NeXpure

GEL UNIVERSAL DNA PURIFICATION KIT

Por favor, leia o manual cuidadosamente antes de usar

Cat. No. XP-219
Armazenamento: temperatura ambiente
Descrigao:

O GEL UNIVERSAL DNA PURIFICATION KIT utiliza uma matriz de silica que viabiliza a adsorcao
especifica e de alta eficiéncia do DNA. O sistema permite a recuperacao de fragmentos de DNA a partir de
géis de agarose (preparados em tampdes TAE ou TBE), eliminando contaminantes como proteinas,
compostos organicos, ions salinos inorganicos e oligonucleotideos iniciadores (primers).

O método € indicado para a purificagcdo de fragmentos de DNA na faixa de 100 pb a 15 kb,
apresentando rendimento de recuperacéo de até 80%. Cada coluna de centrifugagao possui capacidade
de ligacao de até 10 pg de DNA. O material genético eluido apresenta alta pureza, sendo adequado para
aplicagbes subsequentes (downstream), tais como digestao enzimatica, PCR, sequenciamento, triagem
de bibliotecas genémicas, reagéo de ligagéo e transformagéao bacteriana.

Caracteristicas:

Rapidez: O protocolo operacional é altamente dinamico e simplificado, com tempo de execugéo
estimado em até 12 minutos.

Versatilidade: O sistema é compativel com a recuperagao de fragmentos de DNA de fita simples
(ssDNA), fita dupla (dsDNA) e DNA plasmidial circular.

Eficiéncia: A associagdo de colunas de centrifugacao exclusivas a tampobes de formulagéao
especifica garante a maxima recuperagdo de DNA com elevado grau de pureza.

Notas Importantes

1. Condigcdes do Tampao de Corrida: Utilize tampéao de eletroforese recém-preparado para evitar
alteragdes na migracao eletroforética e decréscimo na eficiéncia de recuperagéo.

2. EscolhadoTampédo: Recomenda-se a utilizagdo de tampéo TAE caso as aplicagdes subsequentes
(downstream) exijam alto rigor de pureza e rendimento.

3. Centrifugacao: Todas as etapas de centrifugacdo devem ser realizadas em centrifuga de bancada
sob temperatura ambiente.

4. Exposigcao ao UV: Durante a excisao da banda do gel, minimize o tempo de exposigao a radiagao
ultravioleta para prevenir a fotodegradacgao e danos estruturais ao DNA.
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5. Ajuste de pH: Em casos de baixo rendimento de recuperagéo, verifique o pH apds a completa
solubilizacdo do gel. Se o pH for superior a 7,5, adicione de 10 a 30 pL de acetato de sdédio
(CH3;COONa) 3 M (pH 5,2) a mistura até que o pH retorne a faixa ideal de 5,0 a 7,0.

6. Rendimento: A eficiéncia de recuperagédo é diretamente proporcional a quantidade inicial de DNA
e ao volume de eluicdo empregado. Amostras com baixa concentracgéo inicial de DNA ou eluidas
em volumes muito reduzidos apresentardo menor taxa de recuperagéo.

Reagentes fornecidos pelo usuario:

- Etanol 96-100%
- Acetato de sédio (CH;COONa) 3 M (pH 5,2)

Contetdo do kit:

Componente XP219-02 XP219-05
(50 preparacoes) (250 preparagoées)

Buffer PE 50 ml 200ml
Buffer PW 15ml 50ml
Buffer TB 15ml 30ml
Spin Columns CA5 50 unid. 200 unid.
Collection Tubes 2ml | 50 unid. 200 unid.
Gel cutter 5 unid. 20 unid.

Protocolo Experimental
e Procedimento Preliminar

Adicao de Etanol: Adicione etanol absoluto (96-100%) ao Tamp&o PW antes do primeiro uso (verifique o
volume indicado no rétulo do frasco).

e Protocolo Experimental

1. Corte do Gel de Agarose ou Preparacao do Produto de PCR

e Corte do Gel: Clive a banda de DNA de interesse do gel de agarose (removendo o excesso de
agarose adjacente para minimizar o volume do fragmento). Transfira o fragmento para um
microtubo de centrifugacéo estéril e determine a massa do gel.

e Produto de PCR: Para a purificagio direta de produtos de PCR (sem corrida em gel), prossiga
diretamente para a Etapa 2.

Nota sobre o uso do Cortador de Gel (Gel Cutter): Alinhe a extremidade do cortador a banda de DNA
alvo no gel de agarose e pressione para realizar a clivagem. Em seguida, acione o émbolo central para
transferir o fragmento de gel para o microtubo de centrifugagédo. O procedimento pode ser realizado por
corte Unico ou continuo, dependendo da largura do pogo do gel.
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2. Solubilizagao do Gel ou Diluicdao do Produto de PCR

Adicione ao fragmento de gel (ou ao produto de PCR) um volume do Tampéao PE correspondente a
trés vezes a massa do gel obtida (considerando a densidade padrdo de 1 g = 1 mL; ex: para 0,1 g de gel,
adicione 300 uL de Tampéao PE).

Incube a mistura em temperatura ambiente (15-30°C) por 5 a 10 minutos, realizando inversdes
suaves e periddicas do tubo para homogeneizagdo e completa solubilizagdo da agarose. Para produtos de
PCR, prossiga diretamente para a Etapa 3.

Notas Adicionais:

- Fragmentos obtidos por meio do Gel Cutter a partir de um gel de agarose a 1% apresentam massa
aproximada de 0,06 g. A massa real do fragmento varia conforme a espessura e a concentragéo do gel.
Caso o fragmento seja muito grande, fragmente-o em pedacos menores para facilitar a dissolugao.

