NeXpure

SOIL DNAKIT

Por favor, leia o manual cuidadosamente antes de usar

Cat. No. XP-336
Armazenamento: 15°-30°C.

Se algum precipitado se formar nos tampdes, ele deve ser dissolvido aquecendo os tampodes a 37°C antes
do uso.

Descricao:

O SOIL DNA KIT emprega um sistema de tamponamento exclusivo otimizado para a remogéo
exaustiva de acidos humicos, potentes inibidores de polimerases presentes em matrizes edaficas. O
protocolo integra o uso de esferas de trituragdo de 1 mm para promover a lise mecéanica eficiente dos
componentes da amostra, assegurando a obtencado de DNA genémico (gDNA) com elevada integridade
estrutural.

O DNA isolado apresenta altos indices de pureza e rendimento, constituindo um molde de
exceléncia para aplicagoes moleculares posteriores, tais como amplificagdo via PCR e digestdo por
enzimas de restrigao.

Caracteristicas do Produto:

- Versatilidade de Matrizes: Eficacia comprovada no isolamento de gDNA em diversos tipos de
solo, incluindo solos de canteiros, solos agricolas, solos florestais, lodo, latossolos (terra vermelha),
chernossolos (terra preta), sedimentos e poeira.

- Eficiéncia Operacional: Fluxo de trabalho otimizado que permite a concluséo do procedimento
experimental em intervalos de tempo reduzidos.

- Elevada Pureza: A utilizagédo da tecnologia de coluna de silica (spin column) garante a obtengéao
de gDNA purificado, livre de contaminantes e residuos proteicos.
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Notas Técnicas e Precaugées Importantes:

- Viabilidade da Amostra: O uso de amostras frescas correlaciona-se a maiores rendimentos.
Recomenda-se verificar as condigbes ideais de armazenamento especificas para cada tipo de solo antes
da coleta.

- Parametros de Centrifugacéo: Todas as etapas de centrifugagcdo devem ser executadas em
microcentrifugas de bancada convencionais, sob temperatura ambiente (15-30°C).

- Integridade da Coluna: Evite a aspiragao de precipitados durante a coleta dos sobrenadantes. A
transferéncia de detritos pode causar a colmatagéao (entupimento) da coluna, comprometendo a pureza
do eluato final.

- Preparacéo de Reagentes: E imprescindivel a adigcao de 15ml de etanol absoluto ao Tampéo
PWS antes da utilizagao inicial.

- Otimizagao de Downstream: Concentragoes excessivas de gDNA podem atuar como inibidores
dareacao de PCR. Em casos de rendimento supra-6timo, recomenda-se a diluicdo da amostra para atingir
a concentracgéo ideal de trabalho.

Componentes do kit

Componente Volume \

Tampao de Lise | 45ml
Tampéo de Lise ll 5ml
Tampao de Remocéo de Inibidores | 15ml
Tampéao de Remocgao de Inibidores |1 15ml
Tampéao de Ligagao 70ml
Tampéo de Lavagem (adicionar 15ml de 15ml
etanol 100%)

Tampéo de Eluigao 15ml
Beads 15g
Colunas Spin 50 unid.
Tubos de Coleta 50 unid.
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Protocolo:

Preparagéo Prévia: Certifique-se de que o Tampao de Lavagem foi devidamente suplementado

com 15ml de Etanol Absoluto.

Preparacdo da Amostra: Adicione 750 pl do Tampéao de Lise | e 0,25 g de Esferas de Trituragao
(Beads) em um tubo de microcentrifuga de 2 ml.

Homogeneizagéo Inicial: Transfira 0,25 g da amostra de solo para o tubo e proceda a
homogeneizagéao via vortex por 15 segundos.

Lise Celular: Adicione 60 pul do Tampéo de Lise Il e submeta a amostra a agitagao em vortex por 10
minutos.

Nota: Inspecione o Tampéao de Lise Il quanto a presenga de precipitados. Caso necessario, proceda a

redissolugéo porincubagdo em banho-maria a 37°C.

Clarificacéo do Lisado: Centrifugue a amostra a 12.000 rpm (~13.400 x g) por 1 minuto. Transfira
cuidadosamente o sobrenadante (aproximadamente 500 pl) para um novo tubo de
microcentrifuga de 2 ml.

