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Geneclean

-
Gelstück fein ausschneiden, Volumen schätzen.

-
3 Volumen NaI (6 M)zugeben und bei bis zu 50°C inkubieren, bis Agarose gelöst ist

-
bei DNA-Mengen bis 2 µg, 5 µl Glassmilk dazu und mixen

· 5-10 min bei RT inkubieren

· zentrifugieren, 15 s full speed

-
2 mal mit NEW-wash Puffer waschen (jeweils Pellet lösen auf Vortex, zentrifugieren), einmal mit EtOH 70%

-
Pellet trockenlegen (Ethanol verdunsten lassen) und mit min. 15 µl TE oder H2O eluieren (vortexen, 5-10 min bei RT oder 37°C inkubieren)

-


Glassmilk, purificação de fragmentos de DNA de gel de agarose (em TAE)

-
cortar banda do gel (evitar muita exposição à luz UV)

-
adicionar 3 volumes NaI (6 M) e incubar a 37°C até dissolver completamente o agarose (opcional: adicionar 100 µl Isopropanol)
-
adicionar 5 µl Glassmilk (100 mg/ml em 3 M NaI)

-
incubar 5 min a TA, mexer de vez em quando 

· centrifugar 1 min “full speed“, jogar o sobrenadante (tirar com pipeta)

· lavar o pellet branco 1x com 1 ml NEW wash buffer (-> ressuspender (vortex), centrifugar, jogar sobrenadante), re-centrifugar 10 s e tirar todo liquido, deixar secar 5 min a TA na bancada (evaporar álcool)
· Adicionar 15-20 µl TE, LoTE ou H2O, misturar bem e incubar 10 min a TA, o pH certo para soltar o DNA do glassmilk é entre pH 6 e 8

· centrifugar, 1 min full speed

· Pipetar o sobrenadante para um tubo novo sem transferir glassmilk

-
O fragmento purificado está pronto para uso. Mantenha-no no –20°C (meses-anos?) ou no gelo (uso ~ imediato).

Gel de Agarose: Em 1x TAE, 1-2% Agarose (w/v), suplementar com 3 µl/100 ml de Brometo de etídio estoque (10 mg/ml) Brometo de etídeo é altamente mutagênico!!!

Purificação de DNA plasmidial após miniprep

· A 50 µl de DNA miniprep adicione 200 µl de NaI 6 M e 50 µl de glassmilk

· incubar, misturando de vez em quando, por 5-10 min a RT

· centrifugar 10 s, jogar sobrenadante, adicionar 1 ml NEW wash

· vortex, centrifugar 10 s, jogar sobrenadante, adicionar 1 ml NEW wash
· deixar secar o pellet branco até não ter mais odor de etanol.

· ressuspender o pellet em 50 µl de LoTE ou TE, incubar 5 min a TA, centrifugar 1 min full speed

· Pipetar o sobrenadante para um tubo novo sem transferir glassmilk.

· Estocar o plasmideo –20°C (longo prazo) ou a 4°C (uso ~ imediato)

Preparação de glassmilk:

100 mg/ml de silica (Sigma, ca. 30-50 Reais por 100 g), fazer suspensão em PBS, misturar, deixar sedimentar 1 h. Repetir 1x, adicionar novamente PBS e centrifugar 2000 rpm (swing out, Beckman), 5 min. Ressuspender o pellet em 3 M NaI (do estoque 6 M NaI), opcionalmente adicionar 10 µl/50 ml mercaptoetanol ou 0,1 M DTT.

NEW Wash buffer: 20 mM Tris/Cl pH7.5, 0,01 M NaCl, 2 mM EDTA, ≥55% (v/v) EtOH em H2O.

6 M NaI: Pesar o NaI (Merck, Synth), e ajustar a 20 mM Tris pH 6,8 (opcional 1 mM DTT)

