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1. OBJETIVO
Orientar e padronizar o procedimento de uso do equipamento Ultracentrifuga Beckman
Coulter modelo Optima L-100 XP, presente no Laboratério Integrado de Pesquisa do

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

2. DEFINICOES

Ultracentrifugacdo - processo de geracdo de forca centrifuga, a velocidades muito
elevadas, para separacéo de particulas de acordo com seu tamanho ou densidade.
Rotor - suporte no qual serdo posicionados os tubos com o material a ser submetido a

ultracentrifugacéo.

3. RESPONSABILIDADES

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

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

Aprovacao: Professor(a) Responsavel pelo Laboratorio Integrado de Pesquisa do PPG
- CBIO;

Execucdo: Professores/Pesquisadores, Alunos de Mestrado, Doutorado e Pos
Doutorado, Alunos de Iniciagcdo Cientifica acompanhados, funcionarios do setor e

quaisquer outros que possuam uma permisséo de acesso ao LIP.
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4. DISTRIBUICAO
Laboratorio Integrado de Pesquisa do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias

Biolégicas.

5. MATERIAL NECESSARIO

5.1 Para uso do rotor SW32 Ti (angulo variavel), ou do rotor 70 Ti (angulo fixo) &

necessario utilizar tubos do tipo Ultra-Clear Beckman, topo aberto, tamanho 25 x 89

mm (largura x comprimento), numero de catalogo 344058 (Figura 1), ou semelhante, de

acordo com o material a ser separado. OBS: antes de realizar seu experimento,

consulte o manual dos rotores, disponivel no LIP, e verifique se o tubo que vocé

vai utilizar é apropriado para a rotacdo a que serd submetido durante a

ultracentrifugacéao.

Figura 1 -Tubos do tipo Ultra-Clear Beckman.
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6. DESCRICAO DO EQUIPAMENTO

6.1 O equipamento possui as seguintes caracteristicas técnicas:

Rotor SW32 Ti (&ngulo variavel) -
32.000 rpm (175.000 g no raio
Rotacdo maxima maximo).

Rotor 70 Ti (angulo fixo) - 70.000
rpm (504000 g no raio maximo)

Maximo 6 tubos com capacidade

Capacidade )
méaxima de 38,5 ml (catalogo 344058)
Temperatura ajustavel 0°C a 40°C.
Pressdo de vacuo minima <0,7 Pa
Tempos de temporizacdo disponiveis Até 999 horas e 59 minutos.

A Figura 2, na pagina seguinte, mostra o equipamento com destaque para

algumas de suas partes:
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Figura 2 - Vista frontal da ultracentrifuga Optima L-100 XP.

7 DESCRICAO DO PROCEDIMENTO PARA LIGAR A CENTRIFUGA

DICA - Caso a ultracentrifugacédo ocorra em baixa temperatura (Ex: 4°C),

refrigere previamente o rotor no freezer do LIP.
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7.1 PRIMEIRA ETAPA - PESAGEM E DISTRIBUIC;AO DOS TuBOS NO
ROTOR.

7.1.1 O manipulador deve estar paramentado conforme o POP GQU 001 —
PARAMENTAQAO E ENTRADA/SAIDA DO LABORATORIO e ter higienizado as maos
de acordo com 0 POP GQU 002 — HIGIENIZACAO DAS MAOS.

7.1.2 Devido as altas aceleracbes permitidas pela ultracentrifuga, os tubos
devem ser preparados com o auxilio da balanca de precisdo Ohaus Adventurer (EQU
020). Caso seja utilizado o rotor SW 32 Ti ( angulo variavel), é necessario que seja
considerado o peso total do tubo de amostra, suporte do tubo e a tampa (Figura 3).

Figura 3 - Pe
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7.1.3 As posic¢des no rotor SW 32 Ti sdo numeradas sequencialmente, de 1 a 6.
E possivel inserir 2, 3, 4 ou 6 tubos durante uma ultracentrifugacéo, conforme o
esquema apresentado na Figura 4. Os tubos nas posi¢coes imediatamente opostas (ou
seja,le4,2eb5, e 3e6)devem ter sido preparados com 0 mesmo peso, pelo menos
até a 32 casa depois da virgula, caso a pesagem tenha sido realizada na escala de

grama.

Figura 4 - Esquema para distribuicdo dos tubos no rotor SW 32 Ti
(obtido em SW 32 Ti and Sw32.1 Ti Rotors Manual).

