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1 Indicacoes de uso
1.1 Utilizacao deste manual

Indicacoes de uso

Eppendorf BioSpectrometer® fluorescence

Portugués (PT)

» Leia 0 manual de operacao antes de colocar o equipamento em funcionamento pela primeira vez. Se

necessario observe o manual de operacao dos acessorios.

» Este manual de operacao faz parte do produto. Guarde-o em um local facilmente acessivel.

» Em caso de entrega do aparelho a terceiros junte sempre o manual de operacao.

» Vocé encontra a versao atual do manual de operagao nas linguas disponiveis em nosso site na internet

em www.eppendorf.com/manuals.

1.2 Simbolos de perigo e niveis de perigo

1.2.1  Simbolos de perigo

As indicacoes de seguranca deste manual apresentam os seguintes simbolos de perigo e niveis de perigo:

ﬁ Choque elétrico

Substancias explosivas

' Substancias toxicas

A

Ponto de perigo

Danos materiais

1.2.2  Niveis de perigo

PERIGO Resulta em lesdes graves ou morte.

ATENCAO Poderd resultar em lesdes graves ou morte.

CUIDADO Podera resultar em lesdes de gravidade moderada a média.
AVISO Podera resultar em danos materiais.
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1.3 Simbolos usados

Representacao |Significado
1. Acoes na sequéncia especificada
2.
» Acodes sem sequéncia especificada
. Lista
@ Pressione a tecla para executar uma agao descrita.
ou sample
Pressione a tecla de funcoes para executar uma acao descrita.
ou [Copyl
0 Informacoes adicionais
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1.4 Abreviaturas usadas

A
Absorbance — Extincao

DNA
Deoxyribonucleic acid — Acido desoxirribonucleico (ADN)

dsDNA
double stranded DNA — ADN duplex

Métodos de marcacao
Métodos do grupo Dye labels para a medicao de biomoléculas marcadas com corante

FOI
Frequéncia de incorporacao: Medida para a quantidade de moléculas de corantes relativa ao nimero de
nucleotideos em moléculas bioldgicas marcadas com corantes

M
mol/L (molar)

0D600
Densidade 6ptica com comprimento de onda de 600 nm

RFU
Relative Fluorescence Unit — unidade de fluorescéncia relativa Medida para a intensidade em medicoes de
fluorescéncia

RNA
Ribonucleic acid — Acido ribonucléico (ARN)

ssDNA
single stranded DNA — ADN simplex

P
Transmissao: A translucidez descrita como Transmissao (T) é calculada como quociente a partir de | (saida
de luz da cubeta) e | (entrada de luz na cubeta): T =1/l

uv

Radiacao ultravioleta
Vis

Visible light — luz visivel

cv
Coeficiente de variacao (erro padrao / média), em percentagem
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2 Seguranca
2.1 Utilizacao de acordo com a finalidade

A area de aplicacao do BioSpectrometer fluorescence sao laboratérios de pesquisa na area da biologia
molecular, bioquimica e biologia celular. O BioSpectrometer fluorescence destina-se exclusivamente a
utilizacao em espacos interiores. Tém de ser cumpridos os requisitos de seguranca especificos do pais para
a operacao de aparelhos elétricos na area laboratorial.

O BioSpectrometer fluorescence destina-se a determinacgao fotométrica de concentracoes de analitos em
liquidos e ao registro de espectros de absorcao de comprimento de onda em cubetas. Além disso é possivel
executar medicoes de fluorescéncia para a quantificagao de biomoléculas.

Utilize apenas acessérios Eppendorf ou acessérios recomendados pela Eppendorf.

2.2 Exigéncias ao usuario

O instrumento e acessdrios devem ser usados apenas por técnicos treinados.

Antes da utilizacao leia atentamente o manual de utilizacdo e o manual de instrucdes dos acessorios e
familiarize-se com o modo de trabalho do instrumento.

23 Perigos durante o uso conforme a finalidade
2.3.1 Danos pessoais

A: PERIGO! Choque elétrico devido a penetracao de liquido.

Desligue o equipamento e desconecte o plugue antes de iniciar a limpeza ou desinfecgao.
Nao deixe penetrar qualquer liquido no interior da caixa.

Nao use spray para limpar/desinfetar a carcaca.

Apenas volte a ligar o equipamento se esse estiver completamente seco no interior e
exterior.

v Vv v Vv

\ PERIGO! Perigo de explosao.
f.

» Nao opere o equipamento em compartimentos onde sejam processadas substancias
explosivas.

» Nao processe com o equipamento substancias explosivas ou que reajam fortemente.

» Nao processe com este equipamento substancias que possam formar uma atmosfera
explosiva.

11
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/N

> B

ATENCAO! Choque elétrico devido a danos ao equipamento ou no cabo elétrico.

» Ligue o equipamento caso este e o cabo de alimentacao nao estejam danificados.

» Coloque em funcionamento apenas equipamentos devidamente instalados ou reparados.

» Em situacao de perigo desconecte o equipamento da tensao da rede. Retire o plugue do
equipamento ou da tomada. Utilize o dispositivo de interrupgao previsto (p. ex.,
interruptor de emergéncia no laboratério).

ATENCAO! Danos devido a radiacio UV.

Cubetas de microlitro, como Hellma® TrayCell (ou cubetas de microlitros de tipo semelhante)
desviam a radiacao da fonte de luz dentro da cubeta, de forma que a radiacao da fonte de luz
pode sair por cima se a tampa nao estiver fechada.

» Antes do inicio de uma medicao certifique-se de que a tampa esta colocada na cubeta de
microlitro.

ATENCAO! Perigo para a satde devido a quimicos téxicos, radioativos ou agressivos,
assim como devido a liquidos infecciosos e germes patogénicos.

» Respeite os regulamentos nacionais sobre a manipulagdo destas substancias, os niveis de
seguranca bioldgica de seu laboratério, assim como as folhas de dados de seguranca e as
indicacdes de utilizacao do fabricante.

» Use seu equipamento de protecao individual.

» Consulte os regulamentos abrangentes sobre a manipulacao de germes ou material
bioldgico do grupo de risco Il ou mais elevado em "Laboratory Biosafety Manual" (Fonte:
World Health Organisation, Laboratory Biosafety Manual, na respectiva versao atualizada).

ATENCAO! Perigo para a salde devido a equipamento e acessoérios contaminados.

» Descontamine o equipamento e acessorios antes do armazenamento ou envio.

CUIDADO! Falhas de seguranca devido a acessorios e pecas sobresselentes errados.

Os acessorios e pecas suplentes nao aconselhadas pela Eppendorf reduzem a seguranca, o
funcionamento e a precisao do equipamento. A Eppendorf ndao assume nenhuma garantia e
responsabilidade por danos provocados pela utilizacao de acessorios e pecas suplentes nao
recomendados ou pelo uso indevido do equipamento.

» Use apenas acessorios recomendados pela Eppendorf e pecas sobresselentes originais.
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Danos ao equipamento

AVISO! Danos devido a quimicos agressivos.

» Nao utilize quimicos agressivos no equipamento e acessorios, como por ex. bases fortes e
fracas, acidos fortes, acetona, formaldeido, hidrocarbonetos halogenados ou fenol.

» Limpe imediatamente o equipamento em caso de presenca de quimicos agressivos com
um produto de limpeza suave.

AVISO! Danos ao equipamento devido a fumigacao com quimicos agressivos.

» Nao execute desinfeccao por fumigacao.

AVISO! Corrosao devido a produtos de limpeza e desinfeccao agressivos.

» Nao utilize detergentes corrosivos, nem solventes agressivos ou polidores abrasivos.
» Nao incubar os acessorios durante um longo periodo de tempo em detergentes de limpeza
ou desinfec¢ao agressivos.

AVISO! Danos aos componentes elétricos devido a formacao de condensacao.
Apos o transporte do equipamento de um ambiente frio para um ambiente mais quente,
pode-se formar condensacao.

» Depois de montar o equipamento espere no minimo 3 h. Ligue sé depois o equipamento a
fonte de energia.

AVISO! Diminuicao do funcionamento devido a danos mecanicos.

» Verifique o equipamento ap6s um dano mecanico para se certificar de que as fungoes de
medicao e avaliagao do equipamento decorrem corretamente.

AVISO! Danos devido a sobreaquecimento.

» Nao coloque o equipamento préoximo de fontes de calor (p. ex. aquecimento, secador).

» O equipamento nao deve ser exposto a luz solar direta.

» Garanta uma circulacao de ar sem obstaculos. Mantenha livre uma distancia minima de
5 cm para todas as ranhuras de ventilagao.

AVISO! Danos materiais devido a utilizacao errada.

» Apenas utilize o equipamento para os fins descritos no manual de instrucoes.

» Certifique-se de que esta garantida a resisténcia suficiente do material durante o uso de
substancias quimicas.

» Em caso de duvida contate o fabricante deste produto.

13
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AVISO! Danos devido a embalagem incorreta.
*’ A Eppendorf AG nao se responsabiliza por danos devido a embalagem incorreta.

» Armazene e transporte o equipamento sempre na embalagem original.

AVISO! Danos devido a limpeza incorreta do compartimento da cubeta.

: [3

» Limpe o compartimento da cubeta apenas com uma zaragatoa Umida (aqui Limpeza na
pdg. 75).

» Nao deixe penetrar liquidos no compartimento da cubeta.

» Nao insira os dedos no compartimento da cubeta.

24 Informacoes sobre responsabilidade pelo produto

Nos casos descritos abaixo, as medidas de protecao previstas para o equipamento poderao ser
comprometidas. A responsabilidade por danos fisicos e materiais que venham a ocorrer recaira, entao,
sobre o operador.

« O equipamento nao é utilizado de acordo com o manual de operacao.

« A utilizacao do equipamento difere da utilizagao de acordo com a finalidade.

» O equipamento é usado com acessorios ou consumiveis que nao foram aprovados pela Eppendorf AG.

» Pessoas que nao foram autorizadas pela Eppendorf AG realizam a manutencgao ou a reparacgao do
equipamento.

» Foram realizadas alteracdes no equipamento nao autorizadas pelo usuario.

25 Indicacoes de seguranca no equipamento
Representacao Significado Local
Ponto de perigo Lado traseiro do equipamento

» Respeite o manual de instrugoes.

Quando o equipamento é aberto é Parte inferior do equipamento

Gerat nach dem Offnen necessario ajusta-lo novamente.
justieren!

Adjust device after
opening!

» Nao abrir o equipamento.
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Descricao do produto

3.1 Vista geral de produtos

Fig. 3-1:  Vista frontal e traseira

—

o U A~ W N

Visor 7 Fonte de alimentacao
Compartimento da cubeta 8 Porta USB para computador
Cobertura do compartimento da cubeta 9 Porta RS-232 para impressora
Porta USB para pendrive USB e impressora 10 Tomada de conexao Ethernet
Interruptor de rede 11 Painel de comando
Porta-fusivel

A chapa de caracteristicas encontra-se na parte inferior do equipamento no lado esquerdo atras.

3.2 Material fornecido

Namero |Descricao

1 BioSpectrometer fluorescence
1 Cabo elétrico
4 4 UVetten

Cubeta de plastico Eppendorf original, embalada individualmente, PCR clean, Protein-free

Manual de instrucoes, multilingue
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33 Caracteristicas

O BioSpectrometer fluorescence reune dois processos de medicao espectroscopicos: Espectrofotometria e
fluorimetria. Consegue executar medicoes espectrofotométricas na faixa UV-Vis de 200 nm até 830 nm e
medicoes fluorimétricas em duas combinacoes de comprimentos de onda definidos na area visivel (470 nm
excitacao/520 nm emissao e 470 nm excitagao/560 nm emissao). Destina-se a medicao de liquidos em
cubetas na area da biologia molecular, biotecnologia, bioquimica e biologia celular na pesquisa e
desenvolvimento. E possivel utilizar cubetas de vidro e cubetas plasticas na faixa de volume de 1 pL até
3000 pL (fotometria) ou 60 pL até 3000 pL (fluorimetria).

3.3.1 Métodos
Fotometria

Ja estao pré-programados varios métodos para a determinagao da concentragao de acido nucleico,
proteinas e acidos nucleicos marcados com corantes e proteinas, assim como o método OD 600 para a
determinacao da densidade bacteriana através da medicao da turvacao. Além disso estao pré-programados
métodos para varios processos de medicao e avaliagao (medicdes de um ou multicomprimentos de onda,
registro de espectros, avaliacdes com fator, padrio e curva de padrio). E possivel criar métodos préprios
com base nos métodos e modelos pré-programados. Com os modelos do grupo de métodos Absorbance é
possivel avaliar rapidamente absorcdes ou espectros sem mais avaliacdes. No grupo de métodos
Absorbance, vocé encontra também um método para avaliar o grau de transmissao de uma amostra.

Fluorimetria

Estao pré-programados métodos para a determinacgao da concentracao de acidos nucleicos com reagentes
PicoGreen, RiboGreen, OliGreen e o reagente Qubit, assim como a concentracao de proteinas com
NanoOrange. Também estao incluidas variantes curtas dos métodos de acido nucleico para a medicao
rapida com apenas dois padroes. Como na espectrofotometria também estao pré-programados modelos de
métodos para varios processos de avaliagao (através de fator, padrao ou curva de padrao).

3.3.2 Operacao

0Os métodos e modelos pré-programados estao resumidos em grupos organizados, nos quais pode
selecionar rapidamente o método desejado. Depois de acessar o método é guiado através do procedimento
de medigao em passos claros. Uma caixa de ajuda no visor da informacdes, se necessario. As 3 teclas
redondas de medicao (standard, blank, sample) permitem inciar uma medicao de forma rapida e direta.

3.3.3 Saida de resultados

O BioSpectrometer fluorescence apresenta os resultados no visor do equipamento ou imprime-os em uma
impressora disponivel na Eppendorf. Através da porta USB é possivel transferir os dados de resultados do
equipamento para um pen drive USB, uma impressora ou diretamente para um PC. Quando o equipamento
esta conectado a uma rede é possivel imprimir os resultados em uma impressora de rede ou serem
enviados por e-mail. Nao é possivel salvar os resultados em uma unidade de rede.
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3.3.4  Autoteste do equipamento

Diretamente apds a ligacao o equipamento verifica automaticamente o funcionamento da unidade do
espectrometro e da unidade de fluorescéncia. Para realizar uma verificacao mais abrangente do
equipamento, acesse a funcao Device calibration (aqui Autoteste do equipamento na pdg. 82).

17
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4 Instalacao
4.1 Preparar a instalacao

» Conserve a caixa de transporte e 0 material da embalagem para um transporte futuro seguro ou para
armazenamento.

» Verifique se a entrega esta completa com base nos dados sobre o material fornecido (aqui Material
fornecido na pdg. 15).

» Verifique todas as pecas com relagao a eventuais danos de transporte.

4.2 Selecionar o local de instalacao

Selecione o local de instalacao do BioSpectrometer fluorescence de acordo com os seguintes critérios:

« 2 tomadas com condutor de protecao para o BioSpectrometer fluorescence e a impressora.
» Mesa de laboratdrio sélida com tampo de trabalho horizontal.
Necessidade de espaco do equipamento: 50 cm (com impressora: 75 cm) largura, 50 cm profundidade.
» Temperatura: 15 °C a 35 °C.
+ Evite oscilagoes de temperatura (por ex. devido a janelas abertas).
« Evite a luz solar direta.
« Umidade do ar: 25 % a 70 % umidade relativa.

0 Certifique-se de que nao se encontram objetos debaixo do equipamento (por ex. folhas soltas,
cadernos), que possam obstruir a entrada de ar.

4.3 Conectando o equipamento a rede elétrica

1. Coloque o BioSpectrometer fluorescence sobre uma area de trabalho adequada.

2. Verifique se a tensao de rede e a frequéncia de rede correspondem aos dados da chapa de
caracteristicas.

3. Conecte o equipamento a rede elétrica e ligue-o com o interruptor de rede.

4. Retire a pelicula protetora do visor.
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4.4 Conectar o equipamento a uma rede

0 A conexdo do equipamento a uma rede é opcional. E possivel usar o equipamento sem
conexao a uma rede.
Informacoes sobre configuragdes de rede (aqui Device settings na pdg. 71)

Requisito
Cabo Ethernet (RJ45)

1. Conecte o cabo Ethernet a tomada de conexao da rede.
2. Conecte o cabo Ethernet a tomada de conexao Ethernet 10 (aqui Vista geral de produtos na pdg. 15).

0 Impressora de rede
Uma impressora de rede é detectada automaticamente nas seguintes condigoes:

» Alimpressora se encontra no mesmo segmento de rede do equipamento.
« A impressora suporta o protocolo Zeroconf.
« A impressora é compativel com PostScript.

4.5 Conectando a impressora a porta USB
4.5.1 Impressora térmica DPU-S445

Requisito

No equipamento estar instalada a versao de software 3.4.4.0 ou superior.

Nas configuragoes da impressora estar selecionada a impressora térmica DPU-S445 (aqui Device settings
na pdg. 71).

Conecte a impressora térmica DPU-S445 a porta USB para impressoras.

1. Conecte o cabo da impressora a porta USB para impressoras 4 (aqui Vista geral de produtos na pdg. 15).
2. Conecte o cabo da impressora a impressora.

3. Conecte a impressora a rede elétrica através do transformador e cabo elétrico fornecidos (acessorios da
impressora) e ligue a impressora.

Encontra informacdes sobre a impressora no manual de instrugoes da impressora.
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4.6 Conectando um pendrive USB para exportacao de dados

E possivel conectar um pendrive USB, com formataciao FAT-32 4 porta USB 4 (aqui Vista geral de produtos
na pdg. 15).

Em alternativa é possivel conectar o equipamento diretamente a um computador através de um cabo USB
para a exportacao de dados:

Requisito
» Computador com Windows, Versao XP, SP2 ou versdes posteriores.
+ Cabo USB respetivamente com um conector tipo A e tipo B.

» Conecte o equipamento a porta USB do computador através do cabo USB 8 (aqui Vista geral de produtos
na pdg. 15).

0 » Nao precisa de um software especial para a transferéncia de dados: Pacotes de dados
transferidos sao detectados pelo computador como um dispositivo de armazenamento
removivel, como um pendrive USB. Para visualizar os dados precisa apenas abrir o pacote
de dados.
« A transferéncia de dados para o pendrive USB ou para o computador é iniciada apos a
série de medicdo no passo de método print & export (aqui print & export na pdg. 60).
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5 Operacao
5.1 Elementos de comando

YO w
000® o O

000® 0.0
standard

Fig. 5-1:  Elementos de comando do BioSpectrometer fluorescence

Tecla Funcao

Teclado: Introduzir nimeros e texto.

Teclas 1 a 9 e 0: Na introducao de texto é possivel introduzir nUmeros além de
letras e caracteres especiais pressionando varias vezes a tecla. Em alternativa
pode mudar para o teclado virtual com [Keyboard]l.

€00 cee

Fora dos campos de introdugao: Acessar selecao de métodos.

Fora dos campos de introducgao: Acessar selecao de fungoes.

Tecla de funcoes: Selecionar fungoes.
A ocupacao das teclas muda com o didlogo do software. A funcao atual é
indicada diretamente no visor através da tecla.
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Tecla

Funcao

Mover o cursor para a esquerda, direita, para cima e para baixo.

» Navegar entre campos de introducao.

« Teclas de cursor @ e © dentro de um campo de introducio: navegar dentro
da sequéncia de caracteres.

+ Teclas © e @ dentro de uma indicacdo de resultados: navegar entre os
resultados de amostras da série de medicao.

+ Teclas @ e © dentro de um gréfico: navegar no eixo X de gréaficos, para, por
exemplo, indicar os valores de absorcao dependentes do comprimento de
onda em uma varredura.

Teclas © e @ em um espectro de absorcio de comprimento de onda: alterar
o detalhe da imagem (processo SpectraZoom) (aqui Tab. na pag. 57).

delete

Sair da selecao atual para o nivel imediatamente superior.

Eliminar a introducao. Dentro de uma sequéncia de caracteres é eliminado o
caractere a esquerda do cursor

« Acessar o método ou funcao selecionada.
« Abrir a lista de selecao.
» Confirmar a introducgao ou selegao.

standard

Indiciar a medicao de padroes.

Iniciar a medicao de valor em branco.

Iniciar a medicao de amostras.
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5.1.1 Introduzindo texto

Os textos podem ser introduzidos na atribuicao de nomes de métodos e unidades de resultados. Limitagao:
Para nomes de métodos sao permitidos apenas nimeros e letras, assim como o underscore "_"

m Introducao através do teclado:

Com as teclas de cursor @ e © navega para um
campo de introducao, podendo alterar posicoes
| individuais no nome.
Teclas de fungdes:
» [Keyboardl: Mostrar teclado.
« [abcl: Mudar entre mailsculas e mindsculas na
introducdo através do teclado.
« [Savel: Salvar o texto introduzido.
« [Cancell: Cancelar a introducao de texto.

Enter the name and storage location.

