NEX TUPAM HIFI 2X
Master mix para PCR de alta fidelidade

:—\NexVitro_

Quantidade 100 U; Concentracdo 0,04 U/uL; Codigo do produto: EB1-22 /

Validade 6 meses apds a abertura ou 0 maximo
de acordo com o0 COA.

Temperatura de transporte: -20 °C a 10 °C.
Temperatura de armazenamento: -20 °C.

Descricdo do produto

A Tecnologia de Unico Passo para Analise
Molecular (NEX TUPAM HIFI 2X) é uma
mistura para PCR contendo a DNA
polimerase de Pyrococcus sp., com atividade
otimizada e alta fidelidade. Trata-se de uma
conveniente mistura 2X contendo todos 0s
reagentes necessarios para a realizacdo da
PCR (com excecdo dos primers e DNA
molde). A formulacdo contém a NEX HIFI
DNA polimerase (EB1-17), nucleotideos
(dNTPs: dATP, dCTP, dGTP, dTTP), tampdo
de reacdo patenteado incluindo MgCl; e
estabilizantes. A NEX TUPAM HIFI 2X
deve ser empregada na concentracdo de 1X
em reacOes de PCR de 20 a 50 pL. O Master
mix é recomendado para reagdes de PCR
rotina a partir de solugdes puras de DNA,
col6nias bacterianas e cDNA. Além disso, a
formulacéo exclusiva da NexVitro Biologics
garante alta especificidade e o minimo de
formacé&o de subprodutos.
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Diretrizes para o uso da NEX TUPAM HIFI
2X

Tabela 1. Reagentes fornecidos

Componente Volume (uL) Cor
NEX TUPAM 2 x 1250 Azul
HIFI 2X
DMSO 250 Amarelo

Condicgoes de reacdo bésicas para PCR
Descongele todos 0s componentes necessarios
para a reacdo apenas no momento de sua
utilizacao.

Tabela 2. Protocolo para montagem da
reacao

Componente Volume | Volume Conc.
P 50 l 20 l final
NEX TUPAM
HIFT 2X 25 pl 10 pl 1X
Primer F X ul X 0,5 UM
Primer R Xl Xl 0,5 uM
DMSO** 1,5 ul 0,6 pl 3%
DNA molde y ul y ul
para para
H0 50 l 20 l

* A concentragdo final de 0,5 uM de primers
pode variar entre 0,2 e 1,0 UM, se necessario;
** A adicdo de DMSO é opcional.

Notas sobre componentes reacionais

A NEX TUPAM HIFI 2X é fornecida a 0.04
U/uL (1 Ulreagdo) de enzima; 2X Tampao
HIFI de reacdo contendo magnésio, necessario
para uma boa amplificacdo (2.75 1X) e cada
dNTP. O mix é livre de nucleases e DNA
residual. A adicio de DMSO ajuda na
desnaturacdo de fitas de DNA com alta
proporcdo de GC, sendo recomendada para
estes casos. Ela deve ser evitada para moldes
com GC% muito baixo ou amplificacdes
maiores que 20 kb.

Molde de DNA

Recomendamos o uso de 10 a 100 ng/50 pL
reacdo de DNA de baixa complexidade (como
plasmideos, DNA lambda ou BAC) e 50 a 200
ng/50 pL reacdo de DNA gendmico de alta
complexidade.

Condigdes dos ciclos
As condigdes Otimas podem diferir do

protocolo padrdo.

Tabela 3. Programacéo do termociclador

Etapas Temperatura Tempo
Desnaturacéo o
inicial 98°C 30s
Desnaturacéo 98 °C 5a10s 25a
A BT XeC 10a30s ciifos
dos primers




Extensao 72°C 30 s/kb

Extensao

o .
el 72 °C 5a 10 min

Término 4°C

Alinhamento dos primers

Para que os primers utilizados se alinhem
corretamente no DNA molde, uma temperatura
condizente com as caracteristicas dos mesmos
deve ser utilizada. Uma temperatura muito alta
resultara em pouca ou nenhuma amplificacéo e
uma temperatura muito  baixa em
inespecificidade no anelamento. Analise seus
primers em: https://tmcalculator.neb.com.

Extenséo

O tempo de extensdo depende principalmente
do comprimento do fragmento a ser
amplificado. A preparacdo enzimatica NEX
TUPAM HIFI 2X é capaz de amplificar 1 kb
em 30s.

Resolugéo de problemas

Nenhum produto de PCR ou baixo

rendimento

e Use mais DNA molde e certifique-se de
gue ndo esteja degradado;

e Aumente o nimero de ciclos, prolongue o
tempo de extensdo e otimize a temperatura
de anelamento dos primers;

Adicione DMSO ou MgCl; na reagéo;
Verifique o estado dos primers e se 0S
mesmos nao formam dimeros ou hairpins;

Produtos néo especificos

e Use menos DNA molde e certifique-se de
que ndo esta contaminado;

e Aumente a temperatura de anelamento dos
primers, encurte o tempo de extensdo e
reduza o nimero de ciclos;

e Verifique o desenho dos primers e se eles

ndo anelam em outros locais do molde;
L
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Garantia

A NexVitro Biologics garante que seus
produtos atendem as especificacdes indicadas
na secdo de dados técnicos. Substituiremos os
produtos gratuitamente se ndo estiverem
conforme as especificacdes. Esta substituicdo
deve ser feita dentro do prazo de 60 dias apds
0 recebimento. Em consideragdo aos
compromissos acima referidos pela NexVitro
Biologics, o comprador concorda e aceita as
seguintes condicdes:

e Que esta garantia substitui todas as outras
garantias, expressas ou implicitas;

e Que Unico recurso do comprador sera para
obter a substituicdo 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 NexVitro Biologics para
determinar por si préprio a adequacdo de
qualquer material e/ou procedimento para uma
finalidade especifica e que adote as precaugdes
de seguranca que possam Ser necessarias.
NEX TUPAM HIFI 2X é uma marca
comercial da NexVitro Biologics.
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