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NcoI  

 
Catálogo: RK21115 

Tamaño: 1,000 U / 5,000 U 

Concentración: 10,000 U / ml 

Componentes: 
NcoI (10,000 U/ml) RM21617 

10X Buffer CutC RM20106 

 

Descripción del producto:  
Sitio de restricción: 

 
Definición de unidad: 
Una unidad se define como la cantidad de 

enzima necesaria para digerir 1 μg de ADN λ en 

1 hora a 37°C en una reacción con volumen 

total de 50 μl.  

 

Condiciones de almacenaje: 
Tris-HCl 10 mM, KCl 50 mM, DTT 1 mM, EDTA 

0.1 mM, 200 μg/ml de BSA, 50% de glicerol, pH 

7.4 a 25 °C 

 

Temperatura de almacenamiento: -20°C 

 

Condiciones de reacción: 
Búfer 1X CorteC. Incubar a 37°C.  

 

Búfer 1X CorteC: 
NaCl 100 mM, Tris-HCl 50 mM, MgCl2 10 mM, 

BSA de 100 μg/ml, pH 7.9 a 25 °C 

 

 
 
 

Corte rápido: Sí 

Esta enzima digiere 1 unidad de sustrato en 5-

15 minutos bajo condiciones de reacción 

recomendadas.  

 

Actividad en el Búfer de ABclonal 
CorteA  CorteB CorteC CorteS 
100% 100% 100% 100% 

 

Inactivación por Calor: 80°C durante 20 min. 

 
Sensibilidad a la Metilación: 

Metilación dam                                                  No Sensible 
Metilación dcm                                                  No Sensible 

Metilación de CpG                                             No Sensible 

 

Instrucciones:  
Un Resumen NcoI "Típico": 

Composición Cantidad 
H2O Hasta 50 μl 

10X CutC Buffer 5 μl 

ADN* 1 μg 

NcoI** 0.5- 1 μl 

• Los sustratos se digieren completamente 

cuando se incuban a 37°C durante 5-15 

min. 

• *Los sustratos de ADN deben estar libres de 

fenol, cloroformo, etanol, EDTA, detergentes 

o altas concentraciones de sal; de lo 

contrario, afecta la actividad enzimática.  

• **Cantidad de enzima: 10 unidades son 

suficiente; generalmente se usa 1 μl 
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Proceso de control de calidad: 

• Pureza superior al 95 % detectada por SDS-

PAGE.  

• Sin contaminación de exonucleasa y 

nucleasa. 

• No se detecta ADN genómico residual del 

huésped mediante PCR.  

 

Optimización de Reacciones de 
Endonucleasas de Restricción: 
Hay varios factores clave que se deben tener en 

cuenta al configurar una digestión con 

endonucleasas de restricción. El uso de las 

cantidades adecuadas de ADN, enzima y búfers 

en el volumen de reacción correcto permite 

lograr una digestión óptima. Por definición, una 

unidad de enzima de restricción digiere 

completamente 1 μg de sustrato de ADN en una 

reacción de 50 μl en 60 minutos. Esta 

enzima:AND:su relación de volumen de reacción 

se puede utilizar como guía al diseñar 

reacciones. Sin embargo, la mayoría de los 

investigadores siguen las condiciones de 

reacción "típicas" enlistadas, donde se 

recomienda una sobredigestión de 5 a 10 veces 

para superar la variabilidad en la fuente, 

cantidad y pureza del ADN.  

 

Un Resumen de Restricción "Típico"  
Composición Cantidad 
Enzima de Restricción 10 unidades son suficientes;  

generalmente se usa 1 µl 

ADN 1 µg 

Búfer ABclonal 10X 5 µl (1X) 

Volumen de Reacción Total 50 µl 

Tiempo de Incubación 1 hora* 

Temperatura de Incubación Dependiente de la enzima 

* Puede reducirse a 5-15 minutos usando una enzima de 

restricción de "Corte Rápido".  