Method name: ‘dsDNA

Target directory: (DfavaritesiMyMethods Sy

OFavorites/ | MyMethods v

Wéhlen Sie

das aktuelle Verzeichnis
oder ein Zielverzeichnis
in "Favorites”.

{Keyboard}[ J[ abc ][ ]{ Save J[ Cancel J
m Introducao através do teclado apresentado:

Com as teclas de cursor seleciona os caracteres
Eutagitalpamelandlsioagaliocation: apresentados e confirma respetivamente com a tecla
! enter. Como em um teclado de computador com a
tecla "Shift" ou trava-maiusculas pode mudar entre
mailsculas e minUsculas para a introdugao seguinte

Method name: ‘PCR prod|

Target directory: @ Favorites/MyMethods

OFavorites/ |MyMethods v ) "
‘ ou para todas as introdugdes subsequentes.
Tecla de funcdes:
H 123 4567890 - = — « [Numbers]: Mudar para a introdugao através do
A|Ajwle|r|t|Y|ulijo|P|[]] . teclado.
0 als tlglh] k] 1];] ] e ur/renlemry: . .
= |z ,!EIC vTsTnlml-T-T/T < ﬁg},ﬁ’;’tﬁéi“ewm‘ « [Savel: Salvar o texto introduzido.
Space HmheE « [Cancell: Cancelar a introducdo de texto.
[Numbers}[ J[ abc ]{ ][ Save J[ Cancelj
5.2 Inserindo a cubeta

No encaixe de cubeta é possivel inserir cubetas quadradas comuns de vidro ou plastico:

» Dimensoes externas: 12,5 mm x 12,5 mm
« Altura do feixe de luz: 8,5 mm acima do fundo da cubeta
« Altura geral: minimo 36 mm

As cubetas tém de ser opticamente transparentes no respetivo comprimento de onda. Para a medigao no
intervalo UV a Eppendorf oferece uma cubeta de plastico com a UVette, que é transparente em um
comprimento de onda a partir de 220 nm, sendo assim também adequada a medicao de acidos nucleicos.
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Eppendorf - jelima® TrayCell* UVette® Ultra-micro

Cuvettes pCuvette G1.0
Basic area 12.5 mm x 12.5 mm /\
Min. overall height 36 mm @
Min. filling level 10mm . _
Light path 85mm - oo zozz:zs
Max. height of base 7mm--" L
Omm -~
Min. volume Photometry See manufacturer See manufacturer 50 pL 70 pL
information information
Min. volume Fluorimetry See manufacturer not suitable 60 pL 70 pL
information
* or similar microliter cuvette
Requisito

Semi-micro  Macro

+

400 pL

400 pL

A cubeta esta livre de contaminacao por poeira ou impressoes digitais e livre de riscos.

« O compartimento da cubeta esta livre de particulas, poeira e liquido.

« O volume de medigao na cubeta é suficiente. Observar o volume de medicao minimo.

» A solugao de medicgao esta livre de particulas e bolhas.

1000 pL

1000 pL

 Fluorimetria: A solucao de medicgao esta livre de substancias, que apresentam fluorescéncia propria

indesejada ou que inibam a fluorescéncia da substancia a analisar.

« A temperatura da cubeta esta acima da temperatura do ponto de condensacao, que se aplica as

condicdes ambientais (umidade e temperatura).

0 O sentido do feixe de luz esta assinalado com uma seta na caixa.

» Fotometria: O sentido do feixe de luz de trads para a frente esta assinalado na caixa:

"absorbance".

» Fluorimetria: O sentido do feixe de luz da direita para a esquerda e de volta esta assinalado

na cobertura do compartimento da cubeta: "fluorescence".

o f/uoresCe,,ce

- Posor é‘?/)c‘f
@ 'legc

Fig. 5-2:  Identificacao dos feixes de luz

1. Posicione a cubeta de forma que a janela 6ptica da cubeta aponte no sentido do feixe de luz.

2. Na colocagao pressione a cubeta completamente para baixo contra uma ligeira resisténcia.

3. Fluorimetria: Fechar a cobertura do compartimento da cubeta antes da medicao.
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5.3 Vista geral do procedimento de medicao
5.3.1  Preparando a medicao

1. Ligue o equipamento e, se necessario, a impressora.

O equipamento executa um autoteste (duracdo aprox. 1 minuto) e indica a selecao de métodos.

Prepare as cubetas para a medicao (aqui Inserindo a cubeta na pdg. 25).

Prepare as solucoes de medigao para as medi¢oes dos valores em branco ou dos padroes e das
amostras.

4. Abra a cobertura do compartimento da cubeta.

0 Solucoes de medicao para padroes e amostras com absorcgoes inferiores a 0,05 A nao devem
ser usadas. O limite de deteccao do equipamento € significativamente inferior, porém a
influéncia de interferéncias das solugoes de medicao (por ex. particulas, bolhas, turvacdes)
sobre a confiabilidade dos resultados é muito grande nestas absor¢oes reduzidas. Vocé
encontra mais informacgoes, como por.ex. sobre o Userguide Nr. 013 em nossa pagina da
internet www.eppendorf.com.

5.3.2 Procedimento de medicao
5.3.2.1 Selecionando o método

» Selecione 0 método desejado com as teclas de
P Sio s cursor e acesse 0 método com a tecla enter.
[ Favorites  [[&01 [[® Bradfore Vocé encontra um resumo e uma descricao

el ¢ | el detalhada dos métodos no capitulo seguinte (aqui
£ Proteins (reagent) B BCA

Method Selection

Pholometry

=

€ Routine O Dy & BCA micra Metodos na pdg. 33).
=K o t i y & Lowry
(=] |& Lowry micro

B <New Methed>

[as]
[}

[ ][ Copy ][ Ty J[ Delet ] ]l Function
Bractord: (CREEIETRTEEY{mossurs standards}—{mossure samploa} (.. Wizard: O Assistente no canto superior do visor
acompanha vocé passo a passo através do
P 1/2 . ,
Cavatis WL Ao procedimento do método.
Wavelength S Caixa de ajuda: em cada passo do procedimento
oot pg/ml aparecem textos de ajuda no canto inferior direito do
Calculation Standard .
visor.
Standard: [ ~ ~
RS Tecla de funcodes: com as teclas de funcdes [< Back]
Replicates 1 . .
e [Next >] movimenta-se para a frente ou para tras no
Decimsl piaces 0 R : ;
. passo do meétodo dentro do assistente.
Autoprint off COH paramoner:

e e e My e mrm—
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5.3.2.2 Verificando parametros

CLEIGER check parameters imeasure samples}—|..

Cuvette 10 mm Page 1/2
Wavelength 585 nm
Unit pg/mL
Calculation Standard
Standards 6
Replicates 1
Decimal places 0
Autoprint off L
| Edit || rage o0 | Pagedn || mbort [ <ok || Nexts |

Verifique a configuragao dos parametros. Com as
teclas de funcdes [Page dn] e [Page upl acessa as
paginas da lista de parametros. Com [Edit] alterar
e salvar parametros.

5.3.2.3 Medindo amostras em branco e padroes

i/

:GLILIGH measure slandards / new

Linear regression:

not calculated

Cone. Abs.
pg/mL Asos
| I
Standard 1 100 an=
-
Standard 2 250
x:
Standard 3 500
X
Chmmadmud 4 = =

[

=TV (YRR MR M

rt J[ <Back][ MNext = J

:GLILIGH measure slandards / new

Cone. Abs. Quadratical regression:
pgfmL Asos Conc.= 924.41+A7
o LTS U o ﬂ '134.52'A
% 0.700 || +123.14
0.927 ||
Standard 4 750 0.929 dc°°”'°'.°"‘.°* :
= etermination:
¥:0.928 || pRe-0.9970
1.047
Standard 5 1000 1.047
X:1.047
1.288 !
Standard 6 1500 || 1.288)
X 1.289 |~

| Losica || curve Fit || Graph || Abort || <Back || Next> |

Na avaliacao sem padrdes (por ex. medicao DNA) este passo de método é omitido.

1. Meca primeiro um valor em branco (tecla
blank).

2. Meca em sequéncia todos os padrdes (tecla
standard).

No visor esté assinalado o padrao seguinte a medir.

Com as teclas de fungdes [Graphl ou [Tablel pode

mudar a vista de resultados.

» Com [Next] aceita a avaliagao calculada a partir
dos resultados de padroes.



5.3.2.4 Medir amostras

Bradford: .{{measure standards [{CENEEELTILEYprint & exportfjnew series|

| Bradford 2010-11-25 16:28:23

Abs [A) #08
i /,/+ ID:
/
0.900 / 2 1 3 ua/mL
0.393 Ay
0.600 1
0.300 /

J

0.000

0 300 800 900 120(0nc eml)
| Dilution || Editip ||

|| Finisn || ¢Back][ Next> |

5.3.2.5 Terminando o método

Bradford: .{{measure standards [{CENEEELTILEYprint & exportfjnew series|

| Bradford 2010-11-25 16:28:23

Abs [A) #15
i i /,/J' ID:
e
0.900 /"/ FAL FAom
0.929 4,
0.600
s
0.300 Il;'

an 300 600 900 1200507 (Ml Sory
| Diution || Editip |[ 0w || Finish || <Back || Next> |

5.3.2.6 Opcional: Reprocessar resultados

dsDNA: . j—{measure samples [—{ll0LEER LIS m jnew sories

| d=DMNA 2017-11-03 20:15:10
abs. W)

0,440 f \
0,350 r I.I"'.II : 2 4 : 9

0260| -/ Htech
0170

0.080 Y

b S

240 360 B0 300 320 A tam

Zoom ]WureCalc“ Data J[ Finish ][ -cBa.ck][ l;;xt> ]
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» Com a tecla sample mede as amostras em
sequéncia.
Os resultados de valores em branco permanecem
armazenados para uma série de medigao. Porém,
uma nova medicao de valor em branco é possivel a
qualquer momento. (Na imagem apresentada de
um procedimento de medi¢ao com avaliacao
através de curva de padrao é indicado
adicionalmente o grafico da avaliacao de padroes
além do resultado das amostras.)

1. Pressione [Finishl para terminar a série de
medicao e voltar a selecao de métodos.

2. Depois de terminadas todas as medicoes
desligue o equipamento e feche a cobertura do
compartimento da cubeta, para proteger o
compartimento da cubeta contra contaminacao.

Em alguns métodos é possivel reprocessar os
resultados no passo de método process results.
Por exemplo pode utilizar a fungao Zoom
SpectraZoom em espectros.

» Com as teclas de cursor © e @ selecione
resultados especificos da série de medigao para
o0 reprocessamento.
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5.3.2.7 Imprimindo e exportando

J-measuro sampies print & export

DA 2015-06-04 10:16:30
Data packets:

OParameters

Expart s

Samples:
EResults Format:
Qoata @xLs
CGraph QPDF
[ Graph data (XLS only) (OXLS & PDF
Method:

| Print || Export || Samples || Finish || ¢Sac.k]

[ .Next:- ]

Compile os pacotes de dados para todas as
amostras ou amostras selecionadas.

Imprima os dados, armazene-os em um
pendrive USB, transfira-os para um PC através
de um cabo USB.
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5.3.3 Indicacoes importantes sobre a medicao

0 Observe em todas as medicoes:

Em caso de cubetas de plastico: quantas medicdes consecutivas podem ser realizadas de
forma confiavel na cubeta?

Antes de medicoes de amostras ou padroes meca primeiro o valor em branco da cubeta,
para compensar também o valor em branco da cubeta além do valor em branco do
reagente.

Os resultados de valores em branco permanecem armazenados para uma série de
medicao, porém, uma nova medicao do valor em branco é possivel a qualquer momento,
mesmo entre medicoes de amostras.

Os valores de absorc¢ao indicados e os valores RFU correspondem sempre aos valores
medidos diretamente. Fator de diluicao ou fator de cubeta, assim como absorcoes de
fundo sao incluidos apenas para o calculo subsequente do resultado (aqui Valores de
absor¢cdo na pdg. 101).

A duracao desde o inicio de uma medicao até a indicacao de um resultado de medicao é
tipicamente de aprox. 2 a 3 segundos. Se chega pouca luz ao receptor (valores de absorcao
elevados ou valores RFU baixos) é possivel prolongar o tempo de medicao
automaticamente até 9 segundos (fotometria) ou 6 segundos (fluorimetria), para aumentar
a precisao da medicao.

Certifique-se de que os valores de absorcao medidos nao excedem o limite superior da
faixa de medicao fotométrica. Nesse caso rejeite os resultados de medicao. O limite
superior da faixa de medicao fotométrica nao depende apenas do comprimento de onda
(aqui Caracteristicas fotométricas na pdg. 98), mas também do valor em branco da cubeta.
Cubetas ultra-micro com diafragma pequeno como TrayCell (Hellma) podem ter um valor
em branco da cubeta de aprox. A = 1. A faixa de medicao fotométrica disponivel é reduzida
em este valor. Vocé pode determinar o valor em branco da cubeta, se medir a cubeta cheia
de dgua desmineralizada como amostra contra o compartimento vazio da cubeta como
amostra em branco. O valor em branco da cubeta da Eppendorf pCuvette G1.0 pode ser
ignorado (aproximadamente A = 0).

Fluorimetria: a elevada fluorescéncia prépria da cubeta (tipico em cubetas de plastico)
pode limitar a faixa de medicao disponivel.

Apos a medicao retire totalmente a solucao de medicao, antes de encher a solugao de
medicao seguinte, para reduzir a transferéncia. Se é expectavel a transferéncia de uma
amostra para outra devido a elevadas diferencas de concentragao, lave a cubeta entre as
medicoes.

Em caso de diferencas de temperatura entre a lampada e o ambiente podem ocorrer
desvios fotométricos. Por esse motivo, deixe um equipamento proveniente de um
ambiente mais frio atingir primeiro a temperatura ambiente.

Evite mudancgas de temperatura bruscas. Em caso de séries de medigao longas ou
medicoes apds um periodo de tempo mais prolongado realize uma nova medicao do valor
em branco.
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6 Métodos
6.1 Selecionando o método

Métodos e modelos de métodos ja se encontram pré-programados na entrega. Os dois grupos principais
Photometry e Fluorimetry estao subdivididos em subgrupos.

Method Selection

Main Groups Sub Groups

Pholometry L v & dsDNA 1mm

i - B ssDNA

£ Routine © Dy & ANA

(=R = t i & oligo

(] B <MNew Method>

=
]

[ ][ Copy ][ i J[ Delet ] ]l Funetion

Métodos protegidos Os métodos mais importantes da biologia molecular. E possivel

contra escrita m alterar os parametros, mas apenas salvando-os com novo nome
de método.

Métodos nao protegidos E possivel alterar os parametros e depois de os armazenar iniciar

contra escrita diretamente a medicao.

Modelos para métodos Cada grupo de métodos contém um modelo, que ja esta

novos m pré-programado com conjuntos de parametros completos para
facilitar a programacao de novos métodos. Os parametros podem
ser alterados livremente e armazenados com um novo nome.

Para acessar um método, selecione primeiro o grupo principal, subgrupo e o método com as teclas de
cursor. Confirme respetivamente com enter.

Tab. 6-1: Métodos fotométricos

Absorbance Métodos para medicoes rapidas e simples de extincao e transmissao sem
mais avaliagdes.

Routine Métodos utilizados frequentemente na biologia molecular. Os métodos
estao pré-programados de forma fixa. A alteracao de parametros é
possivel salvando com um novo nome.

Basic Métodos para a avaliacao de medicdes de absorcao com fator, padrao ou
curva/linha de padrao.

Advanced Métodos para a avaliacao de processos de medicao de dois comprimentos
de onda.

Favorites Em Favorites pode criar pastas proprias com <New Folder> e copiar para

esta pasta os métodos utilizados frequentemente, para poder acessar
rapidamente esses métodos.
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Tab. 6-2: M¢étodos fluorimétricos

Routine Medigoes fluorimétricas de acidos nucleicos e de proteinas com
reagentes da Invitrogen. (A realizacao destes processos podera exigir
uma licenga da Molecular Probes, Inc., Eugene, OR, EUA ou da Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, EUA))

Basic « Métodos para a avaliagao de medigoes de fluorescéncia com padrao
ou curva/linha de padrao.

« Método Raw fluorescence para a rapida medicao da fluorescéncia
sem mais avaliagodes.

Em todas as pastas é possivel criar métodos novos com <New Method>.

Em Favorites é possivel criar pastas préprias (por ex. para atribuicao por pessoa), mudar o nome e
eliminar.

Tab. 6-3: Teclas de funcdes na selecao de métodos

[Cutl] e [Pastel Cortar e colar métodos.
[Copyl e [Pastel Copiar e colar métodos.
[Deletel Eliminar métodos.
[Renamel Mudar o nome de métodos.

Métodos copiados ou cortados podem ser colados em uma outra pasta em Favorites ou colados na pasta
original com um novo nome. Navegue com as teclas de cursor para a coluna Methods da pasta desejada e
pressione [paste] para colar o método.

6.2 Descricao do método Fotometria

Nesta capitulo sao descritos os métodos pré-programados e os modelos de métodos.

6.2.1 Grupo de métodos Absorbance

Single A
* Medicao de absor¢cao com um comprimento de onda.
« Nenhuma avaliacdo continua.
« E possivel a determinacdo da Transmissido de uma amostra.

Multi A
* Medicoes de absor¢ao com um a seis comprimentos de onda.
« Nenhuma avaliacao continua.
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Scan
* Medicao de um espectro de absorcao de comprimento de onda através de uma faixa de comprimentos
de onda definida.
« Indicacao do comprimento de onda e absorcao no espectro através de navegacao com um cursor de
comprimentos de onda.
« E possivel a alteracdo do detalhe do espectro através de 3 variantes de zoom diferentes.
« E possivel a deteccdo de pico.

6.2.2 Grupo de método Routine

0Os métodos do grupo Routine estao pré-programados como métodos fixos. Depois da alteragao de
parametros de método nos métodos fixos pré-programados deve ser indicado um novo nome de método.

Nucleic acids

- Determinacdo da concentracao de acidos nucleicos através de medicdao com 260 nm e avaliacao através
de fator.

« Estao pré-programados varios métodos de acidos nucleicos, como dsDNA ou RNA. Os parametros
diferem no fator.

» Método pré-programada para cubetas de microlitros: medicao de DNA em volumes de amostras na faixa
de microlitros com feixe de luz de T mm (com cubetas de microlitros, como Eppendorf uCuvette G1.0 ou
Hellma® TrayCell).

» Sao indicadas as seguintes informacodes adicionais da pureza do acido nucleico medido e podem ser

retiradas dos parametros de medicao, se necessario:

— Ratio A260/A280, Ratio A260/A230

— Espectro de comprimentos de onda de extin¢cao de acidos nucleicos

— absor¢ao do comprimento de onda de fundo (pré-configurado: 320 nm; a extin¢ao do acido nucleico
puro deverd ser préxima de zero)

Correcao parcial da opacidade através do parametro Background esta pré-definida.
« E possivel a conversdo das concentracdes em concentracdes molares, assim como (apés introducdo do
volume de amostra) em quantidades de acido nucleico (Passo de método: process results).

Proteins direct UV
» Determinacao da concentracao de proteinas através de medicao com 280 nm e avaliacao através de
fator ou padrao.
» Métodos pré-programados para a producao direta das absorcdes como resultado (Proteina A 280),
assim como avaliagao através de coeficientes de absorcao especificos de albumina (Albumina A 280).
» Método pré-programada para cubetas de microlitros: medicao de proteinas em volumes de amostras na
faixa de microlitros com feixe de luz de T mm (com cubetas de microlitros, como Eppendorf
pCuvette G1.0 ou Hellma® TrayCell).
Sao indicadas as seguintes informacgdes adicionais da pureza das proteinas medidas e podem ser
retiradas dos parametros de medicao, se necessario:
— Espectro de comprimentos de onda de extincao da proteina
— absor¢ao do comprimento de onda de fundo (pré-configurado: 320 nm; a absorcao da proteina pura
devera ser proxima de zero).
Correcao parcial da opacidade através do parametro Background est4 pré-definida.
* Na programacao de métodos é importado o respetivo fator através da selecao da proteina em uma lista
especificada. A definicao dos fatores é feita em separado nas fun¢des do grupo Gen. method param.
Estdo pré-programadas vérias proteinas em Gen. method param.. E possivel adicionar mais.
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Proteins (with reagent)

Determinacao de concentracoes de proteinas através da medicao de reagoes de cor e avaliacao através
de padroes ou fator (tipicamente: avaliacao com curva de padrao).

Os métodos Bradford, Bradford micro, Lowry, Lowry micro, BCA e BCA micro ja estao pré-programados.
Dependendo do fabricante do reagente podera ser necessario alterar a "Curve fit" (tipo de curva de
padrao).

Dye labels

Biomoléculas marcadas para corante: Determinacao da concentracao da biomolécula (acido nucleico ou
proteina) através de medicao com 260 ou 280 nm, assim como do corante em um ciclo de medicao.
Avaliagao com fator. Além da biomolécula também ¢é possivel medir em paralelo até dois corantes com
comprimentos de onda diferentes.

