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1. OBJETIVO
Orientar e padronizar o manuseio do Equipamento Varioskan Flash, da empresa Thermo
Scientific, localizado no andar superior do Laboratorio Integrado de Pesquisa do

Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Biolégicas (LIP-PPGCBI0).

2. DEFINICOES

Varioskan Flash: equipamento utilizado para leitura de fluorescéncia, scanning de
fluorescéncia, absorbancia e luminescéncia. No momento, a func¢éao de luminescéncia
esta desabilitada no equipamento. O material analisado é colocado em placas de 96
pocos, de fundo chato ou arredondado, com ou sem tampa. O manuseio do equipamento

e a coleta de dados sao realizados através do software Skanl®.

3. RESPONSABILIDADES

Elaboracéo: Técnica do Laboratério Integrado de Pesquisa do PPG — CBIO;

Revisdo: Professor(a) Responsavel pelo Laboratorio Integrado de Pesquisa do PPG —
CBIO e Aluna de Doutorado da Instituicao;

Aprovacao: Professor(a) Responsavel pelo Laboratério Integrado de Pesquisa do PPG
— CBIO;

Execucdo: Professores/Pesquisadores, alunos de Mestrado, Doutorado e PoOs-
Doutorado, alunos de Iniciacdo Cientifica acompanhados, funcionarios do setor e

guaisquer outros que possuam uma permissao.
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4, DISTRIBUICAO
Laboratério Integrado de Pesquisa do Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias
Biologicas da UFJF.

5. MATERIAL NECESSARIO

Placa(s) contendo o material a ser analisado.

6. DESCRICAO DO EQUIPAMENTO

6.1 O equipamento possui as seguintes caracteristicas técnicas:

Especificagbes Elétricas
Alimentacéo 100 a 240 Vac (automatico)
Consumo 200 W
Fluorometria
Fonte de luz Lampada de xenbnio
Faixa de comprimento de onda de 200 — 1000 nm
excitacao
Faixa de comprimento de onda de emisséo 270 — 840 nm
Resolucdo de ajuste do comprimento de 1 nm
onda
Acuracidade do comprimento de onda +3 nm
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Duracédo programavel do intervalo de 10 - 1000 ms

medicao

Fotometria (absorbancia)

Fonte de luz Lampada de xendnio
Detetor Fotodiodo
Faixa de comprimento de onda 200 — 1000 nm
Resolugcdo de ajuste do comprimento de 1 nm
onda
Acuracidade do comprimento de onda +3 nm

Faixa de leitura 0 — 4 Absorbancias (placa de 96

pogos)

Faixa de leitura — continuacéo 0 — 3 Absorbancias (placa de 384

POCOs)

Duracédo programavel do intervalo de 10 - 1000 ms

medicao

6.2 A figura na pagina seguinte mostra o equipamento sobre a bancada com

alguns de seus principais componentes:
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1 - Estabilizador no-break

2 - Computador

3 - Varioskan

4 - Chave liga-desliga

5 - LED de satus (verde - ligado / laranja - em operacéo / vermelho - erro)

6 - Abertura da camara de medicao

7. DESCRICAO DO PROCEDIMENTO

7.1 O manipulador paramentado conforme POP GQU 001 — PARAMENTACAOE
ENTRADA/SAIDA DO LABORATORIO e tendo higienizado as maos de acordo com o
POP GQU 002 — HIGIENIZACAO DAS MAOS deve:

7.1.1 Ligar o no-break (1) pressionando suavemente o botéo Liga.
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7.1.2 Ligar o computador (2). Aguardar o aparecimento da area de trabalho do

Windows, e que ele se inicialize completamente.

7.1.3 Ligar a chave ON/OFF, no lado esquerdo do aparelho (4). Aguardar que ele
realize suas rotinas internas, e que o LED de status (5) fique verde. Nesse momento, 0

suporte para insercdo da placa sai de dentro da camara de medi¢do. Pode-se inserir a

placa a ser analisada nesse momento ou mais adiante.

