Isolamento de DNA Plasmídico
Cálculos:
(Ampicilina

2 ml x 2 (tubos) = 4 ml                           Elementos do grupo: 3   (  4 x 3 = 12 ml 
50 μg _____ 1 ml

    X   _____ 50 ml

                                  X=2500 μg = 2,5 mg

Solução em stock : 20 mg/ml

20 mg _____ 1 ml

2,5 mg _____      X

                                                                                       X= 0,125 ml = 125 μl    

(Meio LB
	Reagentes disponíveis (em stock)
	A preparar

	Bacto-Triptona: 500g
	Triptona: 10g

	Bacto-Extracto de levedura: 454g
	Extracto de levedura: 5g

	NaCl: 1kg
	NaCl: 5g

	H2O
	Água para 1000 ml


· Triptona                                                  
10g _____ 1000ml

  X   _____  50ml

                               X = 0,5g

· Extracto de levedura

5g _____ 1000ml

 X  _____  50ml

                              X = 0,25g

· NaCl

5g _____ 1000ml

 X  _____ 50ml

                                 X = 0,25ml

(Meio LA

1,5g (Agar) _____ 1000ml
       X          _____ 50 ml
                                                     X = 0,075g = 75mg

Para fazer este meio, acrescentamos 75mg de Agar ao meio LB.

(Solução I

100 μl/tubo – 2 tubos 


200 μl x 3= 600 μl

Considerando que são necessários 5000 μl de solução I (tendo em conta o número de elementos do grupo e possíveis erros que possam ocorrer) para a realização do protocolo.
	Reagentes disponíveis (em stock)
	A preparar

	Glucose: 1M = 1000mM
	Glucose: 50mM

	Tris.Cl: 1 M = 1000mM
	Tris.Cl: 25mM

	EDTA: 0,5 M = 500mM
	EDTA: 10mM

	H2O
	Água para 5ml = 5000μl



· Glucose

1000 x Vs = 50 x 5000
                                                  Vs = 50 x 5000 = 250 μl
                                                             1000
· Tris.Cl

                                 
1000 x Vs = 25 x 5000

                                                        Vs = 25 x 5000 = 125 μl
                                                                   1000
· EDTA

500 x Vs = 10 x 5000

                                                        Vs = 10 x 5000 = 100 μl
                                                                    500

· Água


250 μl + 125 μl + 100 μl = 475 μl

5000 μl – 475 μl = 4525 μl

Logo são necessários 4525 μl de água para fazer esta solução.

(Solução II

200 μl/tubo – 2 tubos 


400 μl x 3= 1200 μl

Considerando que são necessários 10000 μl de solução II (tendo em conta o número de elementos do grupo e possíveis erros que possam ocorrer) para a realização do protocolo.
	Reagentes disponíveis (em stock)
	A preparar

	NaOH: 10N
	NaOH: 0,2N

	SDS: 10% = 0,1
	SDS: 1% = 0,01

	H2O
	Água para 10ml = 10000μl


· NaOH


10 x Vs = 0,2 x 10000

                                              Vs = 0,2 x 10000 = 200 μl
                                                            10

· SDS

                                 
0,1 x Vs = 0,01 x 10000

                                                     Vs = 0,01 x 10000 = 1000 μl
                                                                    0,1
· Água


200 μl + 1000 μl = 1200 μl


10000 μl – 1200 μl = 8800 μl

Logo são necessários 8800 μl de água para fazer esta solução.

(Solução III

150 μl/tubo – 2 tubos 


300 μl x 3= 900 μl

Considerando que são necessários 7500 μl = 7,5 ml de solução III (tendo em conta o número de elementos do grupo e possíveis erros que possam ocorrer) para a realização do protocolo.
	Reagentes disponíveis (em stock)
	A preparar

	Acetato de potássio: 5M
	Acetato de potássio: 60ml

	Ácido acético glacial: 100ml / 1L
	Ácido acético glacial: 11,5ml

	H2O
	H2O: 28,5ml


60ml + 11,5ml + 28,5ml = 100ml
· Acetato de potássio
60ml _____ 100ml
 X     _____ 7,5ml
                                                      X = 4,5ml     
· Ácido acético glacial
11,5ml _____ 100ml

   X     _____ 7,5ml

                                                             X = 0,86ml

· Água

28,5ml _____ 100ml

  X      _____ 7,5ml

                                                            X = 2,14ml

(Tampão TE (pH8)

20 μl/tubo – 2 tubos 


40 μl x 3= 120 μl 

Concentrado 10x (  X ( 120 = 12μl
10 10


Consideramos para a realização do protocolo





50 ml





Cs x Vs = Cp x Vp








Cs – concentração em stock


Vs – volume a retirar do stock


Cp – concentração da preparação


Vp – volume da preparação





Ana Maria Silva   	n.º15571  LECN       


Ana Raquel Veríssimo	n.º15011  LECN


Andréa Farinha	n.º13340  LECN