Avaliagao adicional da taxa de utilizagao do corante (FOI). Selegao entre dois processos de calculo FOI
diferentes.

Métodos ja pré-programados: ssDNA, marcado com Cy 3 ou Cy 5.

E possivel a correcdo da influéncia do espectro do corante para a exatiddo da medicio da biomolécula.
E possivel a correcédo parcial de turvacio através do parametro Background.

Informacoes adicionais sobre a pureza das substancias medidas: relacao A260/A280 e relagao
A260/A230 (valores de relacao apenas para acidos nucleicos), espectro de absorcao de comprimento de
onda.

Na programacgao de métodos sao importados varios parametros correspondentes, como comprimentos
de onda e fatores de avaliacao através da selecao da biomolécula e do corante em uma lista
especificada. A definicao desses parametros é feita em separado nas funcdes do grupo Gen. method
param. Estao pré-programados varios acidos nucleicos, proteinas e corantes em Gen. method param..
E possivel adicionar mais acidos nucleicos, proteinas e corantes.

Apenas para acidos nucleicos marcados E possivel a conversio das concentracdes em concentracdes
molares, assim como (apds introducao do volume de amostra) em quantidades de acido nucleico e
corantes (Passo de método: process results).

Bacterial density

Medicao da turvacao para determinacgao da densidade bacteriana.
A medicao com 600 nm ja esta pré-programada.
Informacodes adicionais: Espectro de absor¢ao de comprimento de onda.

0 A medicao da densidade bacteriana a 600 nm nao é uma medicao absoluta. Existem diversos
fatores que podem influenciar o resultado da medicao. Vocé encontra informacoes detalhadas
em nossa pagina da internet www.eppendorf.com

6.2.3 Grupo de métodos Basic

Factor, standard

Medicao com um comprimento de onda e avaliacao através de fator e padrao.
Estdo pré-programados métodos para a avaliacao através de fator e padrao.
Indicacao do espectro de comprimentos de onda de emissdes

E possivel a correcédo parcial de turvacio através do parametro Background.
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Calibration curve
» Medicao com um comprimento de onda e avaliagao subsequente com uma série de 2 a 12 padrdes.
- E possivel selecionar varios processos de avaliacdo ("Curve fit") como regressio linear e regressio nio
linear.
« Indicacao grafica e em tabela dos resultados padrao.
« E possivel a utilizacdo da Gltima analise padréo salva.
« Esta pré-programado um método para a avaliagdo com curva de padrao.

6.2.4  Grupo de métodos Advanced

Dual wavelength
» Medicao com dois comprimentos de onda e avaliagao dos valores de absor¢ao medidos através de duas
férmulas basicas (subtracao, divisao)
« E possivel definir variantes das formulas basicas.
O resultado pode ser avaliado com um fator, com um padrao ou série de padroes.
- Estao pré-programados métodos para o calculo através de subtracao, assim como divisao e avaliacao
subsequente com fator.

6.3 Drescricao metddica fluorimetria
6.3.1  Grupo metodico Rotina

0Os métodos do grupo Rotina estao pré-programados como métodos fixos. Depois da alteracao de
parametros metddicos nos métodos fixos pré-programados deve ser indicado um novo nome de métodos.

Os seguintes métodos pré-programados se baseiam em regras de trabalho da empresa Invitrogen para o
respetivo reagente. A elaboracao desses processos podera requerer uma licenca da empresa Molecular
Probes, Inc., Eugene, OR, USA ou Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA.

Nucleic acids

Regulamentos de concentracao fluorométricos de acidos nucleicos depois da reagao com reagentes.
* Medicao de DNA com PicoGreen, analise com curva padrao.
» Medicao de RNA com RiboGreen, analise com curva padrao.
» Medicao de Oligonucleotideos com OliGreen, andlise com curva padrao.

Variantes dos programas metddicos foram programados como "short methods".Em "short methods" vocé
apenas pode medir com dois padrdes (padrao zero e outro padrao).Os resultados nao sao tao exatos como
na medicao com varios padroes, mas a exatidao é suficiente para muitas finalidades, por que a curva
padrao (relagao entre sinal de medicao e concentracao) na aproximacao é linear.

* Medicao de DNA com reagentes Qubit, analise com com curva padrao.
Nenhum "short method", por que a curva padrao nao ¢ linear.
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Proteins

Regulamentos de concentracao fluorométricos de proteinas depois da reagao com reagentes.
» Medicao de proteinas com NanoQOrange, analise com curva padrao.
0 método se baseia na regra de trabalho da empresa Invitrogen para esse reagente.
Nenhum "short method", por que a curva padrao nao é linear.

0 Os métodos com reagentes Qubit se desviam das regras de trabalho da empresa Invitrogen.
Devem ser criadas adicionalmente duas diluicdes padrao.

Para a preparacao e elaboragao de amostras vocé pode obter mais informacdes da Eppendorf. Vocé
encontra os dados de contato do Application Support na traseira destas instrucoes de utilizagao.

6.3.2 Grupo de métodos Basic

Raw fluorescence
» Medicao do valor RFU.
« Um método para a medigao no comprimento de onda de emissao 520 nm esta pré-programado.

Padrao
» Medigao do valor RFU e analise com padrao.
* Esta pré-programado um método para analise com padrao.

Calibration curve
» Medicao dos valores RFU e anélise de 2 a 12 padrodes
« Podem ser selecionados varios processos de analise como regressao linear ("Curve fit") ou regressao
nao linear.
« Indicacao grafica e em tabela dos resultados padrao.
« E possivel a utilizacdo da Gltima analise padréo salva.
« Esta pré-programado um método para analise com curva de calibracao.
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Neste capitulo sao explicados os parametros para a programacao de métodos. Em alguns métodos a
sequéncia dos parametros no visor do equipamento pode ser ligeiramente diferente em comparagao com a
sequéncia na tabela, para apresentar os parametros de forma clara no visor. A tabela representa a
totalidade de todos os parametros disponiveis para os varios métodos. Para o respetivo método é
necessaria apenas uma reduzida quantidade de parametros, que é representada no visor.

Parametro Introducao Explicacao
Cubeta Selecgao: Espessura Optica da camada da cubeta. Os valores de absor¢ao

1015121110,510,21 |sao convertidos automaticamente pelo equipamento para a

0,17 mm espessura de camada de 10 mm de uma cubeta padrao (aqui
Valores de absorcdo na pdg. 101). Por esse motivo nao é
necessario alterar fatores como "50" para o calculo de
concentracoes de dsDNA, se alterar o parametro Cuvette.

N.° de Introdugao de valores: |Apenas para o grupo de métodos Multi A.

comprimentos |Area: 2 a 6. Numero de comprimentos de onda a medir.

de onda

Wavelength Introducao de valores: | Comprimento de onda de medigao: Com base na extincao

Comprimento de onda | medida nesse comprimento de onda é calculada a

em nm. concentracao.

Area: 200 a 830 nm. Nos grupos de métodos Multi A e Dual wavelength introduz
mais de um comprimento de onda. Para alguns grupos de
métodos (por ex. Nucleic acids e Proteins direct UV) os
comprimentos de onda estao pré-programados.

Nos grupos de métodos Dye labels nao introduz os
comprimentos de onda individualmente no procedimento de
método. Vocé importa-os automaticamente selecionando a
biomolécula ou corante da funcao General Method
Parameters.

Wavelength Selecgao: Apenas para grupos de métodos fluorométricos Basic:

(em) 520 nm | 560 nm Comprimento de onda de medicao: Com base na fluorescéncia

medida nesse comprimento de onda (onda de emissao) é
calculada a concentracao.

O comprimento de onda esta pré-programado nos métodos do
grupo Routine.

Wavelength (ex)

Introdugao impossivel.
Comprimento de onda:
470 nm

Apenas para grupos de métodos fluorométricos:
E indicado o comprimento de onda de excitacdo 470 nm.
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Parametro

Introducao

Explicacao

Unit

Selecao:

mg/mL | ug/mL | ng/
mL | pg/mL | pg/pL |
mg/dL | pmol/mL |
nmol/mL | pmol/mL |
pmol/puL | U | U/mL |
U/L | % | Abs | A/min
Programabilidade livre
adicional de outras
unidades na funcao
General Method
Parameters/Units.
Max. 7 digitos.

Unidade para o resultado da concentracao.
Nos métodos pré-programados do grupo Routine, a selecao
estd limitada a unidades razoaveis para estes métodos.

Formula type

Selecao:
division | subtraction

Apenas para o grupo de métodos Dual wavelength.
Tipo de formula para o calculo da absorcao nos dois
comprimentos de onda antes da avaliacao com fator ou padrao.

Férmula: a Introducao de valores: |Apenas para o grupo de métodos Dual wavelength.
Valor para a na Valor para a nas férmulas: [(a*A1) / (b*A2)] *c +d e
férmula de avaliacao. |[[(a*A1) - (b*A2)] *c +d.

Limite: max. 5 digitos
incluindo o ponto
decimal.

Formula: b Introducao de valores: |Apenas para o grupo de métodos Dual wavelength.
Valor para b na Valor para b nas formulas: [(a*A1) / (b*A2)] *c+d e
férmula de avaliacao. |[[(a*A1) - (b*A2)] *c +d.

Limite: max. 5 digitos
incluindo o ponto
decimal.

Férmula: ¢ Introdugao de valores: | Apenas para o grupo de métodos Dual wavelength.
Valor para c na Valor para ¢ nas formulas: [(a*A1) / (b*A2)] *c+d e
férmula de avaliacao. |[[(a*A1) - (b*A2)] *c +d.

Limite: max. 5 digitos
incluindo o ponto
decimal.

Férmula: d Introducao de valores: | Apenas para o grupo de métodos Dual wavelength.
Valor para d na Valor para d nas férmulas: [(a*A1) / (b*A2)] *c + d e
férmula de avaliacao. |[[(a*AT) - (b*A2)] *c +d.

Limite: max. 5 digitos
incluindo o ponto
decimal.
Calculation Selecao: Processo de avaliacao para o calculo da concentracao da

Factor | Standard

amostra a partir da absor¢cao medida.
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Parametro Introducao Explicacao

Factor Introducao de valores: | Fator para a conversao dos valores de absorcao/valores RFU na
Fator. concentracao.

Limite: max. 6 digitos | Nos seguintes grupos de métodos vocé também pode

incluindo o ponto introduzir fatores negativos: Dual wavelength, Factor.

decimal. Nos grupos de métodos Dye labels nao introduz os fatores
individualmente no procedimento de método. Vocé importa-os
automaticamente selecionando a biomolécula ou corante da
funcao General Method Parameters.

Proteina Selecao: Apenas para os grupos de métodos Dye labels e Proteins
Lista de tipos de direct UV.
proteinas, que se Na selecao da proteina também é importado da funcao General
encontram na funcao | Method Parameters/Proteins o parametro Factor
General Method correspondente ai programado.

Parameters/Proteins.

Standards Introducao de valores: | NUmero das varias concentragcoes de padroes para a avaliagao
Numero de padroes. com padrdes.

Area: 1a12. Em alguns métodos a faixa para o nimero de padroes esta
limitada a uma faixa menor que 1 a 12.

Replicates Introdugao de valores: | Numero das medicdes repetidas para as varias concentracoes
Numero de réplicas de padroes.
por padrao.

Area: 1a 3.

Std. Conc. Introducao de valores: | Dependendo do nimero de Standards, esse parametro é
Valores de disponibilizado para todos os Standards (p. ex.,:Std. Conc. 1,
concentracoes dos Std. Conc. 2, ...).
padroes.

Limite: max. 6 digitos
incluindo o ponto
decimal.

Decimal places

Introducao de valores:

Ndmero de casas
decimais para o
resultado.

Area: 0 a 3.

NUmero de casas decimais para o resultado de concentragao
calculado.

Dye 1

Selecao:

Lista de tipos de
corantes, que se
encontram na fungao
General Method
Parameters/Proteins.

Apenas para o grupo de métodos Dye labels.

Na selecao do corante, também serdao importados os
parametros correspondentes ao corante e programados na
funcao General Method Parameters/Dyes: Fator, comprimento
de onda, fatores de corregao para a medigao a 260 e 280 nm
(consulte a descrigao do seguinte parametro).
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Parametro

Introducao

Explicacao

Correct A260 1

Selecao:
ativar | desativar

Apenas para o grupo de métodos Dye labels.

Correcao da influéncia do espectro do corante sobre a absorcao
com o comprimento de onda da biomolécula (260 ou 280 nm).
Os espectros de corantes tém parcialmente uma reduzida
absorcao com 260 e 280 nm. Estas absorcdes falseiam os
célculos para os acidos nucleicos ou proteinas destes métodos.
Para reduzir esse falseamento sao utilizados fatores de
correcao, desde que sejam conhecidos para o respetivo
corante. Se o parametro for ativado, o fator de correcao da
funcao General Method Parameters/Dyes ¢é importado.

Correct A 280 1

Selecao:
ativar | desativar

Apenas para o grupo de métodos Dye labels.
Para uma melhor explicacao consulte a descri¢ao do parametro
acima Correct A 260 1.

Dye 2 active Selecgao: Apenas para o grupo de métodos Dye labels.
ativar | desativar Possibilidade de medir também em paralelo um segundo
corante. Utilizacao: Marcacao de molécula bioldgica com dois
corantes.
Dye 2 Selecgao: Apenas para grupo de métodos Dye labels na medigao de

Lista de tipos de
corantes, que se
encontram na funcao
General Method
Parameters/Proteins.

2 corantes.
Selecdo do segundo corante (cif. parametro Dye 1).

Correct A260 2

Selecao:
ativar | desativar

Apenas para grupo de métodos Dye labels na medigao de
2 corantes.
Semelhante ao parametro Correct A 260 1.

Correct A 280 2

Selecao:
ativar | desativar

Apenas para grupo de métodos Dye labels na medigao de
2 corantes.
Semelhante ao parametro Correct A 280 1.

Show scan Selecao: Indicacao de uma varredura (grafico de absorcao de

ativar | desativar comprimento de onda) adicionalmente ao resultado na
medicao de amostras.

Start A Introducao de valores: | Comprimento de onda inicial para o registro da varredura.
Comprimento de onda
em nm.
Area: 200 a 830 nm.

Stop A Introducao de valores: | Comprimento de onda final para o registro da varredura.

Comprimento de onda
em nm.

Area: 200 a 830 nm. O
valor deve ser maior
que o valor para

Start A.
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Parametro Introducao Explicacao
A260/A280 Selegao: Apenas para acidos nucleicos.
ativar | desativar Indicacao das relacoes A260/A280 adicionalmente ao resultado
na medicao de amostras.
A260/A230 Selegao: Apenas para acidos nucleicos.
ativar | desativar Indicacao das relacoes A260/A230 adicionalmente ao resultado
na medicao de amostras.
FOI Selegao: Apenas para o grupo de métodos Dye labels.
none | dye/kb | pmole/ | Indicagao da FOI adicionalmente ao resultado na medicao de
Mg amostras.
A FOI (Frequency of Incorporation) é uma medida para o
numero de moléculas croméforas integrado no acido nucleico
por molécula de acido nucleico. As unidades sao "dye/kb"
(moléculas de corante por 1000 bases) ou "pmole/pg" (pmol de
corante por pg de acido nucleico). "none": nenhum caélculo
FOLI.
Background Selecao: Antes do célculo do resultado de uma amostra, a absorcao de
ativar | desativar um comprimento de onda de fundo,na qual o analito a medir
deve indicar absorcao zero, é subtraida da absorcao do
comprimento de onda de medicao. Utilizacao frequente:
Correcao parcial da opacidade na medicao de acidos nucleicos
(comprimento de onda Background é: 320 nm ou 340 nm).
Wavelength Comprimento de onda | Comprimento de onda, no qual se pretende medir o fundo. O

em nm. Area: 200 a
830 nm.

analito a medir em forma pura deve apresentar o valor de
absorcao zero.

Background for
dyes

Selecao:
ativar | desativar

Apenas para o grupo de métodos Dye labels.
Aplicacao da correcao de fundo para a medigao do corante
(consulte o parametro Background).

Wavelength Comprimento de onda |Apenas para o grupo de métodos Dye labels.
em nm. Comprimento de onda, no qual se pretende medir o fundo do
Area: 200 a 830 nm. corante. O corante a medir em forma pura, nao contaminada
deve apresentar o valor de absorcao zero com este
comprimento de onda.
Autoprint Selegao: Impressao de um resultado de medicao diretamente apds a

ativar | desativar

medicao com uma impressora térmica.

Sao impressos apenas os dados de resultado essenciais. Para
saida de dados detalhados é possivel compilar e imprimir os
pacotes de dados desejados no final da série de medicao no

passo de método print & export.

Transmissao

Selecao:
ativar | desativar

Se for selecionado o parametro Calculate Transmission, a
transmissao ¢ indicada (em %) da amostra.
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6.5 Procedimento do método

S 0 "Assistente” no canto superior do visor acompanha
vocé através do procedimento do método. O passo

o o raoe e do método ativo € realcado.
Wavelength 595 nm
Unit pg/mL
Calculation Standard
Standards 6
Replicates 1
Decimal places 0
Autoprint off Edit paramet

[_edr ][00 00 [ Page an J[_abon ] —

_]"!_.l‘:daxl > ]

Um procedimento de método abrange no maximo 5 passos. O passo ativo é realcado visualmente. Apds o
ultimo passo print & export de uma série de medicao é oferecido como passo seguinte o inicio de uma
nova série de medicdo. Essa comeca com a medicao de amostras.

Passo do método Explicacao
check parameters Verificar parametros do método. Alteracao se necessario.
measure standards Apenas em métodos com avaliagao padrao:

Medir e avaliar padroes. Em alternativa é possivel utilizar a ultima avaliacao
padrao salvada.

measure samples Medir amostras

process results Apenas em alguns métodos: reprocessar resultados, por ex. zoom de graficos
de varreduras.

print & export Compilar dados de dados para impressao e exportacao de dados.

Com as teclas de funcdes [Next >] e [< Back] navega entre os passos do método. Com [Abort] e [Finish]
pode cancelar ou terminar o procedimento de medicao. Apds a primeira medigao de amostra, 0o nome desta
tecla de funcdes muda de [Abort] para [Finishl.

6.5.1 check parameters

Tecla de funcoes

« [Page dnl e [Page upl: mudar entre as paginas de

Page 1/2 ~
Cinslie 10/mm a6 pardmetro 1 a 3.
Ve 595 nm « [Editl: mudar para o modo de edi¢do de
Unit pg/mL N
parametros.

Calculation Standard

Standards (5]

Replicates 1
Decimsl piaces 0 I
Autoprint off Edit paramet

__Edt_ | Page up J| Page dn J_Abort_J[ <8 " _]"!_.l;laxl} ]




GGG check paramelers [ edil

Cuvette 10 mm ¥ Page 1/2
Wavelength Iﬁ. nm
Unit Hg/mL ¥
Calculation | Standard ¥
Standards I
Replicates i
Decimal places 0|
Autoprint a

[ ]'\ e ][Pagadn“ Save ][Savehs“ Cancel J

Entar the name and storage location.

Method name: ;B-radlordj ]

Target directory: [2)FS
OFavorites/ MyMethods -

.[Key‘hoard“ ) abs [ J[_save J[_ cancel ]

6.5.2 measure standards

:GLILIGH measure slandards / new

Cone. Abs. Linear regression:
pg/mL Asos not calculated
| = |
Standard 1 100 =

Eel

Standard 2 250
x:
o ____info____|
Standard 3 500
?: 151
L Stmmdmea +en =l i)
| oo || curveFit)| Graph || Abort || <Back || nea o |

Tecla de funcoes
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Modo de edicao do parametro:

Os parametros alterados sao marcados com uma
estrela vermelha, enquanto a alteracao nao é
armazenada.

Tecla de funcoes
- [Savel e [Save asl: Salvar alteracdes. Em [Save as]
tem de atribuir um nome ao método. Este é
sempre 0 caso quando vocé altera os métodos
pré-programados pela Eppendorf do grupo
Routine.
* [Cancell: sair do modo de edi¢cao sem salvar as
alteracoes.
Salvando o método com um novo nome:
Vocé pode salvar o método na mesma pasta, na qual
acessou 0 método, ou salvar no grupo de métodos
Favorites em uma pasta de selecao livre.
0 nome (maximo 20 caracteres) pode ser introduzido
através do teclado virtual (teclas de funcoes
[Keyboardl]) ou através do teclado (aqui Introduzindo
texto na pdg. 25).
Depois de salvar volta ao visor check parameters.

O primeiro padrao a medir esta marcado no visor.
Apos o valor em branco (tecla blank) meca todos os
padroes em sequéncia (tecla standard).

Se medir mais de uma réplica por padrao é calculada
e indicada automaticamente a média para cada
padrao.

Com as teclas de cursor @ e @ também pode
selecionar determinados padrdes para medicao.
Desta forma também ¢é possivel a nova medicao de
padroes individuais.

