintr-un rest de D- galactoză şi unul de L-3,6-anhidrogalactoză 
legate β-1,4. Lanţurile de agaroză formeză fibre spiralate care se agregă în 
structuri supraspiralate cu diametrul de 20-30 nm. Sub formă de gel, 
agaroza formează o reţea tridimensională cu pori având diametrul cuprins 
între 50-200 nm (7), (8). 

ADN-ul este un polimer puternic încărcat negativ care sub 
influenţa curentului electric se va deplasa către polul pozitiv. Viteza de 
migrare este invers proporţională cu dimensiunea fragmentelor şi direct 
proporţională cu tensiunea aplicată (9). Porii gelului au un efect de sită, 
astfel încât moleculele mici trec mult mai rapid prin porii gelului decât 
moleculele mari.  
 Aceste relaţii sunt valabile până la o valoare limită a dimensiunilor 
fragmentelor de ADN, dimensiune care este definită de compoziţia 
gelului şi de tensiunea câmpului electric aplicat (10). Atunci când se 
depăşeşte această valoare limită, efectul de filtrare al gelului dispare iar 
fragmentele de ADN se orientează în sensul minimizării rezistenţei la 
înaintare. Fragmentele se orientează în aşa fel încât unul dintre capete  
pătrunde prin pori, restul moleculei urmându-l (11). Pentru a descrie 
comportarea ADN-ului în timpul electroforezei în geluri de agaroză au 
fost dezvoltate diverse modele. Cel mai simplu model este cel în care 
moleculele de ADN şerpuiesc printre porii gelului (12) (Figura 19). Şi în 
acest caz moleculele mici vor migra mai rapid decât cele mari, deoarece 
creşterea dimensiunii moleculei duce la creşterea forţelor de frecare dintre 
moleculă şi gel. Pe lângă întârzierea cauzată de dimensiuni,  moleculele 
mari se pot de asemenea, „înnoda” în gel, conducând la un proces 
suplimentar de întârziere. Moleculele mari de ADN vor migra mult mai 
puţin prin gel decât ne-am aştepta ţinând cont doar de dimensiunile lor, 
deoarece fenomenul de înnodare este atât de puternic încât elimină 
complet şerpuirea (4). Dimensiunea limită la care procesul de înnodare 
acoperă total şerpuirea este de 30 kb. Astfel, fragmente de 30 kb, 40 kb 
sau 120 kb vor migra perfect identic şi nu vor putea fi separate prin 
metodele clasice. 
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FIGURA 19. Migrarea prin şerpuire şi înnodarea moleculelor de ADN (după Reece, 
2004 (5) 

  
 Pentru a elimina acest dezavantaj al electroforezei clasice în geluri 
de agaroză, Schwartz şi Castor (13) au introdus electroforeza în câmp 
pulsatoriu (engl.Pulsed Fieled Gel Electrophoresis, PFGE) care permitea 
iniţial separarea unor fragmente cu dimensiuni de până la  
2000 kb. Îmbunătăţirile aduse ulterior acestei tehnici au permis separarea 
de fragmente mai mari de 6000 kb, domeniul de aplicabilitate al 
electroforezei în geluri de agaroză lărgindu-se mult.  
 Oricare ar fi tipul de electroforeză utilizat, procesul de separare şi 
evidenţiere a moleculelor de ADN constă în: 

1. prepararea gelului şi electroforeza propriu-zisă; 
2. colorarea gelului în vederea evidenţierii ADN-ului; 
3. fotografierea gelului. 
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VII. 1 Electroforeza clasică în geluri de agaroză 

  
 Mecanismul de separare a fragmentelor de ADN prin electroforeza 
în geluri de agaroză a fost prezentat în introducerea acestui capitol. În 
funcţie de condiţiile specifice utilizate, se pot descrie 2 tipuri de 
electroforeză în geluri de agaroză: 

1. electroforeza nativă, cel mai frecvent utilizată, la care ne vom 
referi în cele ce urmează; 

2. electroforeza denaturantă, realizată la valori mari de pH, 
descrisă pentru prima dată de McDonell et al., 1977 (14), este 
utilizată pentru separarea în funcţie de dimensiunea catenelor 
de ADN; mai multe detalii legate de această metodă pot fi 
găsite în manualul de laborator al lui Sambrook et al., 2001 
(4). 

 Indiferent de tipul de electroforeză utilizat, viteza de migrare a 
fragmentelor de ADN depinde de o serie de factori, precum: 
–dimensiunea şi topologia moleculelor de ADN. Un exemplu ce 
demonstrează foarte bine acest lucru este comportamentul ADN-ului 
plasmidial bacterian ce poate migra sub 3 forme (Figura 20): 

1. atunci când este puternic spiralizat, masa aparentă este 
redusă astfel încât ADN-ul migrează cu viteză mare la 
aplicarea unui curent electric; 

2. dacă doar una dintre catene este clivată, molecula va 
adopta o conformaţie relaxată şi de aceea viteza de migrare 
va diminua mult; 

3. dacă ambele catene sunt clivate, molecula se comportă 
„normal” şi migrează cu o viteză intermediară.  

După cum se poate observa şi în Figura 20, moleculele circulare 
migrează diferit de cele liniare, din acest motiv masa moleculară a 
plasmizilor circulari nu poate fi apreciată prin comparare cu markeri de 
masă alcătuiţi din fragmente liniare. 
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FIGURA 20. Influenţa topologiei moleculei de ADN asupra separării 
electroforetice (după Reece, 2004) (5) 

 
–concentraţia şi tipul agarozei – diverşi producători oferă tipuri variate 
de agaroză, cu proprietăţi diferite în ceea ce priveşte punctul de gelificare, 
punctul de topire, lungimea lanţurilor poliglucigdice, gradul de 
contaminare cu alte poliglucide sau cu proteine; există două tipuri mari de 
agaroză: agaroza standard şi agaroza cu temperatură de topire scăzută 
(engl. low-melting); o a treia clasă, care începe să fie din ce în ce mai 
mult utilizată prezintă proprietăţi intermediare.  

O prezentare mai detaliată a diverselor tipuri de agaroză este 
realizată de Sambrook et al., 2001 (4). În Tabelul 8 sunt prezentate 
domeniile de utilizare pentru fiecare tip de agaroză. 
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