Enzima 

• Se debe mantener en hielo cuando no esté 

en el congelador.  

• Debe ser el último componente agregado a 

la reacción.  

• Mezcle los componentes pipeteando la 

mezcla de reacción hacia arriba y hacia 

abajo o "moviendo" el tubo de reacción. 

Continue con un centrifugado rápido 

("touch") en una microcentrífuga. No haga 

vórtice con la reacción.  

• En general, recomendamos de 5–10 

unidades de enzima por µg de ADN, y de 10 

a 20 unidades de ADN genómico en el 

transcurso de 1 hora.  

 

ADN 

• Debe estar libre de contaminantes como 

fenol, cloroformo, alcohol, EDTA, 

detergentes o exceso de sales. Los pasos 

de lavado adicionales durante la purificación 

son recomendados.  

• La metilación del ADN puede inhibir la 

digestión con ciertas enzimas. 

 

Búfer 

• Usar a una concentración de 1X. 

• Complementar con SAMe (S-Adenosil 

metionina) a la concentración recomendada 

si es necesario.  

 

Volumen de reacción 

• Se recomienda un volumen de reacción de 

50 µl para la digestión de 1 µg de sustrato.  

• El volumen de la enzima no debe exceder el 

10% del volumen total de la reacción para 
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evitar la actividad estelar debido al exceso 

de glicerol. 

• Los aditivos en el búfer de almacenamiento 

de enzimas de restricción (p. ej., glicerol, 

sal), así como los contaminantes que se 

encuentran en la solución de sustrato (p. ej., 

sal, EDTA o alcohol), pueden presentar una 

dificultad en volúmenes de reacción más 

pequeños. Las siguientes pautas se pueden 

usar para técnicas que requieren volúmenes 

de reacción más pequeños.  

 
Sistemas de 
Reacción 

Cantidad 
de Enzima* 

ADN Búfer 
ABclonal 10X 

10 μl** 1 U 0.1 μg 1 μl 

25 μl 5 U 0.5 μg 2.5 μl 

50 μl 10 U 1 μg 5 μl 

* Las Enzimas de Restricción deben diluirse cuando se 

necesiten cantidades más pequeñas.  

** 10 µl de rxns no deben incubarse durante más de 1 hora 

para evitar la evaporación. 

 

Tiempo de Incubación 

• El tiempo de incubación suele ser de 1 hora.  

• A menudo se puede disminuir usando un 

exceso de enzima o usando una de 

nuestras enzimas de restricción "Quick Cut" 

[Corte Rápido].  

• Con la mayoría de las enzimas es posible 

utilizar menos unidades y digerir hasta por 

16 horas.  

 

Detener una Reacción 

Si no se requiere más manipulación del ADN:  

• Terminar con una solución de interrupción 

(10 µl por cada 50 µl de rxn) [1x: Ficoll-400 

al 2.5 %, EDTA 10 mM, Tris-HCl 3.3 mM, 

SDS al 0.08 %, Tartrazina al 0.02%, 0.001% 

de Xileno cianol FF, pH 8.0 a 25 °C].  

Cuando se requiere una mayor manipulación de 

ADN: 

• Se puede utilizar inactivación de calor. 

• Se puede remover la enzima utilizando una 

columna giratoria o una extracción con 

fenol/cloroformo. 

 

Reacciones de Control 
Si tiene dificultades para escindir el sustrato de 

ADN, le recomendamos las siguientes 

reacciones de control: 

• ADN de control (ADN con múltiples sitios 

conocidos para la enzima, por ejemplo, ADN 

lambda o pUC19) con enzima de restricción 

para probar la viabilidad de la enzima. 

• Si el ADN de control se escinde y el ADN 

experimental resiste la escisión, los dos 

ADN se pueden mezclar para determinar si 

un inhibidor está presente en la muestra 

experimental. Si un inhibidor (a menudo sal, 

EDTA o fenol) está presente, el ADN de 

control no se cortará después de mezclarse. 
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