« [Last call: acessar a Gltima medicao de padrao salvada para este método, para a utilizar para medicoes

de amostras.

« [Curve fit]: selecionar o processo para a avaliacio de padrdes. E possivel alterar o processo
posteriormente, enquanto o resultado nao é armazenado. Encontra indicacoes sobre a selecao de
processos de avaliagao no capitulo Processos de avaliacao (aqui Avaliacdo com curva/linha de padrées

na pdg. 104).

* [Graphl: mudar para a indicacao em forma de grafico dos resultados de padroes.
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:GLILIGH measure slandards / new

Cone. Abs. Quadratical regression:
| poimL Asos Conc.=  532.44+A2
SN & g0 AT +234_21 'A
% 0.393 +71.562
0.710
Standard 3 500 0.708 dCoeffictentlof_
= etermination:
X: 0.709 R? = 0.9998
0.927
Standard 4 750 0.929
%:0.928 || | [CONEG—_—TTE—
| ]| |!
Standard 5 1000
R & . "
| Losica || curve Fit || Graph || Abort || <Back || Next> |

:GLILIGH measure slandards / new

Abs, [A)

Quadratical regression:

Y
= Conc.= 924.41-A2
Lo s NS 3a52eA
A +123.14
0.900 H
; Coefficient of
determination:
0.600 o R? = 0.9970
/
o
0.300 '
J ! oo ___|
u_mon 300 800 900 1200°°" “'iﬂ"““ 5
| Sid. 2 (1500 ; 1.288 A and ¥/ida >
[ Losica || curve Fit|[ Table || Abort || <Back || Next> |

Tecla de funcoes
« [Tablel: mudar para a indicacao em forma de tabela dos resultados de padroes.
 [Next >]: salvar a avaliacao de padroes e mudar para a medicao de amostras.

6.5.3

measure samples

Assim que existir o nimero minimo de resultados
para a avaliacao com o processo selecionado (Curve
fit), o resultado da avaliacao é apresentado na parte
direita do visor. Agora é possivel salvar
antecipadamente a avaliacao e mudar para a
medicao de amostras através da tecla [Next >].

Vista de gréficos da avaliacdo de padroes.

Com as teclas de cursor @ e © navegue entre os
padroes, para indicar os resultados. Em caso de
varias réplicas por padrao é possivel mudar entre os
resultados das réplicas com © e @. A partir da vista
de graficos também é possivel selecionar e medir ou
medir de novo padroes individuais.

Com a tecla sample mede as amostras em sequéncia. Os resultados de valores em branco permanecem
armazenados para uma série de medicao, porém, uma nova medicao do valor em branco é possivel a

qualquer momento. Com as teclas @ e @ pode navegar entre os resultados de amostras ja obtidos na série

de medicao.

Bradiord: .| m measure samples (LUIEEL m

| Bradford 2010-11-25 16:28:23

Abs [A)

#08

1.200

0.900 /

N i

onit/E

0.000

o 1D:

2 1 3 pg/mL

0.393 Ay,

0 300 800 900 12060 el

Conc.: 213; Abs: 0.383

A

| Dilution || Editip |[ O

|| Finisn || ¢Ban:k][ Next> |

Indicacao de resultados:

« O resultado da concentracao (6 digitos com
separador flutuante) é realcado claramente.

« Com gréfico: resultado no lado direito do visor.

+ Sem grafico: resultado no lado esquerdo do visor.

« Além do resultado, o valor de absorcao
subjacente é indicado em tamanho de letra mais
pequeno.
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Outros dados

« Canto superior direito; 1.2 linha:
NUmero de amostras: é contado continuamente e reposto a "1" em cada nova série de medicao.
Diluicao de amostra (se introduzida)

+ Canto superior direito; 2.2 linha:
Identificacao de amostras (ID) (se introduzida)

» Canto superior esquerdo:
Nome do arquivo, com o qual os dados sao exportados como arquivo Excel no passo de método print
and export (aqui na pag. 60).

Tecla de funcoes
« [Dilutionl: introduzir a diluicao de amostras.
« [Edit IDI: Introduzindo a identificacao de amostras
« [Datal: indicar dados adicionais de resultados (nao esta disponivel em todos os métodos).
« [Finishl: terminar série de medicao e voltar a selecao de métodos.

o Os valores de absor¢ao indicados correspondem sempre aos valores medidos diretamente.

Fator de diluicdo ou fator de cubeta, assim como absorcoes de fundo sao incluidos apenas
para o calculo subsequente do resultado (aqui Valores de absorcdo na pdg. 101).

Introduzindo a diluicao

mms“m Samnion dilulicn_ A tecla de fungoes [Dilution] esta ativa depois de

medido o valor em branco (tecla blank).

1. Pressione a tecla de funcoes [Dilution].

Enter dilution for next sample 2. Introduza os volumes para a amostra (maximo
BY yLsampies Byt dituent 3 digitos) e para o tampao de diluicao (maximo
4 digitos).
Os resultados subsequentes de amostras sao
o T — multiplicados pelo equipamento pelo fator de

diluicao calculado.

| I ) Cleardi[._[ H OK | Cancel |

Tecla de funcoes
* [Clear dil.]: apagar os valores da diluicao de amostras.
 [OKI: confirmar a diluicao de amostras e voltar a medicao de amostras.
« [Cancell: cancelar a introducao e voltar a medicao de amostras.

A diluicao é utilizada para os resultados subsequentes de amostras, até ser alterada através de uma nova
introducao.
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Introduzindo a identificacao de amostras

E utilizada a identificacdo para o resultado subsequente da amostra. Na introducio de uma identificacdo é
indicada a Ultima identificacao introduzida, para ser possivel introduzir rapidamente identificagoes
estruturadas continuas. A atribuicao duplicada da mesma identificacao dentro de uma série de medicao
nao é possivel.

mcae_m e id_ 1. Pressione a tecla de funcoes [Edit IDI.

2. Introduza a identificacao da amostra (maximo
12 digitos).
Alternativas a introducao de texto:
 Teclado: pressionado repetidamente a tecla sao
percorridas as possibilidades de introducao dessa
tecla.
» Mostrar teclado com tecla de fungdes [Keyboardl:
Selecionar caractere com as teclas de cursor e
confirmar com enter.

Enter a sample ID for the next sample.

sample 10: | B2

[Keyboard|| J[ae

Tecla de funcoes
+ [Keyboardl: mostrar teclado.
- [abcl: mudar entre maidsculas e minusculas na introducao através do teclado.
« [OKI: confirmar a introducao da identificacao e voltar a medicao de amostras.
« [Cancell: cancelar a introducao e voltar a medicao de amostras.

Imagem de resultados com diluicao e identificacao

S ——— e —— Imagem de resultados com diluicao e identificagao

| Bradtard 2010-12-02 17:08:03 da amostra.
Abs [A) # 09 Dil.: 20 + 80 pL
r/+ .
1.200 S ID: Bi2
-
Id’/
-
>
0500 7 1716.u9m.
0.566 A
0.600 :
A
0.300 1/
/ oo ____info____|

0.000

o 4000 BOO 900 12000ne (wml) . )
_ 4 and ¥ keye
| Diution || Editip |[ 0w || Finish || <Back || Next> |




6.5.4

Métodos

Eppendorf BioSpectrometer® fluorescence

measure samples: Indicacoes de resultados

Portugués (PT)

Nesta secao obtém uma apresentacao de indicagoes tipicas de resultados para todos os grupos de métodos,
assim como uma vista geral sobre todos os dados de resultados acessiveis através da tecla de fungoes

[Datal.

Grupo de
métodos
Fotometria

Indicacao de resultados

Explicacao

Grupo principal Absorbance

Single A Indicacao de resultados:
| Single . 201007.02 14:15:18 . Absorgéo no comprimento de onda
#01 .
5 de medicao
» Apenas na diluicao ou cubeta
diferente de 10 mm indicacao
4.390 adicional do valor de absorcao
s antes da convers3o.
| Dilution || Editin || || Finish || <Back || Next> |
Multi A T pr———— ey Indicacao de resultados:
[Mui 1 2010-07-08 16:08:45 » Absorcoes nos comprimentos de
#01 d d d ~
7 onda de medicao
Dados adicionais (Tecla de funcoes
A 0.349A [Datal):
A2 0.735 Axe + Apenas na dilui¢ao ou cubeta
2 ) diferente de 10 mm Valores de
Ad 0,006 Axo - ~
absorcao antes da conversao.
| Dilution || Editin || || Finish || <Back || Next> |
Scan Indicacao de resultados:

| Sean 2010-07-09 16:08:18
Aty (A) *#01

0.800

0.600

ASN
I EEAN

0.000 = >
230 260 200 320 350 e}

A: 305; Abs: 0.012

[ Diltion ]| editip J{

J[ Finish J[ < Back ]I[ Mext > ]

« Scan (grafico com indicagao da
absorcao de comprimento de onda)

» Navegue entre os pontos de
medic3o no gréafico com @ e ©.
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Grupo de
métodos
Fotometria

Indicacao de resultados

Explicacao

Transmissao

Transmission: jcheck parameters QUESEIEEEIGTIEERprint & export m

| Trangmiggion 2017-10-30 16:39:07
| #01
1D:

29..

| Diution || Edittp |[ 0sia || Finish || <Back || Next> |

Indicacao de resultados:
» Transmissao da amostra em [%]
» Os resultados de cubetas com
espessura de camada inferior a
10 mm serdo assinalados.

Grupo principal Routine

Nucleic acids

dsDNA_4: [check parameters |—[uEEENTEEET T E
| dsDNA_4 2015-10-26 15:32:01
Abs. (&) #05

1D:
2.000

1.500 99 . 9 ua/mL
\

1.997 A
1.000 \

| Diution || Editip || Data || Finish || <Back || Next> |

AZEO/AZBD  1.94
\ A2B0/A230 169

280 300 320 AT

» keys

Indicacao de resultados:

» Resultado da concentracao com
absorcao no comprimento de onda
de medicao

» Pode ser desativado nos
parametros: Relagao A260/A280

» Pode ser desativado nos
parametros: Relacao A260/A230.

 Pode ser desativado nos
parametros: Scan.

Navegue entre os pontos de
medicao no grafico, que podem ser
utilizados para o calculo do
resultado, com @ e O.

Dados adicionais (tecla de fungdes
[Datal).
« Valor de absorcao para 280 nm.
« Valor de absorcao para 230 nm.
« Valor de absorcao para
comprimento de onda de fundo.
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Eppendorf BioSpectrometer® fluorescence

Portugués (PT)

Grupo de
métodos
Fotometria

Indicacao de resultados

Explicacao

Proteins direct
uv

Albumin A 280:
| ARwmin A 280 2010-12-16 18:05:23

Ay (A #30

1D:
0.800

1 .46 mag/mL

0.500 \,, 0.966 A,
0.400
0.200 \
0000 20 280 300 -=—320_ A (nm)

A2 280; Abs: 0.966

| Dilution || Editip || Data || Finish || ¢Back][ Next> |

Indicacao de resultados:

» Resultado da concentracao com
absorcao no comprimento de onda
de medicao

* Pode ser desativado nos
parametros: Scan.

Navegue entre os pontos de
medicao no grafico, que podem ser
utilizados para o calculo do
resultado, com @ e ©.

Dados adicionais (tecla de fungdes
[Datal).
* Valor de absorcao para 260 nm.
+ Valor de absorcao para
comprimento de onda de fundo.

Proteins (with
reagent)

Bradford: .f{measure standards|

R Ty orint & export}pew seris)

| Bradford 2010-11-25 16:28:23

Abs [A) #08
~t
1.200 //, 1D:
0.800 / 21 3ugf’mL
0.393 Ay
0.600 1
0.300 /
o
an 300 800 900 120donc (mb)

| Conc.: 213; Abs: 0.383

A and ¥ keys

| Dilution || Editip ||

TR BT T

Indicacao de resultados:

 Resultado da concentracao com
absorcao no comprimento de onda
de medicao.

» Na avaliacao com uma série
padrao: Grafico da avaliacao de
padrdes com resultado de amostra
assinalado.

51



52

Métodos

Eppendorf BioSpectrometer® fluorescence

Portugués (PT)

Grupo de Indicacao de resultados Explicacao

métodos

Fotometria

Dye labels T Indicacao de resultados:

=sDMNA - Cy 3 2010-11-24 143718

Abs (Al—

0.440
0.350
0.170

0.080 | f |

K {nm)

1 0.0ugme

0.269 Ay
Dye 1 0.251pMaliil

4

| Dilution || Editip || Data || Finish ||

¢Back][ Next> |

» Resultados de concentracoes com
absorcao no comprimento de onda
de medicao da biomolécula.

« Se ativado nos parametros: Scan.
Navegue entre os pontos de

medicio no grafico com @ e O.

Dados adicionais (tecla de fungdes
[Datal).

Desde que os parametros
correspondentes tenham sido
ativados:

» Relagcao A260/A280 e relagao
A260/A230.

* Valores de absorgao para 280 nm e
230 nm, assim como para o
comprimento de onda de medicao
do corante.

« Valor FOLI.

« Valores de absorgao para os
comprimentos de onda de fundo.

Na medicao de proteinas marcadas
com corante nao sao indicadas
relacdes nem FOI.

Bacterial density

0D 600: |check parameters

| 0D 600 2010-07-02 14:20:39

measure samples

0.846 ...

0.846 A,

print & oxportj—pew series|

#01
1D:

| Dilution || Editin ||

| TR BT AT

Indicacao de resultados:
 Resultado calculado com absorcao
no comprimento de onda de
medicao.
« Se ativado nos parametros: Scan.
Navegue entre os pontos de

medicdo no grafico com @ e O.
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Eppendorf BioSpectrometer® fluorescence

Portugués (PT)

Grupo de
métodos
Fotometria

Indicacao de resultados

Explicacao

Grupo principal Basic

Factor, standard

Factor_1: [check parameters |-IUEEEIHERELILIEER o it & export}—new series]

|Factor 1 2017-10-30 15:11:55

by #02
1D:
0.500 7
[\ 24.995 0
) fiio ) 0.500 A
0.300| .."‘ \
Vo
\
\
o \ R —
\ Measure blank or sample
730 76l 290 320 350 3adinm

A: 260: Abs.: 0.500

[ Dilution || Edt1D || Data || Finish || = aack"]'_l; Next> |

Indicacao de resultados:
» Resultado da concentracao com
absorcao no comprimento de onda
de medicao.

« Se ativado nos parametros: Scan.
Navegue entre os pontos de
medicio no gréafico com @ e ©.

- Através da tecla [Datal sao
indicados os valores de extingao
para os comprimentos de onda
Background.

Calibration curve

Semelhante a Proteins (with reagent) (ver
acima)

Indicacao de resultados:

» Resultado da concentracao com
absorcao no comprimento de onda
de medicao.

« Grafico da avaliagao de padroes
com resultado de amostra
assinalado.

Grupo principal Advanced

Dual wavelength

Divislon: [check parameters [~y T LER—print & export m

| Owision 2010-07-02 14:27:47
#02 Dil.: 10 + 90 pL
1D:

20.08.mt
0.803 ..
¥ 9679 o R
A2 0.845 A5

A and ¥ ke

[ Diution || Editio || || Finish || <B.ackl. ]I Next> |

Indicacao de resultados:

O resultado da concentracao: é
calculado a partir de Aczc. com
fator ou avaliacao de padrdes.

* Acalc.: € calculado com a formula

definida nos parametros resultante
das absorcoes medidas em ambos
0s comprimentos de onda.
 Valores de absorcao, medidos em
ambos os comprimentos de onda.

Dados adicionais (tecla de fungdes
[Datal).
Desde que os parametros
correspondentes tenham sido
ativados:
+ Valor de absorcao para
comprimento de onda de fundo.
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Eppendorf BioSpectrometer® fluorescence

Grupo de
métodos
Fluorimetria

Indicacao de resultados

Explicacao

Grupo principal Routine

Nucleic acids

PlcoGreen®: .. measure samples print & export m

| PicoGreen® 2012-02-02 17:03:27
Fluar. (RFU)

#03
1D:
60.00
75 na/mL
40.00 53.7 AF U
20.00
O T w0 80 Bocere o)
Conc.: 75; Fluor_: 53.70 a

| Dilution || Editip ||

|| Finish || <Back || Next> |

Indicacao de resultados:

» Resultado da concentracao com
valor RFU no comprimento de
onda de medicao

« Grafico da avaliagao de padroes
com resultado de amostra
assinalado.

Proteins

Semelhante a Nucleic acids (ver acima).

Indicacao de resultados:
 Resultado da concentracao com
valor RFU no comprimento de
onda de medicao
« Grafico da avaliagao de padroes
com resultado de amostra
assinalado.

Grupo principal Basic

Raw fluorescence

Raw fluorescence: m measure samples ggHLTEEITT,] o B9

| Raw flucrescence 2012-02-02 16:48:25

1 43HFng,

A

|| Finisn || ¢Back][ Next> |

[ Dilution || EditiD ||

Indicacao de resultados:
+ Valor RFU no comprimento de
onda de medicao
« Apenas em diluicao: indicacao
adicional do valor RFU antes da
conversao.

Padrao

| Standard 2012.02-02 16:50:31

51ogm

T2.8 AFU,

| Dilution || Editip ||

|| Finish || <Back ][ Next> |

Indicacao de resultados:
» Resultado da concentracao com
valor RFU no comprimento de
onda de medicao




Métodos

Eppendorf BioSpectrometer® fluorescence

Portugués (PT)

Grupo de
métodos
Fluorimetria

Indicacao de resultados

Explicacao

Calibration curve

Semelhante a Nucleic acids (ver acima).

Indicacao de resultados:

» Resultado da concentracao com
valor RFU no comprimento de
onda de medicao

« Grafico da avaliagdo de padroes
com resultado de amostra
assinalado.

6.5.5

process results

No procedimento do método, apos a medicao de amostras, se seguem dois passos opcionais: process
results e print & export.

No passo process results é possivel reprocessar os resultados de alguns métodos. Exemplo: alteracao do
detalhe de um espectro de uma varredura.

Como na indicacdo dos resultados é possivel navegar com as teclas de cursor © e @ entre os resultados de
amostras da série de medicao e selecionar resultados especificos para reprocessar.

Tab. 6-4: Opgoes: Visao geral
Opcao Explicacao Disponivel no método
Zoom Alterar os limites de eixos nos graficos de Basicamente todos os métodos para os

absorcao de comprimento de onda, para
limitar a apresentacao a detalhes ampliados
do grafico.

quais o parametro Scan é oferecido e
tiver sido ativado.

e Multi A

* Scan

* Nucleic acids

* Proteins direct UV

+ Dye labels

More calculations

Converter resultados de concentracoes em
concentracoes molares, assim como (apos
introdugao do volume) em quantidades
totais.

* Nucleic acids
Dye labels (com acidos nucleicos
como biomolécula)

Peak detection

Detectar picos nos espectros de absorgao de
comprimento de onda.

« Scan
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timeasure samples L GEEEER SR IES—{print & export
dsONA 2017-11.03 20:15:10
Abs. i)

: D:
\
0,440 /\ \ :
/ I‘.

e

dsDNA 2017-11-03 20:15:10

Abs. A # 04

045041

0,380

24 .9u5m

x 0.499 4.,
0310+

AZB0/AZB0  1.78
AZB0/A230 232

0.240+4:

01704

230 240 250 260 270 zeo ™

spectra lspucira-l ;ree “aset zururr]![ Save ][ Cancel ]

Apply to all samples?

Would you like to apply

the change to all samples in the dsDNA 2010-07-02 14
series of measurements

T

"Yes" = Apply to all samples.
"No" = Apply only to the current sample.

| | I J_ves J[ Mo | cancel ]

As opcoes para o reprocessamento sao oferecidas
nas duas teclas de funcdes esquerdas. Neste
exemplo: [Zoom] e [More Calculations].

Apos a realizacao de alteragoes é possivel sair do
modo atual com as duas teclas de funcdes direitas:
« [Savel: salvar a alteracao e voltar ao passo de

método process results.
« [Cancell: cancelar e voltar ao passo de método
process results.

Depois de salvar as alteragoes é possivel aplica-las a
todas as amostras da série de medicao com [Yes].



Métodos
Eppendorf BioSpectrometer® fluorescence
Portugués (PT)

6.5.6 process results: Opcoes
Zoom

Pressione a tecla de fungdes [Zooml e selecione uma das seguintes variantes.

Variante [spectral:

| daDMA 20171106 201570 " « Teclas de cursor @ e ©: Mover o cursor
ID: Comprimento de onda. Este determina o ponto
S0 central do zoom através do eixo X.
03s0/: 24 .9,5m « Teclas de cursor © e @: Ampliar e reduzir o
osofi £.50 e detalhe apresentado do eixo X em incrementos
ik AZ60/AZ80  1.78 de acordo com o processo SpectraZoom.
e O detalhe apresentado do eixo Y é adaptado
sootior automaticamente em cada passo de modo que o
230 240 250 26 270 780 7 maximo e o minimo dos dados a representar

- utilizem de forma étima o espaco do detalhe.
[spectra lspactra-ol free lkasetzoorrﬂ[ Save ]{ Cancel ]

ey - Variante [spectra-01:
[dsDNA 2017-11.03 20:15:10 Corresponde a variante [spectral com a excepgao:
Abs. A #m . . . . .
O limite inferior do detalhe apresentado do eixo Y
corresponde sempre a "0 A".

