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PURIFICACIÓ dels ddNTPs no Incorporats 

durant la reacció de secuenciació

Es poden fer servir tres metòdes.
El primer protocol és el més comú, el més barrat i funciona molt bé!
1) ABI Prism™ BIGDYE® Terminator (versión 1.1 y 3.1) – Precipitació amb EDTA/NaOAc 
(protocol per 20uL de volum de reacció de secuencia!!!!!!)

Afagir a un tubo de 1.5 ml 10ul de reacció de seqüència + 10ul H2O

Prepara la barreja següent: 

2 µl de 125mM EDTA + 2 µl de 3M NaOAc+  50 µl de Etanol 100% 
· Afagir 54 l de la mix anterior als 20 l  de la reacció de seqüència 
· Barrejar amb la pipeta o per inversió y deixar a Temperatura ambient durant 15 minuts. 

· Centrifugar durant 20 min. a 14.000 rpm i  4ºC 
· Eliminar la solució d’Etanol – Extraure amb una pipeta 
· Afagir 200 l d’Etanol 70% 
· Centrifugar 2 min. a 14.000 rpm i  4ºC 
· Eliminar la solució d’Etanol al maxím amb la pipeta 
· Assecar el “pellet” – tub obert a 37ºC durant 5 min o sota un llum
· Es pot guardar el pellet sec a -20ºC (max. un any).

Es important entendre que durant el proces de precipitació els ddNTPs[F] es troban en la solució d’etanol. S’ha d’eliminar l’etanol sense evaporar-ho. 

Es requereix que l’etanol absolut sigui de qualitat. 
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2). Columnes Centri. SEP  ( REF :401762; Applied Biosystems)

Hidratar la resina amb 800 µl de ddH2O. Asegurar-se de que tot esigui hidratat i sense bombollas.  

Hidratar durant un miním de 2 hores. 

Centrifugar a 750 g ( Radí = 5 cm;  4.000 rpm ) , 2 min per eliminar l’aigua i montar la columna. 

g = 11.18 x r x (rpm/1000)2
g = força centrífuga relativa

r = radí del rotor en cm

rpm = revolucions per minut
· Depositar poc a poc i sense tocar la columna els 20 µl de la reacció de secuenciació en el centre de la columna (10ul reacció de seqüència + 10 ddH2O).

· Asegurar-se de que la mostra estigui totalment absorbida per la resina.

· Centrifugar a 750 g durant 2 min.  No aumenteu en cap moment el temps de centrifuga. Si el rotor es d’angle fixe, colocar la columna en la misma orientació de la centrifugació anterior.

Recuperar uns 25-30 µl de muestra 

· Assecar la mostra 

· Es pot guardar a -20ºC (max. un any)

Les columnas es poden tornar a hidratar amb ddH2O, centrifugar i guardar a 4ºC. D’aquesta manera es poden tornar a fer servir dos a trev vegades consecutives. Es recomana reutilitzar una mateixa columna en un temps maxím de un mes.

3).  Digestió amb  SAP (shrimp alKaline phosphatase) - opcional-       + Precipitació 

A partir dels 20 µl de la reacció de secuenciació afagir: 
2 µl de SAP (1 U/µl) + 18 µl de SAP buffer. 

Incubar a 37°C 30 minuts.

Precipitar la digestió seguint un dels dos protocols anteriors.
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