KIT COM COLUNAS - Referéncia: KIT DNEASY MERICON FOOD - Qiagen

Incubar
____________ . Adicionar na amostra Disrunior de tecido @ 62 + 2 °C de 30 a 60 min.
i Amostra | 200, 500, 1000 ou 1500 pL R a rgximadamente ou
| processada | Tampéao Food de Lise P . - 56 + 2 °C por até 24 h,
[ I . 30/s por 1 min. :
+ 2,5 UL Proteinase K preferencialmente com
agitacao
I
v

Para aumentar a
precipitacdo de inibidores,
a amostra pode ser
resfriada em gelo, até a
temperatura ambiente

Centrifugar @
aproximadamente,

A 4

Adicionar

Transferir até 700 pL
sobrenadante para os

500 pL cloroférmio

A 4

Disruptor de tecido ¥

aproximadamente
3/sporl15s

A 4

Centrifugar ®

aproximadamente,
20.000 x g por 15 min.

Adicionar
1000 pL Tampéo PB

20.000x g em NoVos microtubos microtubos contendo
por 15 min. cloroférmio
Transferir

250 pL da fase

em novos microtubos
de 1,5mL

A 4

superior, aquosa, para
0S microtubos contendo
tampéao PB.

v

Disruptor de tecido ©

aproximadamente
10/s por 15 s.

A\ 4

Pipetar 600 pL da fase anterior para
a coluna QIAquick colocada em um >
microtubo de 2 mL.

Centrifugar
aproximadamente,
15.000 x g por 1 min.

v

Descartar Pipetar o restante (600 pL) da Centrifugar Descartar
o liquido de > solucéo para a coluna QIAquick »  aproximadamente, » o liquido de
passagem. colocada em um microtubo de 2 mL. 15.000 x g por 1 min. passagem.
|
v

Adicionar 500 pL Centrifugar Descartar Adicionar 50 uL Tampao
Tampdo AW2 () na » aproximadamente, » 0 liquido de » EB ou outro eluente na
coluna QIAquick. 15.000 x g por 2 min. passagem. coluna QIAquick.
Incubar Cenniugar Rhhh AT
temperatura ambiente, > aproximadamente A . o
. 15.000 x g por 1 min. 1 0 acido nucleico extraido. 1
10 min. P !
em novos tubos de 1,5 mL.

(1) As amostras com quantidades inferiores a 200 mg, o tamp&o de lise pode ser reduzido, desde que seja assegurado que ,

uma quantidade suficiente de solugéo tampao cubra a amostra, adicionando no minimo 200 L de tampé&o de lise. Ajustar a

guantidade de proteinase K, conforme reducédo do tamp&o a um minimo de 2,5 pyL, em amostras como as de soja utilizar 7,5 pL

e em amostras como as de linhaga utilizar 5 pL.

(2) Pode-se homogeneizar utilizando o disruptor de tecido ou vortex.

(3) Preferencialmente, 20.000 x g, obrigatoriamente 16.000 x g. Caso o sobrenadante ndo esteja limpido, repetir a

centrifugacao.

(4) Utilizar o Tissuelyser (ruptor de células) ou agitar por 96 vezes com movimentos continuos, lentos e suaves.

(5) Preferencialmente, 20.000 x g, obrigatoriamente 16.000 x g. Caso o sobrenadante nao esteja limpido, centrifugar

novamente por 5 min.

(6) Utilizar o disruptor de tecido ou agitar por 20 vezes com movimentos continuos e suaves.

(7) O tampédo AW2 é fornecido como um concentrado. Antes de utilizar pela primeira vez, adicione a quantidade adequada de

etanol P.A. como indicado no frasco para se obter uma solug&o de trabalho.