045041

o35 24 . gug.me

o270t 0.499 4.
AZBO/AZB0 178

AZBO/A230 232
0.090+4: > X 0] Info

0.180

30 240 250 26D 270 ze0 Mm

| - 760; Abs: 0.459
[spectra lspactra-ol free lkasetzoorrﬂ[ Save ]{ Cancel ]

Variante [freel:

[asDNA 20171103 20:15:10 Os limites de intervalo para os dois eixos podem ser

T;“' introduzidos livremente.
Navegacgao entre os campos de introducao com as
24.9.m teclas de cursor (@, @, ©, O).
0.4994,,

AZB0/AZB0  1.78
AZB0/A230 232

228]240 250 260 270 280 [gE e

; er onfirm

[spectra lspactra-ol free lkasetzoorrﬂ[ Save ]{ Cancel ]

Nas 3 variantes volta a apresentacao inicial do espectro com a tecla de fungoes [reset zooml.
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More calculations

Pressione a tecla de funcdes [More calc.].

fsDNA 2012-06-01 17:04:47

Entries: : #13
Total volume of sample; 100] uL 10:
Molecular mass: 88T basepairs
196 kDa 6 0
Calculations: « Upgimb
dsDNA: 6.0 pg/mL 0.120 8.,
0.6 pg total amount in sample
30.7 pmolimL
3.1 pmol lotal amount in sample

]I Save ]' Cancel]

[ I ) )

=80NA - Cy 3 2010-11-29 12:08:12

Grupo de métodos Nucleic acids:
 Apéds a introducao da massa molar (em alternativa
em bases/pares de bases ou em kDa): converter o
resultado da concentracao em concentracao
molar.
« Apds aintroducao do volume de amostra: calcular
a quantidade total na amostra.

Grupo de método Dye labels:
Acido nucleico:

Entries: #03 , . ~ .
Total volume of sample: I L = » Apds a introducao da massa molar (em alternativa
Molecular mass: 800 bases em bases/pares de bases ou em kDa): converter o

, IS0l kDa 9.0, resultado da concentracao em concentracao

Calculations: « Ugiml

ssDNA: 9.0 pg/mL 0.244 ay, molar.
O:50 YIS oW TiSRI0pS. » Apos a introducao do volume de amostra: calcular
Dye 1 0.214pMaliyiL .
a quantidade total na amostra.
Cy3: 0.214 pMaliuL
10.7 pmaol lotal amount in sample CO rante:
 Apds a introducao do volume da amostra: calcular
- y a quantidade total na amostra.
[ ] H Il || save ]' Cancel ]
0 » Para dsDNA é pressuposto um acido nucleico bicatenario para o calculo da concentracao
molar. Para os métodos ssDNA, RNA e Oligo é pressuposto um acido nucleico

monocatenario.

» Para métodos que foram reprogramados no grupo principal Routine, grupo de métodos
Nucleic acids através de <New Method>, sao pressupostos sempre acidos nucleicos
bicatenarios para o calculo da concentragao molar.

Peak detection

Pressione a tecla de fungoes [Peaks]. Para a deteccao de picos é possivel variar dois critérios:

» Grelha A: grelha de avaliagao na escala de comprimentos de onda para a deteccao de picos (por ex.

10 nm).

Exemplo 10 nm: é avaliado o detalhe do espectro de -5 nm a +5 nm com relacao ao pico a detectar.
« Min. A Abs: diferenca minima entre o pico a detectar e a absor¢ao mais baixa na grelha de avaliacao.
Simultaneamente nenhum valor de absorcao na grelha pode ser superior ao valor do pico (por ex.: 0.5).



Exemplos:

LA process resulls [ peak detect._

Sean 2010-07-09 16:01:35
Abs (A) #03
1D:
0800 -+
| -’/\ A - Raster:
| |"I \ 100 nm
0.600 {1 1
16 i) Min. A Abs:
sl B 0.050
\ \
\
0.200 5 i
\ h resolution:
om i 4 and P keys.
230 260 200 320 3sp Ao
| ) | Peak table) |

Sean 2010-07-09 16:01:35

Abs (A] #03
1D:
0.800 {2
| "/\ A - Raster:
| |"I 20 nm
0.600 f---3--f--k
i s i\ Min. A Abs:
0.400 | - if-ik 0.400
\ \
\
0.200 Ao
\  resolution:
0.000 . o and & keys.
- 230 220 200 20 30 riomy Move A cursor:
A and ¥ keys
[ J[ ][Paaklable][ ][ Save ][ Cancel ]

Abs (A)

LA process resulls [ peak detect._

Sean 2010-07-09 16:01:35

0.200

0.000

A - Raster:
20 nm

Min. A Abs:
0.050

h resolution:

230 260 290 320 350

A {nm)

4 and & keys.

ve i cursor:
and ¥ keys

|

| Peak table) |

][ Save ][ Cancel ]
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Grelha A: 100 nm, min. A Abs: 0.050:

O pico nao é detectado, porque a grelha A é
demasiado grande: as absor¢des no canto esquerdo
da grelha sao maiores do que a absor¢ao do pico.

Grelha A: 20 nm, min. A Abs: 0.200:

O pico nao é detectado, porque o valor especificado
para Min. A Abs ser demasiado grande. A diferenca
da absorcao do pico e a absor¢cao mais baixa na
grelha é inferior a 0,2 A.

Grelha A: 20 nm, min. A Abs: 0.050:
O pico é detectado.
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6.5.7 print & export

Na ultimo passo de método opcional é possivel compilar os pacotes de dados de todas as amostras ou de
amostras selecionadas de uma série de medicao:

+ para impressao na impressora

 para a exportacao em pendrive USB

 para a exortacao através do cabo USB diretamente para um PC
* para a exportacao através de e-mail

d50N: J-{mosaurs sampios]-process esuts - URIRERSEEY-pov s Selecionar pacotes de dados

ASONA 2015-06-04 10:16:30 « Navegue com as teclas de cursor e confirme com
Data packets: enter.
Samples:
BResults Format: .
Clpata @xLs Selecionar formato
@Graph QFpR + XLS: exportar todas as tabelas Excel.
[ Graph data (XLS only) (OXLS & PDF

o » PDF: exportar como arquivo PDF ou imprimir.

OParameters

O C— Tecla de funcdes
b ' « [Printl: iniciar a impressao.
| *Print*; *Export” softkeys + [Exportl: iniciar a exportacao.
Print || Export || Samples || Finish || <Back || Next> | « [Samplel: selecionar resultados de amostras
individuais.

Selecionar pacotes de dados

Results Dados de resultados principais; ndao sao selecionaveis, porque sao sempre
transferidos.

Data Dados de resultados adicionais, sao indicados nos visores de resultados com a
tecla de funcoes [Datal durante a medicao.

Graph Espectro de absor¢cao de comprimento de onda.
Graph data Os dados basicos numéricos do grafico.
"export only": apenas para exportacao, nao disponivel para impressao.
Parameters Parametros de métodos
Standards/Results Dados de resultados da avaliagao de padrdes.
Standards/Graph (Apenas nas avaliagoes de padroes com varios padroes:) grafico de

concentracao da absorcao.

Dependendo do método e da configuracao dos parametros sao oferecidos apenas os respetivos pacotes de
dados disponiveis.



Selecionar resultados de amostras individuais

CALTTT UGRS3 print & exporl [ select samples_

Sample selection:

@80t 0000,

#01 0.33mg/mL
#02 1.34 mg/mL
#03  0.33mg/mL
[@#04 0.83mgmL
[4# 05 0.11mg/mL

[ Print | Export HSeIect all lDe-seI. all]l OK | Cancel ]

Iniciando a exportacao

Métodos
Eppendorf BioSpectrometer® fluorescence
Portugués (PT)

Selecionar amostras
* Pressione a tecla de funcoes [Samples] para
acessar a selecao de amostras.
» Navegue com as teclas de cursor e confirme com
enter.

Tecla de funcoes
« [Select alll: selecionar todas as amostras
« [De-Sel. alll: repor a selegao.

Os dados sao transmitidos como arquivo Excel (xIs) ou PDF. Os arquivos Excel sao legiveis com as versoes
de Excel a partir de Excel 97. Para cada um dos pacotes de dados selecionados é criada uma planilha em
Excel. O nome do arquivo é composto por o nome do método, hora e data da série de medicao.

SNl 4<DNA_2015 06 _04_10_16 3n,x|s_

Select an export method:

(O Export to external storage medium

emai@example.com v

[ ] ] l l ” Expon J Came| |
Exportacao em pendrive USB

Selecionando a variante de exportacao
» Navegue com as teclas de cursor e confirme com
enter.

» Export to external storage medium: salvar os
dados em um pen drive USB.
Esta variante nao esta disponivel se nao estiver
conectado um pen drive USB.

» Export to PC: Salvar dados em um PC.

» Export via email: enviar os dados para um
endereco de e-mail.

1. Conecte um pendrive USB, com formatacao FAT-32 a porta USB 4 (aqui Vista geral de produtos na

pdg. 15).

2. Inicie com [Export] a "Exportacao para um dispositivo de armazenamento externo”.

Exportacao para PC

Requisito para o sistema operacional do PC; Windows XP, SP2 ou versdes posteriores.

1. Conecte o equipamento a porta USB do computador através do cabo USB 8 (aqui Vista geral de

produtos na pdg. 15).

2. Em caso de exportacao repetida verifique que os dados exportados previamente estao armazenados no
disco rigido do computador, porque esses sao substituidos pela nova exportacao.

w

Inicie com [Export]l a "Exportacao para o PC".

4. O pacote de dados exportado é indicado no computador como dispositivo de armazenamento removivel
com o nome "eppendorf". Abra o arquivo nessa unidade e salve-o no disco rigido.
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Exportacao para um endereco de e-mail

1. Selecione um endereco de e-mail a partir da lista ou selecione "Edit", para criar um novo endereco de
e-mail.

2. Inicie com [Exportl o envio para um endereco de e-mail”.

Editar endereco de e mail

+ Selecione na lista suspensa "Edit" e confirme com
enter.
Abre uma janela na qual é possivel editar os
enderecos de e-mail.

E-mail addrass:

« [Editl: Editar endereco de e-mail.
* [Newl: Criar novo endereco de e-mail.
+ [Deletel: Apagar enderecgo de e-mail.

(e [ New J{oses ][ J[ ][ ok |

Iniciando a impressao

Os dados podem ser impressos através da impressora na rede ou através de uma impressora USB
conectada.

0 Quando o equipamento esta ligado a uma rede sao detectados e indicados automaticamente
na rede todas as impressoras compativeis. Se nao existir uma conexao a rede apenas é
possivel selecionar uma impressora USB conectada.

1. Selecione uma impressora

2. Inicie a impressao dos dados com [Print].

= IP address:
=) Seiko DPLU-S445 192.168.20.10

(=) Seiko DPU-414

| Refresh || ) I || Print || cancel |




Métodos
Eppendorf BioSpectrometer® fluorescence
Portugués (PT)

6.5.8 Terminando série de medicao

Em seguida ao Ultimo passo do método print & export é possivel iniciar uma série de medi¢cao nova com o
método selecionado ou selecionar um novo método.

Terminando série de medicao e iniciando nova série de medicao

Abumin A 250: _Jmeasuro sampiosJprocess rsutsJrint & oxpor (e EEE) + Tecla de funcgdes [Next >]: acessar o passo do
Aumin A 280 2010-11-19 18:32:05 método new series

« Tecla de funcdes [Newl: acessar o passo do
método measure samples e iniciar uma nova
série de medicao.

T I e ]

Terminando série de medicao e selecionando um novo método

 Tecla de funcoes [Finishl: terminar série de medicao e acessar a selecao de métodos.
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7 Funcoes
7.1 Funcoes do grupo principal User

Com a tecla function ou a tecla de fungdes [Function] acessa um menu com funcoes para configuragoes do
equipamento ou acessar resultados armazenados.

As funcdes estao estruturadas em 3 colunas de forma semelhante a selecdo de métodos. Vocé tem acesso
as fungdes do grupo principal User. Como na selegao de métodos vocé navega com as teclas de cursor,
para selecionar inicialmente o subgrupo desejado e, em seguida, selecionar a fungao desejada na coluna
direita. Com enter acessa a funcao.

Functions

Main Groups Sub Groups Functions

ER = Resuts memory 2 single A

3 Gen. method param. ||& Bradford

O3 Abs. spectra library Protein A280
O3 Device settings dsDNA

O Device calibration
O Info

[ Info ][ J[ M ][ Delete ][ Method

Tecta de funcoes linfol
Firmware Version

» Versao do firmware
* NUumero de série do BioSpectrometer
fluorescence

Device name Eppendorf BioSpectrometer fluorescence e Es paco de memoria atual
Firmware version 42313
Serial number 6137BJ800001

Memory utiization [N 34%

( I ) ) I J[_ok ]
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Tab. 7-1:  Vista geral das funcoes

Subgrupo

Explicacao

Results memory

Apresentar os resultados armazenados.

Os resultados podem ser acessados de acordo com os métodos e
sequéncias e podem ser imprimidos, exportados ou descartados.

E possivel descartar medicdes individuais, todas as medicdes de um
método ou todos os resultados da memoria.

» Para descartar o método e todas as medicdes correspondentes,
pressione a tecla Delete.
» Confirme com enter.

General method parameters

Parametros abrangentes utilizados para varios métodos estao
armazenados centralmente na area Functions.
Os parametros de fabrica nao podem ser descartados.
Os novos parametros podem ser alterados.
No passo de método Check parameters é possivel selecionar parametros
abrangentes através de caixas de selecao.
« Proteins, Nucleic acids, Dyes contém parametros utilizados para os
métodos dos grupos Dye labels e Proteins direct UV.
« Units: unidades para resultados de concentragoes utilizadas para
varios métodos.

Absorbance spectra library

Espectros de absor¢cao de comprimento de onda de substancias
importantes, por ex. DNA.

Os espectros se destinam a informacao e podem ser utilizados como
comparagao com o espectro de um resultado de amostra.

Device settings

Configuragoes editaveis do equipamento, por ex. idioma.

Device calibration

« Possibilidade de verificacao do espectrofotometro. Para tal é
necessario um conjunto de filtros da Eppendorf.
« Possibilidade de verificacdo da unidade de fluorescéncia.

Info

Licengas Open Source.

7.1.1 Results memory

Functions
Main Groups Sub Groups

7 User 7 Results memory

» Selecione na coluna direita o método, cujos
resultados armazenados deseja acessar.

» Para descartar o método e todas as medicoes
correspondentes, pressione a tecla Delete.

» Confirme com enter.

Functions

B PicoGreen® short

B Transmission
B Protein A280

[ o] il I

]{ Delete ][ Method




mwoose measurement series sample results

[ dsDNA 2010-07-09 15:07:35

B dsDNA 2010-07-08 11:02:35

Select series of measurem:

[

][Dalela}[ M Abort ][<Back][Next>]

dsDNA: [choose measurement series

Cuvette 10 mm
Unit ug/mL
Molar Unit pmol/mL
Factor 50
Decimal places 1
A260/A280 on
A260/A230 off
Autoprint off

parameters sample results

Page 1/2

Show more parameters:
"Page up" or "Page dn".

[

][PageupJ[Fagean Abort ][ <Back][ Next > ]

dsONA: print & export

dsDNA 2012-06-29 155728

Data packets:
Samples:
M Results
Cpata

[ Graph data (not for printing)

Method:

CIParameters

| Info

T TR £ T BT AT

Funcoes
Eppendorf BioSpectrometer® fluorescence
Portugués (PT)

» Selecione a série de medicao desejada com as
teclas de cursor.

» Para descartar o método e todas as medicoes
correspondentes, pressione a tecla Delete.

» Confirme com enter.

Como no procedimento de métodos também aqui é
possivel alternar entre as indicacOes de
parametros, padroes, resultados de amostras e
pacotes de dados para impressao e exportagao.

A atribuicao das teclas de func¢oes corresponde a
atribuicao no procedimento de métodos.

» Selecione os pacotes de dados se desejar
imprimir ou exportar os resultados.

O procedimento para a impressao e a exportacgao,

assim como o significado das teclas de fungoes

corresponde ao passo do método print & export.
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7.1.2  General method parameters

Functions

Main Groups Sub Groups Functions

B Proteins

B Nucleic acids

7 User O Results memory

7 Gen. method param.
O Abs

pectra library

F

O Device
O Dev
O Info

ettings

» calibration

I method

__mfo_J] ) | ) J(

ALEXAS55 Dye name
ALEXAB47
=E 2 Wavelength nm
,y. -
[Cy5 Ext. coeff.  |250000|L(mol cm)’

Factor pMoI L
Corr. A260

Corr. A280 |0.05

Read-only.
Settings
cannot be
changed.

il JL_ok_|

[ Edit J[ New J[ Delete J[

Tecla de funcoes

« [Editl: editar o grupo de parametros selecionado.

 [Newl: criar novo grupo de parametros.

» Selecione na coluna direita o grupo de
parametros, para o qual deseja editar
parametros.

» Confirme com enter.

Neste exemplo estao resumidos grupos de
parametros para varios Dyes (componentes de
corantes para métodos Dye) e arquivados
respetivamente com um nome. Com este nome é
possivel importar o grupo de parametros desejado
para o programa de métodos na edi¢ao de um
método Dye.
Os Dyes originais estao protegidos contra escrita e
nao podem ser editados ou descartados.
Visor:
« esquerda: Nome do Dye. Selecione com @ e @.
- direita: parametros correspondentes

« [Deletel: eliminar grupo de parametros selecionado.

« [OKI: voltar a selecao de funcoes.

General Method Parameter:

ALEXAS555 Dye name
2L§XA647 Wavelength nm
)
Cy5 Ext. coeff.  [100000|L(mol cm)’
New dye Factor pMol pL”
Corr. A260  |0:0]
Corr. A280  [0]
Please enter:
- Name
- Wavelength

- Ext.coeff. or Factor
optional: Corr. A2xx

][ OK ]{ Cancel]

I aee ]|

Tecla de funcoes

[Kayboard] {

» Para editar um grupo de parametros, selecione
o parametro a editar com © e ©.
» Confirme com enter.

« [OKI: salvar a introducao e voltar a selecao do grupo de parametros.
« [Cancell: voltar a selecao do grupo de pardametros sem alteracgao.
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Na programagao de um método dos grupos de métodos Dye labels ou Proteins direct UV pode acessar os
registros em General Method Parameter:

Selecione 0 nome do Dye, para importar o
respetivo grupo de parametros para o programa de

Guvette 10 mm ¥ FEER U métodos. Através da selecdo "edit" no parametro
Unit igmbly "Nucleic acid" é possivel acessar diretamente a
Rluciiclacid isDNALY) funcio General Method Parameter e visualizar e
R =l editar os parametros.
Decimal places
Dye 1 Dewgye[v *
Correct A260 1 O
Correct A280 1 O Info

f the dye

iated
[ ] [ ] [ Page dn J { Save ] [ Save As ] [ Cancel ]

Tab. 7-2:  Parametros em General Method Parameter

Parametro

Explicacao

Proteins

Estes parametros sao carregados nos parametros de métodos na selecao
de uma proteina na programacgao de um método do grupo Dye labels,
assim como Proteins direct UV.

Os parametros originais programados estao protegidos contra escrita e
nao podem ser editados ou descartados.

* Protein name

» Factor
* Ao

» Ext.coeff.

* Molecular mass

Junto ao nome e comprimento de onda é possivel introduzir os seguintes
dados para a definigao do fator de célculo da concentracao da absorcao:
Fator ou Ag 10, ou Coeficiente de absor¢ao e massa molar.

Nucleic acids

Estes parametros sao carregados nos parametros de métodos na selecao
de um acido nucleico na programacao de um método do grupo Dye

labels.
Os parametros originais programados estao protegidos contra escrita e

nao podem ser editados ou descartados.

* NA name

« Factor

* Double-stranded

O fator é utilizado para o calculo da concentragao da absorcao.

O parametro Double-stranded tem influéncia sobre o célculo da
concentracao molar de acido nucleico (aqui Conversdo em concentracbes
molares e quantidades de dcidos nucleicos na pdg. 106)
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Parametro Explicacao

Dyes Estes parametros sao carregados nos parametros de métodos na selecao
de um corante (Dye) na programacao de um método do grupo Dye labels.
Os parametros originais programados estao protegidos contra escrita e
nao podem ser editados ou descartados.

« Dye name Junto ao nome é possivel introduzir os seguintes dados para a definicao
« Wavelenght do fator do calculo da concentracao da absorcao:

» Ext.coeff. Fator ou Coeficiente de absorcao.