7.1.4 Clicar duas vezes no icone do programa Skanit®.

4

Meus documentos
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7.1.5. Aguardar a abertura do programa, até aparecer a tela de login. Clicar em

OK (ndo ha senha):

Log On To Skanit Software

7.1.6. Aguardar o aparecimento da tela inicial do programa. Nesse momento, 0

suporte de placa volta para o interior do equipamento.

Elaboracéo: Revisao: Revisao: Aprovacao:

Rogerio L. da Silva Béarbara Penido Bruno Marcelo
1 1 R Y




Pée-Graduscho UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA — U.F.JF.

1 ; _INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS - I.C.B.
"'-ﬁ LABORATORIO INTEGRADO DE PESQUISA DO PROGRAMA
DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
\ ‘/ Campus Universitario — Portico de Sédo Pedro
*'h.mﬂ?‘

CEP: 36036-330—Juiz de Fora — MG
Tel: (32) 2102-6371

MANUSEIO DO EQUIPAMENTO | Emissé&o: 03/2022

POP EQU 001 VARIOSKAN FLASH - THERMO | Revisao: 11/2023

SCIENTIFIC Versao: 02

Palavras-Chave: Varioskan: Absorbancia; Fluorescéncia | Pag. 7 de 21

OBS - se for realizar um experimento em que seja necessario controle de
temperatura (Ex: 37 °C) no topo da tela selecionar Settings — Options —
Temperature, deixar marcada a opc¢ao Plate startup temperature, e ajustar para a
temperatura desejada.

7.1.7. Selecionar entre iniciar uma nova sessao (New Session), para definir um
novo experimento, ou abrir uma sessao previamente definida (Open Session) para
recuperar os dados de um experimento ja realizado.

7.1.8 Caso selecione New Session, selecionar a op¢cao Empty Protocol (Protocolo
vazio) na janela Protocol Options.

7.1.9. Escrever o nome da sessdo. SUGESTAO — Nome do aluno, data, nome
do experimento. Selecionar Next.
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7.1.10. Na janela Plate layout options (Opc¢Oes de layout de placa) selecionar a
placa que mais combina com a placa a ser utilizada para as leituras (nimero de pocos,
fundo chato, ou redondo, com ou sem tampa). Pode-se selecionar a placa padrao que ja

aparece marcada (ver foto acima). Selecionar Next.
Obs: Opcionalmente, pode-se selecionar “Use existing” no topo da tela e se recuperar

uma placa ja utilizada.

7.1.11 Selecionar a pasta onde sera salva a sessdo. Utilizar a pasta do orientador

do aluno (caso ndo haja uma pasta para o orientador, criar uma na raiz principal).
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7.1.12 Clicar em Finish. O operador € redirecionado para a tela de protocolo, onde

serdo inseridos os dados da placa e do experimento a ser realizado:
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7.1.13 Definir o layout da placa, utilizando o “Layout wizard” para identificar
individualmente cada amostra. Como alternativa mais rapida, pode-se preencher toda a
placa sequencialmente como amostra desconhecida (Unknow). Para isso, selecionar
aleatoriamente algum ponto do desenho representativo da placa, clicar com o botao

direito do mouse e selecionar “Fill with unknown”.

I ‘1 :

i

1 ‘!‘ I“‘\‘ |
it

7.1.14 Apos preencher os dados da placa, selecionar Protocol para programar o

experimento.

: 144'-‘T>;LI\I'H‘VIl*||H Skanl

| Sesson Edt  Settngs  Execte  Hep
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7.1.15 Na seguinte tela, selecionar o experimento que sera realizado:

1 — Loop cinético (varias medidas com
intervalo de tempo definido).

2 — Absorbancia (A fixo)

3 — Absorbéancia (scan)

4 - Fluorescéncia ( A de excitacdo e
emissao fixos).

5 — Fluorescéncia (scan)

6 — TRF (time resolved fluorescence)
7 — TRF (scan)

8 — Fechamento do suporte da placa.

9 — Abertura do suporte da placa.
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Para usar o loop cinético, clicar sobre o icone respectivo (ver figura anterior). Na janela

a direita, selecionar o nUmero de medidas que serdo realizadas, e o intervalo de tempo

entre elas.