Precipitagado de Inibidores (Fase I): Adicione 250 pul do Tampao de Remocgéo de inibidores I,
homogeneize brevemente (5 segundos) e incube a amostra a 4°C por 5 minutos.

Precipitagdo de Inibidores (Fase Il): Centrifugue a 12.000 rpm por 1 minuto. Transfira o
sobrenadante para um novo tubo, adicione 200 ul do Tampéao de Remogéao de Inibidores |l eincube
novamente a 4°C por 5 minutos.

Nota: Evite a aspiragdo de particulas do sedimento durante a transferéncia, visando garantir a maxima

pureza do eluato.

7.

Condicionamento da Amostra: Centrifugue a 12.000 rpm por 1 minuto e transfira o sobrenadante
para um novo tubo. Adicione 1.200 pl do Tampao GF e homogeneize por inversio.

Adsorcao a Coluna de Silica: Transfira 700 pl da mistura obtida no passo 7 para a coluna Spin.
Centrifugue a 12.000 rpm por 30 segundos, descarte o filtrado e reinsira a coluna no tubo de
coleta.

Nota: A capacidade nominal da coluna é de 700 pul; processe o volume excedente em aliquotas sucessivas
na mesma coluna.

9.

10.

11.

Lavagem [: Adicione 500 ul do Tampéao de Lavagem (previamente suplementado com etanol) a
coluna. Centrifugue a 12.000 rpm por 30 segundos e descarte o filtrado.

Lavagem |l: Adicione 500 pl de etanol 70% a coluna. Centrifugue a 12.000 rpm por 30 segundos e
descarte o filtrado.

Secagem da Matriz: Centrifugue a coluna vazia a 12.000 rpm por 2 minutos para a remogao total
deresiduos de etanol.
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12. Eluicdo do DNA: Incube a coluna em temperatura ambiente (15-30°C) por alguns minutos para a
evaporagao de solventes residuais. Transfira a coluna para um tubo de coleta estéril e aplique 50—
100 pl de Tampéo de Eluicdo diretamente no centro da membrana de silica. Incube por2 a 5
minutos e centrifugue a 12.000 rpm por 2 minutos para eluir e coletar o DNA gendmico purificado.

Notas:

1. Visando melhorar a concentracao final de DNA, o eluato (filtrado) pode ser reintroduzido na
Coluna Spin.

2. Apds a re-aplicagao, incube a coluna em temperatura ambiente por 2 minutos, seguida de
uma nova centrifugagcdo a 12.000 rpm (~13.400 x g) por 2 minutos.

3. A eficiéncia da eluicdo é estritamente dependente do potencial hidrogeniénico (pH). Caso
utilize 4gua destilada como agente de eluigdo, recomenda-se que o pH esteja na faixa de 7,0
a 8,5. Valores de pH acidos (pH < 7,0) resultam em uma redugao significativa na eficiéncia de
dessorgao do DNA da matriz de silica.

4. Preservagdo: Para prevenir a degradagdo enzimatica ou quimica, os acidos nucleicos
isolados devem ser mantidos sob congelamento a -20°C.

5. Analise de Concentragdo e Pureza do DNA e o peso molecular do gDNA extraido séao
influenciados pelas condicdes de armazenamento da amostra e pelas forgas de
cisalhamento (shearing) aplicadas durante o manuseio.

6. A avaliacdo do DNA purificado deve ser realizada via eletroforese em gel de agarose e
espectrofotometria de UV.

7. Quantificagao Espectrofotométrica: O DNA apresenta um pico de absorbancia caracteristico
em 260 nm. Uma densidade éptica OD 5 equivalente a 1 corresponde a uma concentragao
de 50 pg/ml para DNA de fita dupla (dsDNA) e 40 pg/ml para DNA de fita simples (ssDNA).

8. Critérios de Pureza: A razdo de absorbancia OD 40280 deve situar-se no intervalo de 1,7 a 1,9.
Ressalta-se que a utilizagdo de agua deionizada para a eluigdo pode resultar em razdes
inferiores, uma vez que a auséncia de ions e variagdes no pH influenciam diretamente as
propriedades de absorgao da molécula.

Apenas para uso em pesquisa, ndo para diagnostico clinico.

Contatos:
o Website: www.genexplore.com.br
e E-mail: suporte@genexplore.com.br

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

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