 Factor Os fatores de correcao para a absorcao a 260 ou 280 nm sao utilizados
» Corr. A260 quando a funcao de correcao esta ativada nos parametros de métodos.
» Corr. A280 Descrito em maior pormenor no capitulo relativo a avaliagao (aqui

Corregdo Asgg € correcdo Aygg na pdg. 105).

Units Na programacao dos parametros de métodos é possivel selecionar uma
unidade entre todas as unidades disponiveis.

As unidades utilizadas em métodos pré-programados estao assinalados
em cinzento e nao podem ser descartados.

* Unit Introduzida uma unidade para o resultado da concentragao ainda nao
programada.
o « Caracteristicas para proteinas, que nao sao programadas na fabrica, podem ser
determinadas no banco de dados expasy: http://www.expasy.org/tools/protparam.html.

» Encontra também uma tabela com valores Aqq, para muitas proteinas em: C.N.Pace et al.,
Protein Science (1995), 4: 2411-2423 (Tabela 5). Os valores Ao, tém de ser multiplicados
por 0,1, para obter os valores A 14, necessarios.



7.1.3  Absorbance spectra library

Functions

Sub Groups

O Results memory B Bsa
B dsDNA
B NADH

B Nitrophenol

0 Gen. method param.

7 Abs. spectra library
01 Device settings

svice calibration

I method

o] | I I

Abs (A

0.800

0.600

0.400

0.200

0.000
240 260 280 300 320 340" (M)

[Export ][ Print J[ M

7.1.4  Device settings

Functions

Functions

Main Groups Sub Groups

O Results memory
3 Gen. method param. ||B Network

O Abs. spectra library B E-Mai

& Date & Time

@ Device settings

3 Device calibration
O Info

| Method

[t | il it il
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Na coluna direita seleciona o espectro que
pretende abrir e confirma com enter.

Tecla de funcgoes
» [Exportl e [Printl: exportar ou imprimir para um
computador a partir de um pendrive USB ou
cabo USB (aqui print & export na pdg. 60).
« [OKI: voltar a selecao de funcoes.

As seguintes configuragdes podem ser adaptadas:

Device Settings
* General
* Network
« E-Mail
* Date and Time
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General Device Settings

Language

. =] ]
Device name |BloSE fl ice |

Indication of light path [
Power save mode 110 Min e
Weekly v

2016-02-08 09:14:12
Spectrometer unit
Fluorescence unit

Self test interval

last self test

J_asc_J

][ Save ][ Cancel ]

General Device Settings

« Selecionar lingua: Alemao, Inglés, Francés,
Espanhol, Italiano, Japonés*).

* Nome do equipamento

 Configurar o Intervalo de tempo para a ativagao
do modo de economia de energia.

« Configurar a frequéncia do autoteste
automatico depois de ligar o equipamento.

 Aviso sobre indicacao do feixe de luz.

 Sao indicadas informacodes sobre o ultimo
autoteste.

*) Se alterar a lingua, p. ex., para Japonés, sera
alterado o tipo da letra. Pode acontecer que partes
do texto nao sao indicados corretamente.

» Desligar o instrumento e voltar a liga-lo. Depois
de reiniciar, as linguas serao representadas
corretamente.

Tecla de funcoes
« [Savel: Salvar alteracoes e voltar a selecao de
funcoes.
« [Cancell: voltar a selecdo do grupo de
parametros sem alteracao.



Network Settings

1P [GetIP settingsviaDHCP

IP address 192.168.20.61
Subnet mask 255.255.255.0
Default gateway 192.168.20.1

DNS [[@Get DNS settings via DHCP

Primary DNS server 192.168.20.1
Secondary DNS server 192.168.20.1

{ Test ][MAC Inio}[ ][ ][ Save ][ Cancel ]

E-Mail Settings

SMTP server |mailserver.example.com |
Port
Sender e-mail address | biospec@example.com |

[use SMTP authentication

User name \ I

Password ‘ |

Recipient e-mail address ~ [email@example:comy ] v|

{ Test ][ J[ ABC M ]{ Save ][ Cancel]

Funcoes
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Network Settings

Pergunte a seu administrador de rede quais sao as
configuragoes necessarias.

« Selecionar se as configuragdes IP devem
aplicadas automaticamente através de DHCP. As
configuracoes IP também podem ser
introduzidas manualmente.

— Endereco IP

— Mascara de subrede

— Gateway standard
Selecionar se as configuragcdes DNS devem ser
aplicadas automaticamente através de DHCP
(apenas disponivel se as configuragoes IP forem
adquiridas automaticamente por DHCP).

As seguintes configuragcdes DNS podem ser
introduzidas manualmente:

— Servidor DNS principal

— Servidor DNS secundario

Tecla de funcoes
« [MAC Infol: Informacgoes sobre configuragoes
de rede.
- [Savel: Salvar alteragoes e voltar a selecao de
funcoes.
« [Cancell: voltar a sele¢ao do grupo de
parametros sem alteracao.

Email Settings

Pergunte a seu administrador de rede quais sao as
configuracoes necessarias.
« Servidor SMTP: Introduzir o servidor de e-mail.
* Introduzir a porta.
* Remetente: Introduzir o nome do equipamento.
 Usar a autentificacdo SMTP: Se for necessaria
uma autentificacao é necessario introduzir um
nome de usuario e uma senha.
Endereco de e-mail do destinatario: Lista com
enderecos de e-mail.
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E-Mail Addresses

E-mail address:

= email@example.com

Edit:
Edit the selected
address.

| Edit |[ New || Delete |[ | | J[ ok |

Date & Time Settings

Region [Burope 7]
City |Berlin v

Current time 2015-06-04 10:16:00

®Manual time setting

Date YYYY-MM-DD

Time HH:MM:SS

ONetwork time

Time server [Pool.ntp.org ]
[ J{ ) | ) |[ save || cancel |
7.1.5 Device calibration

Editar endereco de e-mail
« Selecione na lista suspensa "Edit" e confirme
com enter.
Abre uma janela na qual é possivel editar os
enderecos de e-mail.

Tecla de funcgoes
« [Edit]: Editar endereco de e-mail.
* [Newl: Criar novo endereco de e-mail.
* [Deletel: Apagar endereco de e-mail.

Date and Time Settings
» Selecionar a regiao.
» Selecionar a cidade.
* Indicacao da hora atual
Configuragao manual da hora: Introduzir a data
e hora.
* Hora da rede
Servidor de hora: Indicar o servidor de hora
desejado.

Tecla de funcgoes
- [Savel: Salvar alteragoes e voltar a selecao de
funcoes.
« [Cancell: voltar a selecao do grupo de
parametros sem alteracao.

A calibracao do equipamento esta descrita em separado (aqui Verificando o equipamento na pdg. 77).

7.1.6 Info

Functions

Main Groups Sub Groups Functions

B copyrights
B Trademarks

[Euser IO Resuls memory
O Gen. method param.
(3 Abs. spectra library
O Device settings

O Device calibration

[t J| il ) I

I method

No item do menu Copyright encontra informacdes
sobre a licenga do software Open Source.
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8 Manutencao
8.1 Limpeza

A: PERIGO! Choque elétrico devido a penetracao de liquido.
> Desligue o equipamento e desconecte o plugue antes de iniciar a limpeza ou desinfecgao.
Nao deixe penetrar qualquer liquido no interior da caixa.

Nao use spray para limpar/desinfetar a carcaca.
Apenas volte a ligar o equipamento se esse estiver completamente seco no interior e

exterior.

v Vv v Vv

AVISO! Corrosao devido a produtos de limpeza e desinfeccao agressivos.

: [3

» Nao utilize detergentes corrosivos, nem solventes agressivos ou polidores abrasivos.
» Nao incubar os acessorios durante um longo periodo de tempo em detergentes de limpeza
ou desinfec¢ao agressivos.

1. Limpe as superficies com um pano umedecido com um produto de limpeza suave.

Limpando o compartimento da cubeta

2. Limpe o compartimento da cubeta apenas com uma zaragatoa, que nao largue fibras, embebida em
etanol ou isopropanol. Evite que o liquido penetre no compartimento da cubeta. Se for necessario
utilizar dgua para a remocao da contaminacao, limpe no final com uma zaragatoa embebida em etanol
ou isopropanol, para acelerar a secagem do compartimento da cubeta.
No lado interior esquerdo do compartimento da cubeta estd colocado um vidro no feixe de luz. Limpe o
vidro cuidadosamente.
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8.1.1 Limpando o compartimento da cubeta

Se nao pretender limpar apenas a superficie diretamente acessivel da cobertura do compartimento da
cubeta é possivel desmontar a cobertura.

0 » Nao impregne a cobertura do compartimento da cubeta em produto de limpeza.
» Limpe a cobertura do compartimento da cubeta como descrito.

1. Levante a cobertura do compartimento da cubeta com uma mao.

2. Com a outra mao agarre a cobertura a altura do
pino de retencao e puxe a cobertura para a direita
até o pino de retencgao sair completamente.

o » Puxe a cobertura em um angulo de 90 graus para a direita.

3. Limpe a cobertura com um pano ou uma zaragatoa, que nao largue fibras, umedecida com um produto
de limpeza suave.

4. Empurre o pino de retencao novamente para dentro da caixa até ao encosto

O pino de retengao desapareceu completamente dentro da caixa.

o Em caso de nao utilizacao do fotdmetro feche o compartimento da cubeta com a cobertura de
compartimento de cubeta azul, para o proteger contra poeira e outras contaminagoes.
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8.2 Desinfeccao/descontaminacao

/2\ PERIGO! Choque elétrico devido a penetracao de liquido.

Desligue o equipamento e desconecte o plugue antes de iniciar a limpeza ou desinfecgao.
Nao deixe penetrar qualquer liquido no interior da caixa.

Nao use spray para limpar/desinfetar a carcaga.

Apenas volte a ligar o equipamento se esse estiver completamente seco no interior e
exterior.

v v v Vv

1. Limpe o equipamento antes da desinfeccao com um detergente suave (aqui Limpeza na pdg. 75).

2. Selecione um método de desinfeccao que atenda as diretivas e regulamentos legais relativos a area de
aplicacao.

3. Utilize, por exemplo, alcool (etanol, isopropanol) ou desinfetantes contendo alcool.
Limpe as superficies com um pano umedecido com desinfetante.

5. Se for necessario desmontar a cobertura do compartimento da cubeta para a desinfeccao, proceda a
desmontagem e montagem como descrito em (aqui Limpando o compartimento da cubeta na pdg. 76).

6. A cobertura do compartimento da cubeta desmontada pode ser desinfetada através de desinfec¢ao por
pulverizacao.

8.3 Verificando o equipamento

Requisitos:
» Manter as condi¢oes ambientais (aqui Condigées ambientais na pdg. 97).
* Realizar a verificacao a aprox. 20 °C. Evitar oscilagdes de temperatura (por ex. devido a janelas abertas).
* Retirar o filtro apenas brevemente da caixa do filtro e proteger contra contaminacao ou danos da
superficie do filtro.
 Proteger o filtro contra poeira, calor, liquidos e vapores agressivos.
— Verificacao da unidade do espectrometro: adesivo aponta para a frente.
— Verificacdo da unidade de fluorescéncia: adesivo aponta para a direita.
« Compartimento da cubeta nao apresenta contaminacao.

8.3.1 Verificando a unidade do espectrometro

A Eppendorf oferece um conjunto de filtros (conjunto de filtros BioSpectrometer) para a verificacao da
exatidao fotométrica e da exatidao do comprimento de onda. O conjunto contém um filtro de valor em
branco A0 e trés filtros A1, A2 e A3 para a verificacao da exatidao fotométrica, assim como 3 filtros para a
verificacao da exatidao do comprimento de onda na faixa de 260 nm até 800 nm. As absorcdes dos filtros
sao medidas contra o filtro de valor em branco AO. Além das informacdes sobre exatidao obtém também
informacdes sobre a precisao: a partir das 15 medi¢coes por comprimento de onda é calculado também o
coeficiente de variacao (valor VK) além da média.

Para a medicao coloque primeiro o filtro de valor em branco (para a medicao do valor em branco) e depois
os filtros de teste e cubetas no compartimento de cubetas. Os valores de medicao medidos para os filtros de
teste sdo comparados contra a faixa de valores admissivel. Os valores limite para a faixa admissivel estao
impressos para cada filtro em uma tabela na tampa da caixa do filtro.
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Se pretender documentar os valores poderd imprimir ou exportar os valores apds a medicao. Sao salvadas
no maximo 12 verificagoes. Os valores da verificagdo mais antiga sao sobrescritos se a memoria estiver
cheia.

BioSpectrometer fluorescence eppendorf
reference filter set

Function : Device calibration/Spectrometer unit Order No./Best. Nr.: 6137 928.009
Set No./Satz Nr.: 958
Limits measured against Blank A 0 at approx. 20°C
Grenzwerte gemessen gegen Blank A 0 bei ca. 20°C

SM:61351974.958) 916.958 | 917958 | 937958 921.958 | 922.958 | 923.958
Filter | Blank Sample Sample Sample Sample Sample Sample
Type A0 260 nm 280 nm 800 nm Al A2 A3

Limiting values (A)/Grenzwerte (E)

260nm| 0.000 |1.169:1.357| - | - 0.147:0.171 | 0.821-0.872 | 1.504-1.598

280nm| 0.000 | - 11.053-1315] - _0.142-0.166 | 0.826:0.877 | 1.485-1.577

320 nm | 0.000 R T 0.136:0.160 | 0.850-0.903 | 1.476-1.567

405 nm| 0.000 - o - 0.135-0.159 0.905-0.961 1.463-1.553

550 nm | 0.000 - | - | - 0.139-0.163 | 0.925-0.982 | 1.368-1.453

562 nm| 0.000 - - = 0.139-0.163 0.924-0.981 1.360-1.444

595 nm | 0.000 - | - | - 0.139-0.163 | 0.921-0.978 | 1.338-1.421

700 nm| 0.000 - = . 0.136-0.160 0.911-0.967 1.281-1.361

800 nm | 0.000 - [ = | 1.066-1.243 | 0.1340.158 | 0.901-0.957 | 1.243-1.320

Random error of wavelength Random error of photometer
Zufallige bweichung der Wellenld Zufallige ichung des Ph 5
Limiting values CV (%)/Grenzwerte VK (%)

260 - 405 nm | $3.0% |  <30% $2.0% S1.5%
[ 550 - 800 nm | <3.0% [ <30% <2.0% <3.0%
Fluorescence unit

- FO147

Filter Sample Fluorescence F1

Type 520 nm / 560 nm
|Ratio 0.95-1.05

Random error of the fluorescence measurement
Zufallige Messabwelchung der Fluorescencemessung
Limiting values CV (%)/Crenzwerte VK (%)
520/ 560 nm | <3.0%

Filter auf NIST?® riickfuhrbar / Filter traceable to NIST®

Wavelength and photometric characterization of filters;

All characterizations are performed on a Cary 100 Bio reference UV/Vis spectrophotometer, serial number EL 99023107,
The instrument is requalified reqularly by the manufacturer, and is confirmed and documented to

perform within manufacturer's specifications.

Wellenl und ph ische i der Filter:
Alle Messungen werden auf einem Cary 100 Bio Referenz UV/Vis Spektrophatometer,
Seriennummer EL 99023107 durchgefihrt.

Dieses Instrument wird regelmafia vom Hersteller requalifiziert und die spezifik Re Funktion dok A
3
3
=
=
&
I
21122017 e mmmm
Signature
Unterschrift

Fig. 8-1: Lado interno da tampa da caixa do filtro (exemplo)
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8.3.1.1 Realizando a verificacao da exatidao fotométrica

oup b Group

User O Results memory
O Gen. method param. Fluorescence unit
3 Abs. spectra library Perform selftest
0 Device settings

3 Device calibration

O Info

Info Method
LEULEEETLIENLL Y Spectrometer unit

260 nm

280 nm

800 nm

[ Check photometric accuracy
Al
A2
"Next" shows the
A3 filter set data.

o

I;[ ]1 ][ Abort =[ < Back H MNext = ]

Filter set data

Name ———

Set number | |

Order number | J

"Next” starls the
calibration.

=]
=

[ <Back || Next> |

1. Selecione no grupo Device calibration a funcao
Spectrometer unit e confirme com enter.

2. Selecione se deseja verificar a exatidao do
comprimento de onda, a exatidao fotométrica ou
ambas. Confirme com enter.

3. Avance para o préoximo passo com [Next >1.

4. Preencha os campos de introducao. O valores sao
opcionais.
5. Avance para o préximo passo com [Next >].
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0 « O passo 6 é omitido se a calibracao for realizada pela primeira vez.
» Se ja tiver sido realizada uma calibracgao sao indicados os resultados das Ultimas

calibracoes.

Device Calibration: GEETIES

2016-02-08 09:48:03

"Next” configures the
calibration.

( ) ) J[_Abort [ < Back J[ Next> |

Device Calibration :
Check wavelength accuracy... # -
|1D:
Insert filter AD
and press the
"blank” key.
[ Export ]{ Print ]j ][ Abort ][ < Back ][ Next > ]

LEULEEETLIENLL Y Spectrometer unit
Device Calibration )
Check wavelength accuracy... |#-- |
1D:

Insert filter AD
and press the
"blank” key.

[ Print ]{ Export ]j ][ Abort ][ < Back ][ Next > ]

6. Selecione <New Calibration> e inicie a nova
calibracao com [Next >1.

7. Siga as instrucoes na janela Info e meca primeiro
o filtro de valor em branco AQ.

8. Apos o valor em branco A0 inicie com o primeiro
filtro de teste.
Na caixa Info é indicado o filtro de teste esperado
(aqui: SAMPLE 260).



LEULEEETLIENLL Y Spectrometer unit

Device Calibration 2016-02-08 09:48:03 :
Check photometric accuracy... #06 |
ID: SAMPLE A3
Wavelength Mean cv
260 nm 1.917 A 0.2 %
280 nm 1.847 A 0.3 %
320 nm 1.751 A 0.3 %
405 nm 1.661 A 0.3 %
550 nm 1.502 A 0.3 %
562 nm 1.489 A 0.2 %
595 nm 1.456 A 0.4 %
700 nm 1376 A 0.6 % Select results:
A and ¥ keys.
800 nm 1.309 A 1.1%

[ Prnt || Export |[ J[ Finish ][ <Back J[ Mext~ ]

8.3.2

Functions

Functions

Main Groups Sub Groups

Spectrometer unit
B Fluo unit
Perform selftest

| Method

[ _mfo ) ) J

Filter set data

Name ———

Set number

Order number | |

"Next” starts the
calibration.

|[ Abort |[ <Back |[ Next> |

Manutencao
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9. Indicacdo do resultado apds medicao dos 3 filtros

de teste para testar a exatidao fotométrica.
Com as teclas © e @ é possivel visualizar
novamente os resultados dos varios filtros de
teste.
Tecla de funcoes

« [Finishl: terminar a verificacao.

« [Exportl: exportar os resultados como arquivo
PDF.

« [Printl: imprimir os resultados.

10.Compare as médias e os coeficientes de variacao
com a tabela fornecida.
Se os valores medidos ndo corresponderem a
faixa de valores admissivel, contate o Eppendorf
Service.

Verificando a unidade de fluorescéncia

1. Selecione no grupo Device calibration a funcao
Fluorescence unit. Confirme com enter.

2. Coloque o filtro F1 no compartimento de cubetas.
Pressione a tecla de funcdes Measure.
O equipamento mede o filtro de teste 15 vezes
com 2 comprimentos de onda de emissao. Apds a
medicao o visor indica 2 parametros: "Ratio"
como medida para o ajuste correto, assim como
"CV" como medida para o ruido.

3. Preencha os campos de introducao. O valores sao
opcionais.
4. Avance para o préximo passo com [Next >].
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0 » O passo 5 é omitido se a calibracao for realizada pela primeira vez.
« Se ja tiver sido realizada uma calibragao sao indicados os resultados das Ultimas
calibracoes.

e m— 5. Selecione <New Calibration> e inicie a nova

calibracao com [Next >].

B 2016-02-08 10:39:02

"Next” shows the
filter set data.

( I I J(_avort J[ < Back J{_Next> |
e 6. Compare os parametros com os valores indicados

na tabela fornecida. Se os valores medidos nao
Wavelength  Ratio cv corresponderem a faixa de valores admissivel,
contate o Eppendorf Service.
520 nm =%
560 nm -- -- %
Measure filter F1:
"Sample”
[ Print ][ Export ][ ][ Abort ][ < Back ][ Mext > ]

8.3.3  Autoteste do equipamento

A frequéncia do autoteste automatico (duragao aprox. 1 minuto) pode ser configurada com a funcao Device
settings (aqui Device settings na pdg. 71). A partir da fabrica o intervalo de autoteste esta configurado
para "semanal".