7.1.4 No caso do rotor 70 Ti, podem ser realizadas centrifugacées com 2, 4, 6 ou
8 tubos, que devem ser distribuidos como indicado na Figura 5, observando os

cuidados de pesagem discutidos no item anterior.
° e
“?' C‘ o
| |. \ / '
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Figura 5- Esquema para distribuigdo dos tubos no rotor 70 Ti
(obtido em Type 70 Ti Rotor Manual).
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7.2 SEGUNDA ETAPA - PROGRAMACAO DA ULTRACENTRIFUGA.
7.2.1 - Ligue a centrifuga, utilizando o botéo liga/desliga na lateral direita do

equipamento (Figura 1 e Figura 6).

Figura 6 - Chave Liga/desliga da ultracentrifuga.

7.2.2 Carregue o motor no compartimento da centrifuga (Figura 1). Para abrir a
tampa, puxe a macaneta para a direita. Nao existe trava para o rotor. Apds posiciona-
lo, trave novamente a tampa do compartimento.

7.2.3 ApOs a inicializacdo, o painel de controle exibira os parametros a serem
ajustados para a ultracentrifugacao (Figura 7). Para ter acesso a dos parametros, &
necessario posicionar a chave seletora (que fica abaixo do painel) na posicdo Normal
(Figura 8).
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Figura 7 - Vista do painel de controle da ultracentrifuga.
Figura 8 - Chave seletora posicionada na posi¢cdo Normal.
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723 A tela do painel é do tipo touchscreen. Para programar a

ultracentrifugagdo, basta tocar no parametro desejado e selecionar um dos valores do
menu horizontal, ou inserir o valor com o teclado. Os principais parametros a serem
programados sdo: velocidade (em rpm ou g, janela a esquerda da tela), tempo de
duracédo (em horas e minutos, janela central) e temperatura ( janela a direita na tela)
(Figura 9).

RCF (xg): 0 Time(hr:min):

Stopped
Optima“ L-XP
EXPERT SOFTWARE

—

| Display RPM

RCF(x g)
Set Speed(x g ): Set Time (hrimin): Set Temp(°C ):
19202 v 111 - 4 -
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[ 4 [

710 ——-ﬁ Precool
Heat
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Figura 9 - Principais parametros o e op¢des de selecdo da ultracentrifuga.
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IMPORTANTE - SEMPRE VERIFIQUE SE O ROTOR SELECIONADO E O
MESMO QUE SERA UTILIZADO!

E possivel ligar a ultracentrifuga e acionar o pré-refrigeramento antes da
pesagem dos tubos. Isso otimiza o tempo de duracdo do experimento. Nao se
esquecao de colocar o rotor no freezer, ou na propria centrifuga, para refrigera-
lo.

7.2.3 Apos programar a ultracentrifuga, togue na tecla ENTER na tela, e depois
em START (Figura 9). A bomba de vacuo serd acionada. Se a centrifuga ja tiver
atingido a temperatura de trabalho, a centrifugacéo tera inicio.. Caso contrario, sera

necessario aguardar a temperatura atingir o valor selecionado.

8 DESCRICAO DO PROCEDIMENTO PARA DESLIGAR A CENTRIFUGA

8.2.1 Ao término da centrifugacéo, sera emitido um bipe, e a centrifuga iniciara o
processo de parada. Enquanto o rotor estiver girando, sera mostrada a mensagem
Stopping, na parte superior da tela do equipamento. Durante esse periodo, ainda nao
€ possivel abrir o compartimento do rotor, e o vacuo permanece ligado.

8.2.2 Apos a parada total do rotor, o aviso de Stopped sera exibido no topo da
tela (Figura 9). Pressionar o botdo de vacuo (Vacuum) no painel de controle (Figura 10)
para desligar a bomba de vacuo. Apés a equalizacdo da pressdo, a abertura do

compartimento sera liberada.
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Figura 10 Posicéo do botédo de controle da bomba de vacuo.

8.2.3 Retire cuidadosamente suas amostras, para evitar qualquer movimento

gue possa perturbar o gradiente criado.

8.2.4 Retire o rotor utilizado de dentro da centrifuga, e faca sua limpeza com

agua e/ou etanol 70%. Deixe a tampa do compartimento do rotor aberta, para equilibrio

com a temperatura ambiente.

8.2.5 Desligue a centrifuga, por meio da chave na lateral do equipamento (Figura

6).
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9 REFERENCIAS

9.1 Optima L-XP Series Instructions For Use.

9.2 SW 32 Ti and SW 32.1 Ti Rotors Manual.

9.3 Type 70 Ti Rotor.
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