- Para fragmentos de DNA superiores a 5 kb ou concentragcdes de agarose acima de 1,5%, incube a
mistura a 50°C por 5 a 10 minutos para garantir a solubilizagdo. Aguarde o resfriamento da solugéo até a
temperatura ambiente antes de transferi-la para a coluna de centrifugagdo CA5, pois a eficiéncia de
adsorcao do DNA a matriz de silica é otimizada sob temperatura ambiente.

3. Adsorcao do DNA a Coluna de Centrifugacao

Transfira a solugdo obtida na Etapa 2 para uma coluna de centrifugacdo CA5 (previamente
acoplada a um tubo de coleta) e incube em repouso por 2 minutos em temperatura ambiente. Centrifugue
a12.000rpm (= 13.400 X g) por 30 segundos. Descarte o eluato do tubo de coleta e reintroduza a coluna
CA5 no mesmo tubo.

Nota: A capacidade maxima de carga da coluna é de 800 uL. Caso o volume total da amostra
exceda esse limite, realize a transferéncia e centrifugagdo em etapas sucessivas (aliquotas).

4. Lavagem da Membrana

Adicione 600uL de Tampado PW (previamente suplementado com etanol) a coluna CAS.
Centrifugue a 12.000 rpm (= 13.400 X g) por 30 segundos.

Descarte o filtrado (flow-through) do tubo de coleta e reintroduza a coluna de centrifugagdo CA5
no mesmo tubo.

Nota: Caso o DNA purificado seja utilizado em aplicacdes altamente sensiveis a concentragéo de sais,
tais como reagoes de ligacdo de extremidades cegas (blunt-end ligation) ou sequenciamento direto,
realize uma incubagao em repouso de 2 a 5 minutos a temperatura ambiente apds a adigdo do Tampéao
PW e antes de proceder a centrifugagéo.

5. Repeticao da Lavagem
Repita o procedimento descrito na Etapa 4 (segunda lavagem com Tampéao PW).
6. Secagem da Membrana de Silica

Reintroduza a coluna CA5 no tubo de coleta e centrifugue a 12.000 rpm (= 13.400 X g) por 2
minutos para eliminar os residuos de lavagem. Em seguida, incube a coluna aberta em temperatura
ambiente por 2 a 5 minutos para garantir a evaporagdo completa do etanol residual, prevenindo
interferéncias em etapas posteriores.
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Nota: Residuos de etanol provenientes do Tampao PW atuam como potentes inibidores de
reagdes enzimaticas subsequentes, incluindo digestdes com enzimas de restrigdo e PCR.

7. Eluicao do DNA Purificado

Transfira a coluna CA5 para um microtubo de centrifugacéo estéril e livre de nucleases. Adicione
um volume adequado do Tampdo TB diretamente no centro da membrana de silica e incube em
temperatura ambiente por 2 minutos. Centrifugue a 12.000 rom (= 13.400 X g) por 2 minutos para eluir e
coletar a solugcédo contendo o DNA purificado.

Notas Adicionais sobre a Eluicao:

- Volume Minimo: O volume de eluicdo ndo deve ser inferior a 30 uL, sob risco de reducéo significativa
no rendimento de recuperagéo.

- Influéncia do pH: A eficiéncia de eluigao € estritamente dependente do pH do eluente. Caso o DNA
seja destinado ao sequenciamento, utilize agua ultrapura livre de nucleases (ddH,0) como eluente,
certificando-se de que o pH esteja na faixa de 7,0 a 8,5 (valores de pH < 7,0 reduzem drasticamente a
dessorcao do DNA). Armazene o DNA eluido a —20°C para evitar a degradagao térmica ou enzimatica.
Alternativamente, o DNA pode ser eluido em Tris-HCL 10 mM (pH 8,0).

- Maximizagdo do Rendimento: Para otimizar a recuperagcdo de DNA, o eluato obtido pode ser
reaplicado no centro da membrana da mesma coluna CA5, seguido de incubacdo por 2 minutos em
temperatura ambiente e centrifugacdo a 12.000 rpm por mais 2 minutos.

Determinagao da Concentragao e Pureza do DNA

A quantificacao e a avaliagdo da integridade dos fragmentos de DNA recuperados podem ser realizadas
por eletroforese em gel de agarose ou por espectrofotometria de absorgéo no ultravioleta (UV).

e Absorbancia no UV: O DNA apresenta pico de absorbancia caracteristico em comprimento de
onda de 260 nm (A,¢0)- Uma unidade de absorbancia (Ao = 1) equivale a aproximadamente
50 ug/mL de DNA de fita dupla (dsDNA) ou 40 ug/mL de DNA de fita simples (ssDNA).

e Razao de Pureza: Arazao de absorbancia A, /A,50 ideal para DNA altamente purificado situa-se
entre 1,7 e 1,9. Caso a eluigao seja realizada em ddH, O em substituicdo ao tampéo de eluicéo,
essa razao pode apresentar valores discretamente inferiores devido a auséncia de forga ibnica e
variagcdbes de pH que influenciam o perfil de absorgédo de luz, sem que isso represente,
necessariamente, uma redugao real na pureza da amostra.

Apenas para uso em pesquisa, hdo para diagnéstico clinico.
Contatos:

o Website: www.genexplore.com.br

e E-mail: suporte@genexplore.com.br

e Importado por: Genexplore, Comércio, Importagao e Exportagao Ltda
CNPJ: 62.359.822/0001-10/1.E: 155.425.101.110

Av: Primeiro de Maio 379 - sala 04 - Ribeirao Preto - SP - 14030-390
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