No autoteste sao verificados os seguintes pontos:

 Verificacao do detector
— Determinacgao do erro aleatério da medicao ao longo de todo o espectro disponivel
- Verificacao da fonte de luz
— Verificagao da energia maxima disponivel da fonte de luz e a qualidade da conducao de luz através
do equipamento
— Determinacgao do erro aleatério da medigao de um sinal no sensor de referéncia
— Determinacao da altura do sinal no sensor de referéncia
— Determinacao separada da intensidade luminosa na faixa UV
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» Determinacao do erro sistematico e aleatdério da medicao do comprimento de onda
— Posigao de um pico de intensidade na area UV do espectro
— Precisao da posicao de um pico de intensidade na area UV do espectro

» Determinacao do erro aleatorio da medicao da luz de excitacao ("ruido")

» Determinacao da altura e erro do sinal da luz emitida

» Selecione no grupo Device calibration a funcao Perform selftest e confirme com enter.

Depois de decorrido o autoteste o visor indica a mensagem PASSED.
Se o visor indicar a mensagem FAILED, o autoteste falhou. Se nao for possivel eliminar este erro (aqui
Mensagens de erro na pdg. 87), entre em contato com o Eppendorf Service.

84 Substituir os fusiveis da rede

A: PERIGO! Choque elétrico.
> » Desligue o equipamento e desconecte o plugue antes de iniciar a limpeza ou manutencao.

O suporte do fusivel encontra-se entre a tomada de ligacao a rede e o interruptor de rede.

1 vﬁ 5
BEE

1. Retire a ficha de rede.

2. Comprima as molas de plastico 1 do lado superior e inferior e puxe o suporte do fusivel 2
completamente para fora.

3. Substitua os fusiveis da rede defeituosos e insira novamente o suporte do fusivel. Certifique-se da
correta posicao da calha guia 3.
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8.5 Descontaminacao antes do envio

Ao enviar o aparelho para reparacao ao servico de assisténcia autorizado ou para ser eliminado pelo seu
distribuidor autorizado, observe o seguinte:

ATENCAO! Perigo para a satde devido a contaminacio do equipamento.
A 1. Respeite as indicagoes do certificado de descontaminagao. Vocé encontra essas indicagdes
no arquivo PDF em nossa pagina de internet (www.eppendorf.com/decontamination).

2. Descontamine todas as pegas que deseja enviar.
3. Envie o certificado de descontaminagao completamente preenchido.
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9.1 Erros gerais

Resolucao de problemas
Eppendorf BioSpectrometer® fluorescence
Portugués (PT)

Erro

Causa possivel

Solucao

Resultados de medicao
sao imprecisos.

Validade do reagente
expirou.

Reagente nao esta
preparado corretamente.

Pipetagem incorreta.

Procedimento de
incubacao antes da
medicao incorreto.

Cubeta suja.

Encher a cubeta, nao
totalmente, com solucao
de medicao sem bolhas.

Turvacoes na solucao de
medicao.

O espectrofotdbmetro
apresenta desvios.

Compartimento da cubeta
sujo.

Fluorimetria: Substancias
interferentes reforcam ou
inibem o sinal de
fluorescéncia.

Fluorimetria: A cobertura
do compartimento da
cubeta nao esta fechada.

» Certifique-se de que o reagente esta dentro
do prazo de validade e que é preparado
corretamente.

» Para a preparagao utilize — se necessario —
agua desmineralizada limpa de qualidade
suficiente.

» Certifique-se de que a pipeta esta calibrada
e dispensa corretamente.

» Se o procedimento do método exigir uma
incubacao antes da medigao, assegure que
sao cumpridos corretamente a temperatura
e o tempo de incubacao.

» Limpe e lave a cubeta. Na troca de cubetas
assegure-se que a janela dptica da cubeta
permanece limpa e que nao é tocada com
os dedos.

» Se ajanela da cubeta estiver suja com
impressoes digitais, limpe a janela com um
pano de laboratério, que nao largue fibras,
embebido com etanol ou isopropanol.

» Verifique que ¢ atingido o volume minimo
necessario da cubeta para uma medicao e
que a solucao de medicao nao apresente
bolhas.

» Centrifugue solucdes de medicao turvas
contendo particulas e utilize o
remanescente limpo.

» Entre em contato com a assisténcia
Eppendorf.
Cumpra as condicdes ambientais.
Evite oscilacdes de temperatura.

» Limpe o compartimento da cubeta.

» Remova as substancias interferentes.

Se nao for possivel remover as substancias
interferentes nao é possivel utilizar a técnica
de medicao de fluorimetria.

» Fecha a cobertura do compartimento da
cubeta antes da medicao.
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Erro

Causa possivel

Solucao

Os resultados da medicao
sao incorretos.

« Método incorretamente
programado.

« Solugao do padrao nao
esta preparada
corretamente.

» Absorcgao do reagente
apresenta desvios.

« A cubeta nao esta
corretamente
posicionada.

4

Verifique que os parametros do método
estao introduzidos corretamente.

Verifique que é utilizado o padrao correto e
que a solucao de medicao é preparada
corretamente para o padrao.

Em caso de absorcao de reagente instavel
e métodos de ponto final: Na medicao de
uma longa série de amostras nao meca o
valor em branco do reagente apenas antes
do inicio, mas também durante a série de
amostras. Em caso de desvio acentuado do
valor em branco do reagente, o reagente
nao é adequado para medigoes sem erros e
tem de ser substituido por um reagente
novo.

Posicione a cubeta no compartimento da
cubeta de forma que as janelas 6pticas
apontem para o sentido do feixe de luz.
Feixe de luz fotometria: de tras para a
frente

Feixe de luz fluorimetria: da direita para a
esquerda
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Pode sair das mensagens de erro no visor do equipamento com tecla de funcoes [OK].

Os erros de sistema exigem uma avaliacao pelo servico técnico. Esses erros sao apresentados em inglés
(System error ...). Nestes casos contate o servi¢o técnico. Outras mensagens de erro, nas quais vocé
préprio pode tomar medidas, estao explicadas na tabela seguinte.

Sintoma/
mensagem

Causa

Ajuda

Autoteste falhou.

+ A cobertura do compartimento da
cubeta estava aberta durante o
autoteste.

« O compartimento da cubeta nao
estava vazio durante o autoteste.

» Repita o autoteste com o
compartimento da cubeta vazio e a
cobertura do compartimento da
cubeta fechada.

» Equipamento defeituoso.

» Entre em contato com a assisténcia
Eppendorf.

Nao foi possivel
exportar o arquivo.

Na exportacao de dados:

Pendrive USB formatada
incorretamente ou defeituosa.
Pendrive USB removida demasiado
cedo (durante a exportagao) do
equipamento.

» Reformatar ou substituir o pendrive
USB.

» Conectar novamente o pendrive USB
e repetir a exportagao.

Nao foi possivel

inciar a impressora.

* Impressora nao conectada ou
desligada.

 Impressora configurada
incorretamente.

» Conectar e ligar a impressora.

» Configurar novamente a impressora.
As configuragdes da impressora para a
configuracao correta encontram-se na
descricao da instalacao (aqui Conectando
a impressora a porta USB na pdg. 20).

Medicao de
amostras em
branco: Uma
intensidade em um
pixel que influencia
o0 comprimento de
onda principal,
secundario ou de
varredura é
demasiado baixa.

« A solucao de valor em branco para a
medicao de amostras em branco tem
uma absorcao demasiado alta.

 Solucao de valor em branco incorreta

ou turva.

Nas varreduras: Faixa de

comprimento demasiado grande,

porque a amostra é fortemente
absorvida em uma parte da faixa do
comprimento de onda.

» Verificar a solucao de valor em
branco e, se necessario, medir
novamente a amostra em branco.

» Nas varreduras: Adaptar a faixa do
comprimento de onda ao espectro da
amostra.

Medicao de
amostras em
branco: A emissao
no comprimento de
onda de medicao é
demasiado alta.

« A solucao de valor em branco
utilizada para a medicao de amostras
em branco tem uma fluorescéncia
demasiado alta.

 Solucao de valor em branco incorreta
ou turva.

» Verificar a solucao de valor em
branco e medir novamente a amostra
em branco.
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Sintoma/
mensagem

Causa

Ajuda

O nome introduzido

nao é valido.

» Erro na introducao de nomes. Sao
possiveis varias causas. Sobre a causa
concreta consulte as informacodes na
caixa de ajuda.

» Consultar as informacoes na caixa de
ajuda.

Ja existe um
método (ou uma

pasta, Dye, Protein,

Nucleic acid, Unit)
com este nome.

« O nome, com o qual o método foi
armazenado, ja foi utilizado para um
outro método na mesma pasta.

« A mensagem também aparece, se
tiverem sido editados nomes ja
atribuidos a uma pasta ou (em
General Method Parameter) a um
acido nucleico (corante, proteina,
unidade de concentragao).

» Atribuir outros nomes.

Os seqguintes
valores de
parametros nao
estao definidos em
General Method

« Na abertura de um método, cujos
parametros acessam a General
Method Parameter, foi verificado que
pelo menos um parametro (corante,
acido nucleico, proteina, unidade) ja

» Selecionar outro parametro na lista
existente. Se necessario, programar
um novo registro de lista em General
Method Parameter, para o acessar na
programacao de um método.

Parameter: nao existe 14, tendo sido
provavelmente eliminado.
O valor do Esta mensagem de erro aparece na » Selecionar outro parametro na lista

parametro marcado

com * nao esta
definido nos Gen.
Meth. Param..
Corrigir o
parametro.

edicao de parametros de métodos.
+ O parametro em General Method
Parameter nao esta definido.

existente. Se necessario, programar
um novo registro de lista em General
Method Parameter, para o acessar na
programacao de um método.

Intervalo zoom
invalido.

No procedimento Zoom com introdugao

livre dos limites (tecla de funcoes [Freel):

* Os limites inferiores para a faixa
zoom foram ultrapassados.

» Introduzir os valores de forma que o
intervalo nao ultrapasse os limites de
faixa de 0,02 Ae 10 nm.

As concentracoes
de padroes
introduzidos nao
sao
monotonamente
ascendentes ou
descendentes.
Corrigir as
concentracoes de
padroes.

« Consultar o texto de erro.

» Introduzir as concentracoes de
padroes de forma que o primeiro
padrao obtenha a concentracao mais
reduzida e as restantes concentracoes
de padrdes formem uma sequéncia
ascendente.




Resolucao de problemas
Eppendorf BioSpectrometer® fluorescence
Portugués (PT)

Sintoma/
mensagem

Causa

Ajuda

Pelo menos duas
concentracoes de
padroes
introduzidas sao
iguais. Corrigir as
concentracoes de
padroes.

« Consultar o texto de erro.

» Introduzir as concentracoes de
padroes de forma que o primeiro
padrao obtenha a concentracao mais
reduzida e as restantes concentragoes
de padrdes formem uma sequéncia
ascendente.

Os valores medidos
sao estritamente
monotonos!

 Erro na medicao de uma série de
padroes: Os valores de absorgao
medidos da série de padrdes nao sao
continuamente ascendentes ou
descendentes.

» Repetir as medicdes de padrdes ou
eliminar um resultado de padrao
medido individual e incorreto.

Nao é possivel
definir a
identificacao.

» Erro na introducao das identificacoes
de amostras. Sao possiveis varias
causas. Sobre a causa concreta
consulte as informacoes na caixa de
ajuda.

» Consultar as informacgoes na caixa de
ajuda.

Nao é possivel
definir a diluicao.

* Erro na introducgao da diluicao. Sao
possiveis varias causas. Sobre a causa
concreta consulte as informagdes na
caixa de ajuda.

» Consultar as informacoes na caixa de
ajuda.

O calculo nao é
possivel, porque foi
dividido por zero.
Resultado da
absorcao ou
férmula do
parametro "b" é
zero.

Na avaliagao de um método do tipo
Division (grupo de métodos Dual
wavelength) teve de ser dividido por
um resultado de absorcao com o valor
"Zero". Isto nao é permitido
matematicamente.

» Verifique os reagentes e amostras
utilizados e repita a medigao.

» Nao introduza "Zero" como valor para
a férmula de parametro b.

Apenas é possivel
realizar mais uma
medicao nesta série
de medicao.

Foi atingido o
numero maximo de
medicoes em uma
série de medicao.

« O nimero de medicbes em uma série
de medicao esta limitado a 99.

» Iniciar uma nova série de medicao
apos um maximo de 99 medicdes.

89



90

Resolucao de problemas
Eppendorf BioSpectrometer® fluorescence

Portugués (PT)

Sintoma/
mensagem

Causa

Ajuda

Intervalo zoom
invalido!

Erro no passo de método process results
no modo Zoom.
Faixa de zoom admissivel para a escala
de comprimentos de onda:
* Intervalo de comprimento de onda
minimo 10 nm
* IntrodugOes para comprimentos de
onda apenas dentro da faixa
programada nos parametros do
método.

Faixa de zoom admissivel para a escala
de absorcao:
* Intervalo de absorcao minimo 0,02 A
 Limite superior e inferior do intervalo
de absorcao +3 Aou-3 A

» Observe os limites especificados no
procedimento zoom.
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9.3 Identificacao de resultados

Na caixa de ajuda no canto inferior direito do visor aparecem adverténcias e mensagens de erro para 0s
resultados. Em caso de adverténcias, o cabecalho da caixa de ajuda esta realcado a amarelo, em caso de
mensagens de erro a vermelho.

Adverténcias: Decida se o resultado é utilizavel tendo em consideracao a adverténcia indicada.

Mensagens de erro: Nao é apresentado nenhum resultado; o motivo é indicado na mensagem de erro.

Sintoma/ Causa Ajuda
mensagem
A curva de padroes | < Na avaliagao de uma curva de » Selecionar outro processo Curve Fit.
nao é monotona. padrdes com os processos Curve Fit
Selecionar outro "spline interpolation”, "quadratical
Curve Fit. regression” ou "cubical regression”

nao foi obtido nenhum resultado

utilizavel.
Alguns valores de « Em pelo menos um comprimento de | » Se os valores de absor¢ao dos
absorcao em onda secundario, a absorcao esta comprimentos de onda secundarios
comprimentos de acima da faixa de medicao. forem relevantes: diluir as amostras
onda secundarios * Os comprimentos de onda ou eliminar a turvacao através de
sao demasiado secundarios nao sao utilizados para o centrifugacgao e repetir a medicao.
altos e ndo sao calculo do resultado de concentracgao,
indicados. mas sao utilizados para outros fins.

Por ex. método dsDNA: absorcao a
280 nm para o calculo de Ratio 260/
280.

 Turvacoes na solucao de medicao

* Medicdes nos limites da faixa de
medicao fotométrica.

O resultado esta » Nos métodos com avaliacao através » Aceitar o resultado da medicao ou,se
fora da faixa das de curvas de padroes (processo de necessario, medir a amostra
concentracoes de avaliacao nao linear): O resultado da novamente, nas quais o resultado esta
padroes. amostra esta em até 5 % fora da faixa na faixa das concentracoes de

das concentracdes de padroes. padroes (diluir a amostra ou alterar as

concentracoes de padroes e medir
novamente).
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Sintoma/
mensagem

Causa

Ajuda

O coeficiente de
determinacao é
<0,8.

* Nos métodos com avaliacao de séries
de padroes através de processos de
regressao: O coeficiente de
determinacao para a avaliacao da
regressao apresenta um erro
consideravel dos pontos de medigao
das linhas de regressao.

» Turvacoes na solucao de medicao.

* Medicdes nos limites da faixa de
medicao fotométrica.

» Aceitar o resultado da avaliacao de
padroes ou medir os padroes
novamente.

» Verificar que a solucao de medicao
esta transparente.

O coeficiente de
determinagao para
a avaliacao da
regressao da série
de padroes é <0,8.

» Nos métodos com avaliacao de séries
de padroes através de processos de
regressao: Aparece uma adverténcia
apos a medicao de amostras, se a
avaliacao da regressao para a série de
padroes nao tiver sido linear, mas a
avaliacao de padrdes ter sido aceite
pelo usuario.

» Utilizar os resultados de padrdes sob
a reserva referida ou medir a série de
padrdes e amostras novamente.

Varredura: Algumas
absorcoes medidas
sao demasiado altas
e nao sao
indicadas.

« Em pelo menos um comprimento da
varredura, a absorcao esta acima da
faixa de medicao.

» Turvacoes na solucao de medicao.

« Medicdes nos limites da faixa de
medicao fotométrica.

» Se as areas da varredura nao
indicadas forem relevantes: diluir as
amostras ou eliminar a turvacao
através de centrifugacao e repetir a
medicao.

Absorcao no
comprimento de
onda de medicao
demasiado alta.
Emissao no
comprimento de
onda de medicao
demasiado alta.

» Turvacoes na solucao de medicao.

« Superficies Opticas da cubeta
contaminadas.

» Cubeta inserida no compartimento da
cubeta com orientacao incorreta.

» Fotometria: Absorcao demasiado alta
da solucao de medicao.
Fluorimetria: Emissao demasiado alta
da solucao de medicao.

» Medir novamente tendo em
consideracao as causas possiveis.

O resultado
calculado é
negativo.

* Solugao de medicao preparada
incorretamente.

Introduzido fator incorreto (sinal
incorreto).

» Medir novamente tendo em
consideracao as causas possiveis.

Pelo menos um dos
resultados é
negativo.

» Nos métodos com varios resultados
(por ex. Dye labels).

* Solugao de medicao preparada

incorretamente.

Introduzido fator incorreto (sinal

incorreto).

» Medir novamente tendo em
consideracao as causas possiveis.
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Sintoma/
mensagem

Causa

Ajuda

Resultado tem mais
de 6 posicdes antes
do separador
decimal.

» Concentracao de amostra muito alta.

» A unidade de concentracao nao
corresponde a faixa esperada da
concentracao da amostra.

Diluir a amostra e medir novamente.
» Alterar a unidade de concentracao
(parametro Unit) e medir novamente.

O resultado esta em
mais de 5 % fora
da faixa das
concentracoes de
padroes.

* Nos métodos com avaliacao através
de curvas de padroes (processo de
avaliacao nao linear):

O resultado da amostra esta em mais
de 5 % fora da faixa das
concentracoes de padroes.

» Se necessario, medir a amostra
novamente, nas quais o resultado esta
na faixa das concentracoes de
padrdes (diluir a amostra, alterar as
concentracoes de padroes e medir
novamente).

» O célculo nao é
possivel, porque
foi dividido por
zero. Resultado
da absorcao é
zero.

« Erro no calculo.
Divisao por
zero.

Na avaliacao foi necessario dividir por
um resultado de absorgao com o valor
"Zero". Isto nao é permitido
matematicamente.

Exemplos: Calculo de um fator na
calibragao de um ponto; céalculo de
uma relacao 260/280 em medicdes de
acidos nucleicos.

» Verificar os reagentes e amostras
utilizados e repetir a medicao.

O calculo nao é
possivel, porque foi
dividido por zero.
Resultado da
absorcao ou
férmula do
parametro b é zero.

Na avaliagao de um método do tipo
Division (grupo de métodos Dual
wavelength) teve de ser dividido por
um resultado de absorcao com o valor
"Zero". Isto ndo é permitido
matematicamente.

» Verifique os reagentes e amostras
utilizados e repita a medigao.

» Nao introduza "Zero" como valor para
a férmula de parametro b.
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10 Transporte, armazenamento e eliminacao
10.1  Transporte

» Utilize a embalagem original para o transporte.

Temperatura do ar

Umidade relativa

Pressao atmosférica

Transporte geral

-25°C-60°C

10 % — 95 %

30 kPa — 106 kPa

Transporte aéreo

-40°C-55°C

10 % - 95 %

30 kPa — 106 kPa

10.2

Armazenamento

Temperatura do ar

Umidade relativa

Pressao atmosférica

na embalagem de -25°C-55°C 25% -75% 70 kPa — 106 kPa
transporte
sem embalagem de -5°C-45°C 25% -75% 70 kPa — 106 kPa

transporte
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10.3  Eliminacao

No caso de eliminacao do produto devem ser observados os regulamentos legais aplicaveis.

Informacao sobre eliminacao de equipamentos elétricos e eletronicos na Comunidade Europeia:
Dentro da Comunidade Europeia, a eliminacao de equipamentos elétricos esta requlamentado por
regulamentos nacionais baseados na Diretriz UE 2012/19/UE relativa a residuos de equipamento elétrico e
eletronico (WEEE).

De acordo com estes regulamentos, quaisquer equipamentos fornecidos apds 13 de agosto de 2005, na
area do business-to-business, a qual este produto pertence, nao podem continuar sendo descartados

juntamente com residuos municipais ou domésticos. Para documentar este fato, foram marcados com a
seguinte identificacao:

Como os regulamentos sobre eliminagao podem variar de pais para pais dentro da UE, entre em contato
com seu fornecedor se necessario.
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11.1  Alimentacao de tensao

Fonte de alimentacao

100 V a 240 V +10 %, 50 Hz a 60 Hz

Categoria de sobretensao

Grau de contaminacgao

2

Consumo de energia

Poténcia maxima presente de acordo com a chapa de caracteristicas:
25w

Aprox. 15 W no procedimento operacional

Aprox. 5 W com intensidade luminosa reduzida do visor

Corte de energia admissivel

Aprox. 10 ms a 90 V
Aprox. 20 ms a 230 V

Classe de protecao

Fusiveis

T2,5A/250 V, 5 mm x 20 mm (2 unidades)

11.2 Condicoes ambientais

Funcionamento

Temperatura ambiente: 15 °C a 35 °C
Umidade rel. do ar: 25 % a 70 %
Pressao atmosférica: 86 kPa a 106 kPa

Pressao atmosférica

Utilizacao até uma altitude de 2000 m acima do nivel do mar

Proteger contra luz solar direta.

