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1. OBJETIVO

1.1

Orientar e padronizar o Manuseio do Espectrofotbmetro Nanodrop Lite, localizado no
Laboratério Integrado de Pesquisa (LIP) do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias
Biolégicas (PPGCBIo).

2. DEFINICOES

2.1. Espectrometria - técnica analitica quantitativa e qualitativa, que permite a
determinacéo da quantidade de soluto (DNA, RNA ou proteinas) em uma amostra, por
meio da determinacdo da absorbancia, e consequiente aplicacdo da lei de Lambert-
Beer.

2.2. Espectrofotbmetro - equipamento utilizado para obtencdo das leituras de

espectrometria

3. RESPONSABILIDADES

3.1.
3.2.
3.3.

3.4.

Elaboracédo: Técnica/o do Laboratério Integrado de Pesquisa do PPG — CBIO;
Reviséo Técnica/o do Laboratério Integrado de Pesquisa do PPG — CBIO;

Aprovacado: Professor(a) Responsavel pelo Laboratério Integrado de Pesquisa do
PPG - CBIO;

Execucgdo: Professores/Pesquisadores, Alunos de Mestrado, Doutorado e Pos
Doutorado, Alunos de Iniciagdo Cientifica acompanhados, Funcionarios do setor e

quaisquer outros que possuam uma permissao.

4. DISTRIBUICAO

4.1. Laboratoério Integrado de Pesquisa do Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias
Bioldgicas — ICB-UFJF.
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5. MATERIAL NECESSARIO
5.1. Pipeta de escala final de 2 uL ou 10 uL, com as respectivas ponteiras descartaveis.
5.2. Solucéo contendo a amostra a ser quantificada.
5.3. Solucdo utilizada para ressuspender o material a ser quantificado, para medida do

branco.

6. DESCRICAO DO EQUIPAMENTO
6.1. A voltagem do aparelho € 110V;

6.2. Os dados técnicos do equipamento séo:

Volume para medicdes la2uL

_ ) 260 nm (&cidos nucleicos)
Comprimento de onda de leitura
280 nm (proteinas)

DNA fita simples (4 ng/uL a 1500 ng/uL)
Limites de leitura para acidos nucleicos | DNa fita dupla (2,6 ng/uL a 900 ng/uL)
RNA (3,2 ng/uL a 1200 ng/uL)

Geral (0,08 mg/mL a 30 mg/mL)

Limites de leitura para proteinas BSA (0,12 mg/mL a 45 mg/mL)

IgG (0,06 mg/mL a 21 mg/mL)

6.3. A Figura 1, a seguir, apresenta o equipamento sobre a bancada:
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Figura 1 - Nandrop Lite, sobre a bancada.

7. DESCRICAO DO PROCEDIMENTO

7.1. O manipulador deve estar paramentado conforme POP GQU 001 — PARAMENTACAO
E ENTRADA/SAIDA DO LABORATORIO, e ter higienizado as méos de acordo com o
POP GQU 002 — HIGIENIZAGAO DAS MAOS

7.2. Ligar o aparelho na alimentacéo 110V (ndo ha nenhum botéo para ligar).

7.3 Aguardar o aparecimento do menu Iniciar (Figura 2).
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1erm Home
| DNA |
RNA
| Protein
| Tools & Settings
! Sleep
| & i Select

Figura 2 - Menu inicial do Nanodrop Llte.

7.3. Com auxilio das teclas A e V¥, selecionar dentre uma das opgoes de leitura (DNA,

RNA ou proteina), e pressionar Select.

7.4 Para leituras de DNA:
7.4.1 Apds selecionar a leitura de DNA, com auxilio das teclas A e V¥, selecionar o

tipo de amostra, DNA fita simples (ssDNA), ou fita dupla (dsDNA) (Figura 3) e
pressionar Select.

f Thermo Select assay type

SSDNA

Figura 3 - Menu de selecdo de amostras de DNA.
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7.4.2 Limpar o pedestal de amostras. Para isso, levantar cuidadosamente o braco na
lateral direita do equipamento (ver Figura 1).

7.4.3 Pipetar 3 uL de agua ultrapura sobre o pedestal, abaixar cuidadosamente o
brago e aguardar 3 minutos.

7.4.4. Retirar a 4gua e secar o pedestal com um lenco ou papel limpo.

7.4.5. A barra de mensagem do display deve exibir Measure blank (Figura
4).Proceder a leitura da amostra de referéncia zero para absorbancia (Branco). Para
isso, levantar novamente o braco, para ter acesso ao pedestal.

7.4.6. Pipetar de 1 a 2 yL de sua amostra de branco sobre o pedestal.

7.4.7 Abaixar cuidadosamente o braco. Selecionar a opcao Blank (Figura 4).

Thermo  4sDNA (Factor: 50)

29 Ser 2023 @6:25

Measure blanie
S ___

Figura 4 - Selec¢é&o de leitura do branco no display.

7.4.8 Levantar o brago do equipamento, remover a amostra do pedestal, com um
papel ou lengo, e realizar a segunda leitura do branco (a barra de mensagem do

display exibira Confirm Blank Measure), pressionando Blank novamente.
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7.4.9 Caso a medicédo do branco tenha sido bem sucedida, a barra de mensagem do
display exibirA Measure sample). Limpar novamente o pedestal com o papel ou
lengo, pipetar a amostra e selecionar Measure (Figura 5).

