GUIA DE PRÁTICA DE MINIPREP RESUMIDO (veja detalhes no protocolo no site)
Cada grupo extrairá dois plasmídios contendo cDNA de S. mansoni: amostras A e B.
1. Encha um tubo de microcentrífuga com a cultura bacteriana e centrifugue por 1 min.

2. Despreze o sobrenadante, encha o tubo novamente sem confundir as culturas A e B e centrifugue, para obter material suficiente para a extração.

3. Ressuspenda o sedimento com 100 l de solução I (basta transferir todo o conteúdo do microtubo) incubando em mixer por 3 min.

4. Adicione 200 l de solução II, misture por inversão gentil do tubo por 4 vezes e incube em gelo por 5 min.

5. Adicione 150 l de solução III, misture por inversão gentil do tubo por 4 vezes, obtendo precipitado branco, e centrifugue por 5 min.

6. Transfira 400 l do sobrenadante ou o máximo que conseguir para outro tubo marcado com A ou B, sem retirar o material branco precipitado.

7. Adicione 400 l de isopropanol (transfira todo o material do tubo “I”), misture por inversão, aguarde 2 min e centrifugue por 5 min para precipitar o plasmídio.

8. Lave o sedimento (expressão usada na bioquímica quando não se consegue ressuspender o sedimento, mas mesmo assim o mesmo é misturado em vortex para retirar excesso de sal) com 1 ml de etanol 80% (tubo “E”), vortexando por 1 min.

9. Centrifugue por 5 min, despreze o sobrenadante, retire todo o etanol com micropipeta e ressuspenda o DNA plasmidial com 50 l de TE (Tris 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8) refluxando com micropipeta 10 vezes.
GUIA DE PRÁTICA DE MINIPREP RESUMIDO (veja detalhes no protocolo no site)
Cada grupo extrairá dois plasmídios contendo cDNA de S. mansoni: amostras A e B.

1. Encha um tubo de microcentrífuga com a cultura bacteriana e centrifugue por 1 min.

2. Despreze o sobrenadante, encha o tubo novamente sem confundir as culturas A e B e centrifugue, para obter material suficiente para a extração.

3. Ressuspenda o sedimento com 100 l de solução I (basta transferir todo o conteúdo do microtubo) incubando em mixer por 3 min.

4. Adicione 200 l de solução II, misture por inversão gentil do tubo por 4 vezes e incube em gelo por 5 min.

5. Adicione 150 l de solução III, misture por inversão gentil do tubo por 4 vezes, obtendo precipitado branco, e centrifugue por 5 min.

6. Transfira 400 l do sobrenadante ou o máximo que conseguir para outro tubo marcado com A ou B, sem retirar o material branco precipitado.

7. Adicione 400 l de isopropanol (transfira todo o material do tubo “I”), misture por inversão, aguarde 2 min e centrifugue por 5 min para precipitar o plasmídio.

8. Lave o sedimento (expressão usada na bioquímica quando não se consegue ressuspender o sedimento, mas mesmo assim o mesmo é misturado em vortex para retirar excesso de sal) com 1 ml de etanol 80% (tubo “E”), vortexando por 1 min.

9. Centrifugue por 5 min, despreze o sobrenadante, retire todo o etanol com micropipeta e ressuspenda o DNA plasmidial com 50 l de TE (Tris 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8) refluxando com micropipeta 10 vezes.


