NeXpure

NEXPUREZOL PLUS RNAKIT

Por favor, leia o manual cuidadosamente antes de usar

Cat. No. XP-650
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 NEXPUREZOL PLUS RNA KIT é indicado para o isolamento de RNA total a partir de cultivos
celulares e tecidos biolégicos. Apds a lise amostral com o reagente NexpureZol Plus e a adigdo de
cloroférmio, a mistura se separa em trés fases distintas: uma fase aquosa superior incolor (contendo o
RNA), uma interfase e uma fase organica inferior de coloragéo rosa. Utiliza-se uma coluna de spin com
matriz de silica para a adsorgao seletiva do RNA presente na fase aquosa. Em comparagédo a outros
métodos de extragdo, o kit combina a elevada capacidade de lise, o rendimento superior e a versatilidade
de aplicagédo do reagente TransZol Up com a alta pureza e eficiéncia propiciadas pela purificagao em
coluna de silica.

Destaques de Desempenho:

e Ampla Versatilidade de Aplicagao: Adequado para tecidos animais e vegetais, particulas virais,
culturas bacterianas e outros espécimes. Compativel com microamostras (50-100 mg de tecido,
5 x 10 células ou 200 pL de sangue) até amostras de grande porte (2 g de tecido ou 2 x 107
células).

e Alta Eficiéncia de Lise: Lise celular rapida e completa, assegurando elevado rendimento de
material genético.

e Elevada Capacidade de Adsorgao: Capacidade maxima de ligagdo da coluna de silica de até
100 pg de RNA.

e Protocolo Rapido: Processamento concluido em aproximadamente uma hora.

e Separacao de Fases Visualmente Distinta: Fase organica pigmentada em rosa, facilitando a
aspiragao precisa da fase aquosa incolor sem arraste de contaminantes.

o Elevada Pureza: Redugao maxima de contaminacdes residuais por DNA genémico e proteinas.
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Componentes do kit

Componente Volume \
NexpureZol Plus 100ml
Tampéao de Limpeza 110ml
Tampéo de Lavagem 24ml
Agua RNAse-free 40ml
Tubos RNAse-free 100 unid.
Colunas e Tubos de Coleta 100 unid.

Procedimentos Preliminares
Refrigere previamente a centrifuga entre 2 °C e 8 °C.
Adicione 96 mL de etanol absoluto ao Tampao de Lavagem antes do primeiro uso.

Reagentes fornecidos pelo usudrio: cloroférmio e etanol absoluto.

1. Homogeneizacao e Lise Amostral
a. Células Aderentes
e Descarte o meio de cultura e lave a placa de cultivo uma vez com PBS 1x.

e Adicione 1 mL de NexpureZol Plus para cada 10 cm? de area de crescimento celular. Mantenha o
frasco em posigdo horizontal por alguns instantes para assegurar a cobertura homogénea do
tampé&o de lise sobre a monocamada celular.

e Desprenda as células por pipetagem suave (para linhagens de forte adesao, utilize um raspador
celular).

e Transfira o lisado para um microtubo e homogeneie por aspiragdo/dispensdo repetida até a
dissolugdo completa de agregados visiveis.

e Incube a temperatura ambiente por 5 minutos para a completa dissociagcdo dos complexos
nucleoproteicos.

b. Bactérias e Células em Suspensao

e Transfira a suspenséao celular ou bacteriana com o meio de cultura para um microtubo. Centrifuge
a8.000 x g por 2 minutos entre 2 °C e 8 °C e descarte o sobrenadante.

e Ressuspenda o pellet adicionando 1 mL de NexpureZol Plus para cada 107 a 6 x 107 células (ou
equivalente bacteriano).

e Homogeneie por pipetagem até a completa ressuspenséo do precipitado.

e Incube a temperatura ambiente por 5 minutos.

@ www.genexplore.com.br

@ (16) 98185 6856/ 98117 2336
® suporte@genexplore.com.br




NeXpure

c. Amostras Sanguineas

e Adicione 1 mL de NexpureZol Plus para até 200 pL de sangue total (recomenda-se um volume
minimo de 50 pL de amostra).

e Homogeneie vigorosamente por pipetagem para garantir a lise completa dos leucécitos.

e Incube atemperatura ambiente por 5 minutos.

d. Tecidos Animais e Vegetais

e Pese os espécimes ultracongelados e transfira-os rapidamente para um cadinho previamente
resfriado com nitrogénio liquido. Triture o tecido vigorosamente até a obtencado de um po
homogéneo, adicionando nitrogénio liquido conforme necessario. A pulverizagdo incompleta
compromete diretamente o rendimento e a integridade do RNA.

e Transfira o tecido pulverizado para um microtubo. Adicione 1 mL de NexpureZol Plus para cada
50-100 mg de amostra. Homogeneie o tecido com o auxilio de um homogeneizador de tecidos ou
por aspiragao/dispensao repetida até a completa uniformizagao.

e Incube a temperatura ambiente por 5 minutos.

