ECRA LF-BST

DNA polimerase de deslocamento de fita resistente ao calor

Quantidade 1.600 U; Codigo do produto: EB6-20
°

Validade de 12 meses apoés a abertura.
Temperatura de transporte: -20 °C a 10 °C.
Temperatura de armazenamento: -20 °C.

Descricao do produto

A ECRA LF-BST ¢ uma DNA polimerase
resistente ao calor com propriedades de
deslocamento de fita, que sintetiza uma nova
fita de DNA enquanto dissocia a ligacao de
hidrogénio do DNA molde. Esta
caracteristica permite a replicacdo do DNA a
uma temperatura constante (55 a 65 °C), pois
a sintese ndao ¢ inibida pela estrutura
secundaria do DNA. A ECRA LF-BST,
corresponde a fragdo inteira da polimerase de
Bacillus stearothermophilus que contém a
atividade 5 — 3’, mas ndo possui atividade
57 — 3’ de exonuclease. A ECRA LF-BST ¢
ideal para a amplificacdo isotérmica (LAMP),
e para o rapido sequenciamento de nano
quantidades de DNA com regides de alto GC.
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Diretrizes para o uso da ECRA LF-BST

Tabela 1. Reagentes fornecidos

Componente Volume (nL) Cor
ECRA LF-BST 200 Azul
_ Tampdo 1000 Vermelho
isotérmico 10X

MgCl: 50 mM 1000 Verde

Condicoes de reacao basicas para PCR

O mix de primers para LAMP pode ser
preparado com todos os 4 ou 6 (com Loop)
primers. Uma mistura de primers 10X deve
conter: 16 uM FIP, 16 uM BIP, 2 uM F3, 2 uM
B3, 4 uM Loop F, 4 uM Loop B em TE ou
agua. A execucdo de um controle sem
RNA/DNA molde é recomendada para garantir
a especificidade da amplifica¢do. Se necessaria
otimizagdo, tente variar Mg?* (4 a 10 mM final)
ou de ECRA LF-BST/ECRA RTX, ou alterar
a temperatura de reagdo (50 a 68 °C).
Cuidadosamente misture e centrifugue os
tubos antes de abri-los. As reacdes de PCR
devem ser preparadas em gelo. A ECRA LF-
BST ¢ viscosa e, portanto, deve ser pipetada
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cuidadosamente. De preferéncia, adicione a
enzima por ultimo na montagem das reagdes.

Tabela 2. Protocolo para montagem da
reaciao

Volume .
Componente 25 L Conc. Final
Tampaio isotérmico 1X (2 mM
2,5 uL
10X 2 MgSOs)
6 mM (8 mM
3ul
MgCl: 50 mM u total)
dNTP Mix (10 mM) 3,5 ul 1,4 mM
Mix Primers 10X 2,5 ulL 4,4 uM
ECRA LF-BST 1pL 320 U/mL
ECRA RTX 0,5 uL 4000 U/mL
DNA molde X uL > 100 copias
para
H:0 25 4L

1. Misture os reagentes acima;

2. Incubar a reag¢do por 30 a 60 min a uma
temperatura entre 60 e 68 °C;

3. Se necessario, inative a reagdo aquecendo-
a a 80 °C por 10 min.

Resolucio de problemas

A amplificacdo isotérmica ¢ uma técnica
extremamente sensivel e cuidados devem ser
tomados para evitar a contaminagdo das areas
de instalacdo e equipamentos com DNA de
reac¢des anteriores. Um problema comum ¢ a
amplificacdo em controles negativos sem DNA
molde por contaminagdo cruzada ou por
amplificacdo de primers inespecificos que
formam dimeros. Geralmente € necessario
estudar de 2 a 4 pares de primers para se
escolher um par ideal. Aditivos de PCR como
DMSO ¢ betaina podem ser avaliados para
melhorar as reacdes.

Especificacoes

Definicao unitaria

Uma unidade ¢ definida como a quantidade de
enzima que ira incorporar 10 nmol de dNTP
em material insoluvel em acido em 30 min a 65
°C de acordo com calibragdo com enzimas
previamente padronizadas.



Tampao de armazenamento: Tris-HCI 20
mM; NaCl 0,1 mM; EDTA 0,1 mM; DTT 1
mM; NP-40 0,01% (v/v); Glicerol 50% (v/v);
pH 7,5.

Tampao isotérmico 10x: Tris-HCI 200 mM;
KCl1 1 M; (NH4)2SO4 100 mM; MgSO4 60 mM;
estabilizadores e detergentes; pH 8.8.

Armazenamento e uso

Armazene todos os componentes a -20 °C.
Descongele o buffer de reacdo a temperatura
ambiente ¢ armazene imediatamente apds o
uso.

Controle de qualidade

Este produto passou pelos seguintes ensaios de
controle de qualidade: analise de gel SDS-
PAGE para pureza; auséncia e atividades de
ribonuclease; atividade em DNA gendmico.
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Garantia

A ECRA Biotec garante que seus produtos
atendem as especificagdes indicadas na se¢do
de dados técnicos. Substituiremos os produtos
gratuitamente se nao estiverem conforme as
especificagoes. Esta substituigdo deve ser feita
dentro do prazo de 60 dias ap6s o recebimento.
Em consideragcdo aos compromissos acima
referidos pela ECRA Biotec, o comprador
concorda e aceita as seguintes condigdes:

e (Que esta garantia substitui todas as outras
garantias, expressas ou implicitas;
e Que Unico recurso do comprador sera para

obter a substitui¢do do produto de forma
gratuita.

Uso para a pesquisa
Estes produtos se destinam a fins de pesquisa
por pessoas qualificadas.

Aviso aos usuarios
E de responsabilidade do usuério utilizar os
produtos da ECRA Biotec para determinar por
si proprio a adequagdo de qualquer material
e/ou procedimento para uma finalidade
especifica e que adote as precaugdes de
seguranca que possam ser necessarias.
ECRA LF-BST ¢é uma marca comercial da
ECRA Biotec.
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