Thermo  dsDNA (Factor: 50)

Blank! 29 Ser 2023 @6:25:53
Measure sample

Figura 5 - Selecéo de leitura de amostra de DNA dupla fita.

7.4.10 Apoés a leitura, as seguintes informacdes serdo exibidas na tela:

M@q dsDNA (Factor: 50 Tipo de Leitura: DNA dupla fita

#1 < Seqiiéncia da amostra (no caso, 12 amostra)
A260 {10 mm): 0.002 Valor da absorbancia em 260 nm
A260/A280: 0.00 - Razio entre absorbancias em 260 nm e 280 nm

0.1 ng’ U| Concentragdo calculada

29 Sep 2023 B6:27:25
Blank: 29 Sep 2023 B6:26:58

Measure sample

Figura 6 - Tela de resultados de leitura de amostra de DNA dupla fita.
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7.4.11 Para realizar uma nova leitura, levantar o brago do equipamento, limpar o

pedestal, pipetar 1 a 2 pL de amostra e selecionar Measure (Figura 5).

7.5 Para leituras de RNA:

7.5.1 Apobs selecionar leitura de RNA (Figura 2), seguir as etapas 7.4.2. a 7.4.8.,
descritas previamente.

7.5.2 ApO6s a medicdo do branco, limpar o pedestal e pipetar 1 a 2 uL de sua
amostra de RNA, e selecionar Measure.

7.5.3 As seguintes informacdes serdo exibidas na tela:

Thermo

AT IENYIFIC

RNA (Factor: 40) Tipo de Leitura: RNA

#2 <€
A260 (10 mm): 0.001
A260/A280: 0.00

0.0 ngiple

29 Sep 2023 06:28:23
Blank: 29 Sep 2023 86:27:5%

Seqiiéncia da amostra (no caso, 22 amostra)

Valor da absorbancia em 260 nm
Razdo entre absorbancias em 260 nm e 280 nm

Concentragdo calculada

Measure sample

Measure

Figura 7 - Tela de resultados de leitura de amostra de DNA dupla fita.

7.5.4 Para realizar uma nova leitura, levantar o bragco do equipamento, limpar o

pedestal, pipetar 1 a 2 uL de amostra e selecionar Measure.

Elaboracéo: Reviséo: Reviséo: Aprovacéo:
Rogério Lauria Barbara Penido Jacy Gameiro
A A A A




Pée-Graduaclio UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA — U.F.J.F.

DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
Campus Universitario — Portico de S&o Pedro
CEP: 36036-330 — Juiz de Fora — MG

_INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS - I.C.B.
g LABORATORIO INTEGRADO DE PESQUISA DO PROGRAMA
Ko,h‘ .4""/ Tel: (32) 2102-6371

POP EQU Espectrofotdmetro Nanodrop Lite Eg?;’;gggg/zz&zj
NUMERO Thermo Scientific .
Versdo: 01
Palavra-Chave: Espectrofotometria UV; dosagem de Pag. 8de 9
acidos nucléicos e proteinas

7.6 Para leituras de proteinas:

7.6.1 ApoOs selecionar leitura de proteinas (Figura 2), sera exibida a seguinte
imagem:

Thermo Select assay type
[ Protein (1Aicm = 1 mg/ml) |
- =

~ Protein BSA)

Back A v Select k

Figura 8 - Tela de op¢Bes para leitura de proteinas.

7.6.2. Com o auxilio das teclas A e V¥V, selecionar o material a ser lido. O
equipamento ja possui pré-ajustes para leitura de imunoglobulina G (IgG) e albumina
sérica bovina (BSA). Para outros tipos de proteinas, selecionar a opgdo Protein
(1A/cm = 1mg/mL).

7.6.3 Realizar as etapas de limpeza do pedestal e medida do branco (itens 7.4.2. a
7.4.8.), descritas previamente.

7.6.4. Apés a medicdo do branco, limpar o pedestal e pipetar 1 a 2 pL de sua
amostra de proteina, e selecionar Measure.

7.6.5 As seguintes informagdes serdo exibidas na tela:
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Tipo de Leitura: Proteina

Therme  protein (E1% = 10)

#3 € Sequéncia da amostra (no caso, 32 amostra)
A280 (10 mm): -0.000 Valor da absorbancia em 280 nm
-0.000 mgiml Concentrag3o calculada

23 See 2023 DE127:30
Blank: 29-Ses 2023 96123180

Measure sample

Figura 8 - Tela de resultados de leitura de amostra de proteina.

7.6.6 Para realizar uma nova leitura, levantar o braco do equipamento, limpar o

pedestal, pipetar 1 a 2 uL de amostra e selecionar Measure.

7.7 Apoés realizar todas as leituras, pipetar 1 a 2 yL de agua ultrapura no pedestal, e
abaixar o braco.

7.8 Apo6s 3 minutos, levantaar o brago do equipamento, e secar a base inferior e superior
do pedestal com um papel ou lenco limpo.

7.9 Abaixar o pedestal, e desligar o equipamento da tomada.

8. REFERENCIAS

- NanoDrop Lite User Guide 269275200 Revision A January 2012
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