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ESPECIFICACAO TECNICA

DNA polimerase termoestavel
Thermus aquaticus, recombinante, E. coli

POL-100XS 250 unidades

POL-100S 500 unidades

1.000 unidades

O
O
O POL-100M
O POL-100L 2 x 1.000 unidades (M)
O

POL-100XL 4 x 1.000 unidades (M)

Definicao de unidade:

Uma unidade é definida como a quantidade de enzima
requerida para catalisar a incorporac¢do de 10 nmoles de dNTPs
em uma forma acido-insoltvel em 30 minutosa 70 °C.

Concentragao:
5 unidades/pL

Transporte:
Transportado em blue ice

Condic¢des de armazenamento:
Armazenamento a 20 °C

Apenas para uso in vitro!

Condicdes de armazenamento adicionais:
Evite ciclos de congelamento/descongelamento

Tempo de vida atil:
12 meses

L Cellco Biotec do Brasil Ltda
'o .Ce"CO Rua Alberto Lanzoni, 993 | Sao Carlos - Sao Paulo | CEP: 13562-390 | Tel.: +55-16-3416-2257

LS http://www.cellco.com.br

(]
-.ocellco

[ [ ] (] o
-.-cellco -.-cellco 0.0C6||CO o.-cellco

e-eCellco

. Biotecnologia ao seu alcance

Descrig¢ao:

Taq Pol € a enzima DNA polimerase recomendada para reagoes
de PCR de rotina. E otimizada para alta especificidade e garante
minima formacdo de produtos inespecificos. O sistema de
tampdo é recomendado para PCR baseado em placa e
pipetagem automatizada. A atividade replicativa de DNA
acontece a 72°C. Cataliza a polimerizagdo de nucleotideos em
dupla fita de DNA na direcdo 5'- 3' na presenca de magnésio.
Também possui atividade exonuclease no sentido 5'- 3'
dependente de polimerizag¢do, mas a atividade exonuclease 3'- 5'
éausente.

Contetdo:

Taq Pol (tampa azul)

5 unidades/pl Tag DNA Polimerase em 20 mM Tris-HCI, 100 mM
KCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.5 % Tween-20, 0.5 % Nonidet P-
40, 50% (v/v) Glicerol, pH8.0(25°C)

Taq Reaction Buffer (tampa vermelha) - 10x conc.
200 mM Tris-HCl, 500 mM KCl, 20 mM MgCl,, pH 8.5 (25°C)

MgCl2 Stock Solution (tampa amarela)
25 mM MgcCl,

Reacdo de PCR

O procedimento de PCR descrito abaixo emprega volumes para
umareacdo de 50 uL. Para multiplas reac¢des, prepare um master
mix contendo todos os componentes comuns a todos as reacdes
e dispense o volume apropriado em cada tudo de PCR. Na
sequéncia, adicione o DNAmolde e os oligos respectivos.

Descongele, misture e centrifuge brevemente todos os
componentes antes de sua utilizagdo.

1. Preparo do PCR master mix
Nota: Considere os volumes de todos os componentes listados na etapa abaixo
para determinar o volume correto de agua a ser colocado.

Componentes Reacdo 50 pL [final ]
Agua, grau PCR To 50 pl
10x Taq Reaction Buffer 5l 1X
dNTP (Mix 10 mM) 1pl 200 pM
Taq Pol (5 U/ pl) 0,2-0,5pl 1-2,5U/reacdo

Misture e centrifugue brevemente (spin).

2. Adicione o DNA molde e os oligos

Componentes Reacdo 50 pL [ final ]
Oligo senso (10 pM) 0,5- 2,5ul 0,1-0,5uM
Oligo anti-senso (10 pM) 0,5- 2,5ul 0,1-0,5uM
DNA molde 10 pg - 1 pg**

**DNA gendmico: 1 ng-1ug; DNA plasmidial ou viral: 1 pg-1 ng
Tampe cada tubo, misture e centrifugue brevemente (spin).
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o Biotecnologia ao seu alcance

DNA polimerase termoestavel
Thermus aquaticus, recombinante, E. coli

3. 0timizacdo da concentracao de MgCl,:

O tampado de rea¢do 10x concentrado contém 20 mM de MgCl,,
resultando em 2 mM na reagdo, concentracdo recomendada
para maioria das aplica¢des. Para otimizagdo, adicione MgCl, da
solucdo estoque conforme indicado na tabela abaixo.

Concentracao final MgCl, 2,5mM 3mM 4 mM
Volume do estoque MgCl, 50 pl 1pl 2 ul 4 pl

4.Incube asreagdes em termociclador

Condigdes de ciclagem recomendadas

Etapa Temp. Tempo
Denaturacgdo inicial 95°C 1 min
Denaturacdo 95°C 15-30 sec
30 cycles Hibridizacdo ' 45-68 °C 15-30 sec
Elongacdo 2 72 °C 30 sec -4 min
Elongacdo final 72°C 2 min
4-8°C

1)Atemperaturade hibridizagdo depende dos T,,s dos oligos utilizados.

2)0 tempo de elongacdo depende do tamanho do fragmento que serd amplificado,
sendo 1 min/kb o tempo recomendado.

Para obtencdo de especificidade 6tima, otimiza¢des nos
parametros individuais podem ser necessarias dependendo do
DNAmolde edo par de oligos empregado.
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