7.1.16 Ao selecionar um experimento, ele aparecera na tela de passos (steps) logo a
direita do simbolo dos experimentos. E possivel remové-lo clicando no X vermelho, ou
renomea-lo, clicando no botdo r/e. Para cada tipo de experimento determinado, sera

aberta uma janela a direita da tela, para preenchimento dos parametros pertinentes

(paginas seguintes).

3 ““_‘-..‘
Tk
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Tela dos parametros para absorbancia.

i =i

Wavelenght [nm] — inserir o comprimento de onda em que sera realizada a leitura.
Bandwidth [nm] — largura do comprimento de onda — em geral deixar ajustado para 5nm.
Measurement time — duracéo da leitura — em geral, deixar no padrédo de 100 ms.
Pathlenght correction — selecionar quando a leitura é realizada em uma placa diferente
da padrao (volume diferente, material diferente, etc...)

Multiple measurements — selecionar quando for realizar medidas com diferentes
comprimentos de onda em um mesmo poc¢o. Abrira uma janela onde o usuario ira inserir

os valores e o intervalo entre as leituras.
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Tela para os parametros de scan de absorbancia.

Hithiatth [ B
| |
il

Scanning wavelenghts — Start [nm] — comprimento de onda inicial de leitura.
End [nm] — comprimento de onda final de leitura.

Step size [nm] — intervalo entre os comprimentos de onda.

Os demais parametros estéo descritos na pagina anterior.
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Tela para os parametros de fluorescéncia.

Excitation wavelenght [nm] — comprimento de onda de excitag&o.

Emission wavelenght [nm] — comprimento de onda de emissé&o.

Excitation bandwith [nm] — largura do comprimento de onda de excitacéo.

Dynamic range — a nao ser que o protocolo peca ou os resultados néo estejam bem

definidos, manter em AutoRange (automatico).

Measurement time [ms] — duracdo da leitura — em geral, deixar ajustado para 100 ms.

Optics — Top — a fluorescéncia é medida do topo da placa. Recomendado para medidas

mais sensiveis.

Bottom — recomendado para leitura de materiais que estdo no fundo da placa,

como por exemplo, células aderidas.
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Tela para os parametros de scan de fluorescéncia.

Fixed wavelenght — seleciona-se qual comprimento de onda sera fixado, de emisséo ou
excitacao.

Scaning wavelenghts — seleciona-se o comprimento de onda inicial (Start) e final (End)
do comprimento de onda que sera variado.

Os demais paramentros estdo descritos na pagina anterior.
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7.1.17 — ApOs definidos os parametros, salvar o protocolo e clicar na seta verde

para que sejam realizadas as leituras. Sera solicitado um nome para a corrida, que

pode ser o mesmo do experimento.

.,.“,..,,,W.;;r'f"nwmmmnmmwr»r;mwmfmrunummm

i mummm”
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7.1.18 — ApOs a realizacéo das leituras, os resultados podem ser visualizados

em Results.
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7.1.19 Clicar no arquivo Report gerado. Na janela a direita o usuario podera

selecionar quais items serdo adicionados ao relatério. DICA — selecionar todos e clicar

em Add. Para visualizar o relatorio, clicar em View Report.
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7.1.20 O relatério € gerado. Para salva-lo, clicar em Save no alto da janela

A
/ ity m: '/// f ‘ ‘
« /m ) /
i 1t : \
Vel M
7.1.21 Selecionar a pasta do orientador para salvar os resultados, dentro da

pasta “Relatérios de Leitura”. Para facilitar a visualizagao posterior dos dados, salvar

em formato Excel. Os resultados podem ser recuperados posteriormente com um pen-

drive.
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7.1.22 Apoés o término do experimento, encerrar o programa Skanlt.

7.1.22 — Desligar, na sequéncia, o Varioskan, o computador e o estabilizador No-

break.

8 MEDIDAS DE SEGURANCA

8.1 Nao deixar o suporte de placas para fora do aparelho, sob risco de causar

danos a peca devido a contatos acidentais.

9 REFERENCIAS

Thermo Scientific Skantt® Software for Varioskan® Flash version 2.4.3 — User

Manual.
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