Separacao de Fases e Purificacao em Coluna

2. Separacgao de Fases: Adicione 0,2 mL de cloroférmio (ou 50 pL de 4-bromoanisol) para cada 1 mL de
NexpureZol Plus utilizado. Agite o tubo vigorosamente em vortex por 30 segundos. Incube a temperatura
ambiente por 3 minutos.

3. Centrifugacgéao: Centrifuge a 10.000 X g por 15 minutos entre 2 °C e 8 °C. O sistema bifasico se dividira
em uma fase organica inferior de coloragéo rosa, uma interfase proteica/gDNA e uma fase aquosa superior
incolor contendo o RNA. O volume da fase aquosa corresponde a aproximadamente 50%-60% do volume
inicial do reagente NexpureZol Plus.

4. Ajuste de Condicoes de Adsorcao: Transfira cuidadosamente a fase aquosa incolor para um novo
microtubo para evitar a contaminacao por DNA genémico presente na interfase, recomenda-se deixar uma
fracdo residual de fase aquosa sem aspirar. Adicione um volume equivalente de etanol absoluto (pode
ocorrer a formacéao de precipitados visiveis nesta etapa). Homogeneie por inversdo suave do tubo.

Todas as etapas de centrifugagdo subsequentes podem ser executadas a temperatura ambiente.

5. Ligacdo da Amostra: Transfira a mistura (solugcao e eventuais precipitados) para a coluna de spin de
silica. Centrifuge a 12.000 X g por 30 segundos. Descarte o efluente (caso o volume total exceda a
capacidade da coluna, repita esta etapa até que todo o volume seja processado).

6. Lavagem com Tampao de Limpeza: Adicione 500 pL do Tampédo de Limpeza a coluna de spin.
Centrifuge a 12.000 x g por 30 segundos e descarte o efluente.

7. Segunda Lavagem (Tampao de Limpeza): Repita o procedimento da etapa 6.
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8. Lavagem com Tampao de Lavagem: Adicione 500 pL do Tampéao de Lavagem (certifique-se de que o
etanol absoluto foi previamente adicionado ao frasco) a coluna de spin. Centrifuge a 12.000 X g por 30
segundos e descarte o efluente.

9. Segunda Lavagem (Tampao de Lavagem): Repita o procedimento da etapa 8.

10. Secagem da Matriz: Centrifuge a coluna vazia a 12.000 X g por 2 minutos para a remogao completa
do etanol residual, prevenindo a inibigcdo de reagdes subsequentes (como RT-qPCR).

11. Reidratacao do RNA: Transfira a coluna de spin para um tubo de coleta livre de RNases (fornecido no
kit). Aplique de 50 a 200 pL de agua livre de RNases diretamente no centro da matriz de silica e incube a
temperatura ambiente por 1 minuto.

12. Eluigao: Centrifuge a 12.000 X g por 1 minuto para eluir o RNA purificado.

(Opcional: para maximizar a recuperagdo do material genético em amostras de alto rendimento,
recomenda-se repetir as etapas 11 e 12 para uma segunda eluicdo).

13. Armazenamento: Conserve o RNA purificado em ultrafreezer a -80 °C.
Observacoes Técnicas

o Homogeneizagao: A agitagdo vigorosa em vortex logo apods a adigao do cloroférmio é crucial para
assegurar a partigcao eficiente entre as fases aquosa e organica.

e Controle de RNases: Garanta rigorosamente que todos os reagentes organicos (cloroférmio,
etanol absoluto) e insumos (microtubos e ponteiras) sejam certificados como RNase-free.

e Eficiéncia de Eluicao: Embora a coluna possua uma elevada capacidade de ligagéo (até 100 pg
de RNA), o volume de agua livre de RNases aplicado em uma uUnica eluigdo pode ser limitante.
Portanto, uma segunda etapa de eluigdo € recomendada para amostras com alta carga inicial.

Apenas para uso em pesquisa, ndo para diagnostico clinico.

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

e Importado por: Genexplore, Comércio, Importagéo 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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