11.3 Peso/dimensoes

Peso

5,4 kg

Dimensoes

Largura: 295 mm
Profundidade: 400 mm
Altura: 150 mm

Espacgo necessario

Largura: 500 mm (com impressora térmica: 750 mm)
Profundidade: 500 mm
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11.4

Caracteristicas fotométricas

Principio de medicao

Espectrofotometro monofeixe de absorcao com feixe de referéncia

Fonte de luz

Lampada de flash xénon

Decomposicao espectral

Reticula holografica com correcao de aberragao

Receptor de radiacao

Matriz de fotodiodos CMOS

Comprimentos de onda

200 nm a 830 nm

Selegao de comprimento de onda

Dependendo do método, selecao livre

Largura de banda espectral <4 nm
Incremento minimo 1 nm
Erro sistematico da medicao do +1 nm
comprimento de onda

Erro aleatdrio da medicao do <0,5nm

comprimento de onda

Faixa de medicao fotométrica

0Aa3,0Acom260nm

Precisao de varredura AA =0,001
Erro aleatério da medicao do <0,002aA=0
fotdmetro < 0,005 (0,5 %)aA=1
Erro sistematico da medicao do +1 % aA=1
fotdmetro

< 0,05 %

Porcentagem de ofuscamento de
véu

11.5  Fluorimetro

Principio de medicao

Fluorimetro de filtro confocal com feixe de referéncia

Fonte de luz

LED

Desmancha espetral

Atribuicao de filtro de dicroicos e filtro longa passagem

Recetor de feixe Fotodiodo

Comprimento de onda de 470 nm

excitagao Largura de banda: 25 nm
Comprimento de onda de 520 nm

emissao | Largura de banda: 15 nm
Comprimento de onda de 560 nm

emissao Il

Largura de banda: 40 nm

Area de medicio

0,5 nM a 1 000 nM fluorescéncia (comprimento onda de emissao

520 nm)

Desvio de medicao aleatorio do
fluorimetro

+2 % a 1 nM fluorescéncia (comprimento onda de emissao 520 nm)
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11.6  Outros parametros técnicos

Material das cubetas

Para medicoes na faixa UV:

Vidro de quartzo ou plastico transparente a UV (UVette da Eppendorf,
220 nm a 1600 nm)

Para medicoes na faixa visivel:

Vidro ou plastico

Compartimento da cubeta

12,5 mm x 12,5 mm, nao temperado

Altura geral das cubetas

Min. 36 mm

Altura do feixe de luz na cubeta

8,5 mm

Teclado

22 teclas de membrana
6 teclas de membrana como teclas de fungdes

Saida de resultados

Extingao, transmissao, concentragao, rastreio (espectro de
comprimentos de onda de extin¢ao)

Dependendo do método existem mais dados adicionais (relacao, FOI,
absorcoes de fundo)

Fluorimetria: RFU, concentracao

Visor

Visor TFT VGA 5,7"

Idiomas para orientacao do
usuario

Inglés, Francés, Espanhol, Italiano, Alemao, Japonés

Interfaces

USB Master: Para dispositivo USB e impressora térmica DPU-S445
USB Slave: Para conexao ao PC

Interface em série RS 232: Para impressora térmica DPU-414
Interface Ethernet RJ45: Para conexdo a uma rede

Os equipamentos conectados tém de atender aos requisitos de
seguranc¢a conforme a norma CEI 60950-1.
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11.7  Parametros de aplicativo

Métodos

Métodos pré-programados e programaveis livremente para todos os
processos de medicao e avaliacao:
« Medicoes de absor¢ao com um ou mais comprimentos de onda,
varreduras
» Medicao de transmissao em um comprimento de onda
- Medicoes de fluorescéncia a 520 nm ou 560 nm
« Acidos nucleicos e proteinas, 0D600, métodos Dye (medicao
paralela de biomolécula e marcacao de corantes)
« Métodos com avaliacao através de fator, padrao e série de padroes
Processo de dois comprimentos de onda com avaliagao de
subtracao e divisao

Avaliacao dependente do método

Absorc¢ao, concentracao através de fator e padrao.
RFU, concentracao através de padrao
Concentracao através de série de padroes:
» Regressao linear
» Regressao nao linear (polindmio de 2.° e 3.° grau)
« Avaliacao Spline
« Interpolacao linear (avaliagdao ponto a ponto)

Calculos de absorcao através de subtracao e divisao

Dados adicionais para acidos nucleicos: Ratio 260/280 e 260/230;
concentracao molar, rendimento global

Dados adicionais para métodos Dye: FOI (Frequency of incorporation,
espessura de marcagao)

Rastreios: Zoom, avaliacao Peak

Memoria de métodos

> 100 programas de métodos

Memoria de valores medidos e
memoria de calibragoes

Meméria para > 1 000 resultados com todos os dados da avaliacao de
resultados e padrdes, nUmero de amostras, nome de amostra, data e
conjunto de parametros utilizado do programa de método

(O niimero de resultados armazenados depende do niumero de
métodos armazenados.)
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12 Processos de avaliacao

Este capitulo descreve os processos de avaliagao disponiveis nos programas de métodos, assim como o
calculo de uma diluicao através do software do equipamento.

0 Na comparacao de resultados de medigcao com resultados de outros fotdmetros/
espectrofotdbmetros tenha em consideracao que os valores podem depender da largura de
banda do equipamento. Nos casos seguintes as diferencas podem ser consideraveis:

« O espectro de absorcao apresenta um pequeno pico no comprimento de onda de medicgao.
» A medicao foi realizada no flanco de um pico e ndo no maximo.

Controle a correcao do método através da medicao de padroes.

Na fluorimetria os valores RFU ndo sdao comparaveis de equipamento para equipamento, mas
tém de ser relacionados sempre com padrdes de uma fluorescéncia ou concentracao
conhecida.

12.1  Valores de absorcao

Os valores de absorcao sao apresentados como Ay (XXX representa o comprimento de onda). Estas
indicacoes correspondem sempre aos valores medidos diretamente, isto € sem corregdes, que sao
utilizados na avaliagao seguinte, por ex. correcoes de espessuras de camadas dpticas da cubeta ou
corregdes de fundo.

12.1.1 Blank

Todos os valores de absorcao se referem sempre ao Ultimo Blank medido (valor em branco). Por esse
motivo a medicao Blank é obrigatdria no inicio de cada série de medicao e também é possivel a qualquer
momento durante uma série de medicao. Idealmente a medicao Blank deve conseguir compensar todas as
possibilidades de influéncias sobre o valor de absorcao da solucao de medicao. Por esse motivo o Blank
deve ser medido com o tampao utilizado para a medi¢cao das amostras, assim como na mesma cubeta do
valor de amostras — excepto, as cubetas utilizadas para a medicao Blank e a medicao de amostras sao
equivalentes a nivel éptico, tém portanto o mesmo valor de absor¢cao no comprimento de onda.

12.1.2 Correcao de fundo

Aplicacgao principal: correcao parcial de erros da absorcao nas medigoes de acidos nucleicos devido a
turvacao na solucao de medicao. Por exemplo, a absorcao a 320 nm, que em acidos nucleicos puros deve
rondar 0 A, é subtraida da absorcao a 260 nm, o comprimento de onda para acidos nucleicos.

AXXX,corergr = AXXX - ABkgr

Axxx, corrBkgr = Absorcao corrigida aritmeticamente no comprimento de onda XXX nm.
Axxx = Absorcao medida no comprimento de onda XXX nm.

Apgkgr = Absorcao medida no comprimento de onda de fundo.
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12.1.3 Correcao de cubetas

Todos os valores de absor¢ao, que sao utilizados nos calculos de resultados, estao padronizados para a
espessura de camada de cubeta de 10 mm. Se for utilizada uma cubeta com uma outra espessura de
camada, essa espessura de camada precisa ser definida no parametro Cuvette. Neste caso as absorcoes
medidas sao corrigidas antes da conversao em resultados de amostras para resultados de medicao com
uma cubeta com uma espessura de camada de 10 mm.

Esta correcao é aplicada em:
« Métodos com avaliacao através de fator.
» Métodos do grupo Absorbance, nos quais apenas sao emitidos valores de absorcao.
A correcao nao é aplicada em:
» Métodos com avaliagao através de padroes, porque se pressupde, que os padroes e amostras sao
medidos em cubetas de camada de espessura igual.

« Calculos com divisao: Método Division (Grupo de método Dual wavelength), assim como célculo de
relagdes como Aygo/Asg0 (em medicdes de acidos nucleicos).

10
Xi

Axxx ,corrCuv — Axxx cuv

Axxx. corrcuy = absorgdo corrigida aritmeticamente no comprimento de onda XXX nm.
Axxx = Absorcao medida no comprimento de onda XXX nm.

Cuv = Espessura da camada das cubetas.

12.2 Transmissao

No grupo de métodos Absorbance, para além da extincao pura, pode ainda ser calculada a Transmissao
percentual (T%).

T [%] = 10"x 100

A = Extincao

T =Transmissao
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12.3  Avaliacao com fator ou padrao

C=AxF

C = Concentracao calculada.

A = Absorgao.

F = Fator.

O fator esta programado na lista de parametros e pode ser alterado. Ele se refere sempre a espessura da
camada da cubeta de 10 mm. Se alterar o parametro Cuvette, o equipamento tem essa alteracao em

consideracao no calculo do resultado. Portanto, nao precisa de alterar o fator para a avaliacao.

Se alterar a unidade de concentracgao, precisa de ter em consideracao, que o fator esta adaptado a unidade
selecionada.

O fator é introduzido diretamente como fator no processo de avaliagao “Factor" ou calculado no processo
de avaliacao "Standard" (avaliagao com uma concentracao de padrao):

Cs
Ay

F=

F = Fator calculado.

Cs = Concentragao do padrao (introduzido como parametro).
As = Absorcao medida do padrao.

Se foi programada a medicao repetida para o padrao (2 ou 3 réplicas), a partir das absorcdes medidas é
formada a média das réplicas e utilizada como Ag.
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12.4  Avaliacao com curva/linha de padroes

Se a avaliacao é realizada com mais de um padrao € possivel selecionar os seguintes processos de
avaliacao para a curva/linha de padrdes com [Curve fit]l no passo de método measure standards/new:

Processos de avaliacao Descricao Ndmero minimo necessario em
pontos de padrao

linear interpolation Uniao linear ponto a ponto no No minimo 2 padrdes.
grafico de concentracao da
absorcao das avaliagao de
padroes.

Linear regression Regressao polinomial para No minimo 3 padrdes.
polindmios de primeiro grau.

quadratical regression Regressao polinomial para No minimo 4 padroes.
polindmios de segundo grau.

cubical regression Regressao polinomial para No minimo 5 padrdes.
polindmios de terceiro grau.

spline interpolation Interpolacao através de splines No minimo 3 padrdes.
cubicos naturais.

Além disso é possivel selecionar que a linha de regressao (curva de regressao) atravesse o ponto zero para
processos de regressao.

0 Para linhas de calibracao utilize o processo "linear regression”.

» Em procedimentos em forma de curva, teste qual o processo de avaliacao (regressao
quadratica, regressao cubica, interpolacao spline) que produz a fungdao mais adequada
para a avaliacao de padroes. A interpolagao spline liga os pontos de medicao através de
polindmios cubicos, enquanto os processos de regressao colocam uma funcao quadratica
ou cUbica entre os pontos de medicao de forma que para os pontos de medicao resultem
erros minimos da funcao.

Nos processos de regressao, além da equacao de regressao calculada é também indicado o
coeficiente de determinacao (coefficient of determination) como coeficiente para a
dispersao dos pontos de medicao a volta da funcao calculada. Com um valor de < 0,8 para
o coeficiente de determinacao é indicada uma adverténcia no resultado.

Quando o primeiro padrao tiver a concentragao de "0", selecione a configuracao de forma
que a linha de regressao (curva de regressao) atravesse o ponto zero.

Se nenhum dos procedimentos em forma de curva recomendados produzir resultados
satisfatdrios, selecione o processo "linear interpolation”.
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12.5 Diluicao

As dilui¢oes introduzidas no passo de método measure samples sao tidas em consideracao no célculo do
resultado:

s
=Cx V;’ + pun‘
Dil korr = % le

C

Cpii corr = Resultado convertido com fator de diluigdo
Vp = Volume da amostra na solucao de medicao

Vpj; = Volume do diluente na solucao de medicao

12.6 Processos de avaliacao especiais para acidos nucleicos e UV proteina
Esta secao se refere a avaliacao de acidos nucleicos ou proteinas nos grupos de métodos Nucleic acids e

Proteins direct UV, assim como os componentes de biomoléculas correspondentes no grupo de métodos
Dye labels.

12.6.1 Correcao A, e correcao Ajgg

Utilizacao: Correcao da influéncia da extingcao de corantes no acido nucleico ou extingcao de proteinas a 260
e 280 nm nos métodos do grupo Dye labels.

A aplicacao do processo de avaliacao pode ser ativada nos parametros Correct A260 ou Correct A280.

Axxx,corr = Apx —CFx Ay

Axxx corr = Absorcao corrigida aritmeticamente no comprimento de onda 260 nm ou 280 nm

Axxx = Absor¢ao medida no comprimento de onda 260 nm ou 280 nm

CF = Fator de correcao para o comprimento de onda 260 nm e 280 nm (ambos os fatores de correcao para
260 nm e para 280 nm sao especificos para um corante e sao programados em General Method

Parameter: Dyes na area Functions).

Ayyy = Absorcao medida no comprimento de onda do corante.

0 Os valores de absorcao apresentados nas indicagdes de resultados sao os valores de absorcao
medidos diretamente e nao corrigidos.
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12.6.2 Relacao A260/A280 e relacao A260/A230

Utilizacao: Informacao sobre a pureza do acido nucleico medido. Nos parametros dos métodos esta ativada
a avaliacado dos racios A260/A280 e A260/A230.

"Relacao” se refere ao coeficiente das absor¢cdes medidas nos comprimentos de onda referidos.
Valores de literatura para os valores de relacao em acidos nucleicos puros:
A260/A280
+ DNA: 1,82 1,9
* RNA:1,9a2,0
(Current Protocols in Molecular Biology, 1994)
A260/A230
Relativamente a relacao A260/A230 encontra varios dados sobre acidos nucleicos na literatura:
« DNA:2,3a25
(The Nucleic Acids, 1955)
- DNA: 1,9
(Current Protocols in Molecular Biology, 1994)

Os valores dependem em grande medida do valor de pH. Por esse motivo, os acidos nucleicos nao devem
ser medidos em agua, mas em um tampao com valor de pH de 7 a 7,2 (por ex. tampao TE).

12.6.3 Conversao em concentracoes molares e quantidades de acidos nucleicos

Apenas é possivel aplicar a conversao a acidos nucleicos e métodos Dye com acidos nucleicos como
componentes de biomoléculas. Realiza-se no passo de método process results/More calculations.

12.6.3.1 Calculo da quantidade

Utilizacao: Calculo da quantidade (massa) de acidos nucleicos no volume de amostras total.

M=CxV

P gesamt
M = Quantidade total calculada (massa) do 4cido nucleico no tubo de reacao. Unidade: ug.
C = Concentragao do acido nucleico calculado a partir da medicao. Unidade: pg/mL ou ng/uL.

Vp totqr = Volume total da amostra no tubo de reacdo. Introduza este valor em More calculations.
Unidade: pL.
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12.6.3.2 Calculo da concentracao molar
Utilizacao: Calculo da concentracao molar do acido nucleico da concentracdo em massa e massa molar

relativa. A massa molar ¢ introduzida diretamente ou calculada pelo equipamento com base no nimero
introduzido de bases ou pares de bases por molécula de acido nucleico.

Cx10°

Cyoy =———
Mol MM

Cuo = Concentragao molar calculada do acido nucleico. Unidade: pmol/mL.
C = Concentracao massica do acido nucleico calculada a partir da medicao. Unidade: pg/mL ou ng/uL.
MM = Massa molar relativa. Unidade: kDa

Se em More calculations foi introduzido o nUmero de bases ou pares de bases por molécula de acido
nucleico em vez da massa molar relativa, MM ¢ calculado a partir do nimero de bases ou pares de bases:

Para dsDNA:

MM =bpx2x330x107°

Para ssDNA, RNA, Oligo:

MM =bx330x107°
MM = massa molar relativa calculada; unidade: kDa
bp = Numero introduzido de pares de bases por molécula

b = Numero introduzido de bases por molécula

o » Para dsDNA é pressuposto um acido nucleico bicatenario para o calculo da concentracao
molar. Para os métodos ssDNA, RNA e Oligo é pressuposto um acido nucleico
monocatenario.
« Para métodos que foram reprogramados no grupo principal Routine, grupo de métodos
Nucleic acids através de <New Method>, sdo pressupostos sempre acidos nucleicos
bicatenarios para o calculo da concentracao molar.
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12.6.4 Calculo do fator para proteina em "General Method Parameter”

Esta secao aplica-se apenas ao calculo de componentes de proteinas nos grupos de métodos Dye labels e
Proteins direct UV. Nestes grupos de métodos é selecionado o componente de proteina nos parametros
(aqui Pardmetros de métodos na pdg. 39). Ao componente de proteina esta atribuido um fator, que é
introduzido para cada proteina na funcao General Method Parameter/Proteins. Em alternativa a
introducdo do fator € possivel introduzir Ay 14, ou o coeficiente de absor¢do mais a massa molar da

proteina. Nesse caso o fator é calculado da seguinte forma:

1
A1

Fo

F = Fator para a proteina; unidade: g/L.

Ap, 195 = Absorcao da proteina a uma concentracao de 0,1 % (1 g/L).

Na introducdo do coeficiente de absor¢cdo molar e da massa molar relativa da proteina, Ay 74, pode ser
calculado a partir dai:

__¢%p
A 195 MM,

ep = coeficiente de extincao molar da proteina; unidade: cm-TM-1.

MM p = massa molar relativa da proteina; unidade: Da (introducdao em General Method Parameter em kDa).

12.7 Processos de avaliacao especiais para os métodos Dye
12.7.1 Calculo do fator do corante a partir do coeficiente de absorcao

Nos métodos Dye a concentracao do corante é calculada com um fator a partir da absorcao medida (aqui
Avaliagdo com fator ou padrdo na pdg. 103). O fator é introduzido na funcao General Method Parameter/
Dyes para cada corante. Além da introducao do fator é possivel introduzir o coeficiente de absorcao. Nesse
caso o fator é calculado da seguinte forma:

6
Fo_ 100

Dye
gDye

F = Fator para o corante; unidade: pmol/uL.

¢ = Coeficiente de absorcao para o corante; unidade: cm-"Mol-1L.
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12.7.2 Calculo da FOI

Nos métodos Dye como valor para a relagao entre moléculas cromoforas e a quantidade de nucleétidos no
acido nucleico ¢ calculada e indicada a taxa de utilizacao (FOI = Frequency of Incorporation). O calculo
pode ser selecionado para duas unidades de resultado diferentes:

Unidade MOLECULAS dye/kb

6
FOl = Ay XlO xMM,,

Epye Axx % Fya

Unidade pmol/pg DNA (ou RNA)

9
FOI = a X 10

Epye Axxx % Fya

Ayyy = Absorcao do corante.

Axxx = Absorcao do acido nucleico.

MM ,; = Massa molar média dos nucleétidos: 330 g/mol.
Fna = Fator para o calculo do acido nucleico

€pye = Coeficiente de absorgao para o corante; unidade: cm-TM-1

12.7.3 Conversao em quantidades de corante

O célculo da quantidade (massa) de corante no volume total da amostra realiza-se no passo de método
process results/More calculations.

M =CxV

P total

M = Quantidade total calculada (massa) do corante no tubo de ensaio. Unidade: pmol.
C = Concentracao do acido nucleico calculado a partir do corante. Unidade: pmol/uL.

Vp totar = Volume total da amostra no tubo de ensaio; € introduzido pelo usuario em More calculations.
Unidade: pL.
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12.8 Dual wavelength

Para métodos do grupo Dual Wavelength é possivel calcular absor¢oes, que foram medidas em dois
comprimentos de onda, antes de a absorc¢ao calculada ser incluida na avaliagao com fator ou com padrao.

Para a determinagao da absorcao calculada é possivel definir uma avaliagao através de divisao ou subtracao
nos parametros:

xC+d

Acalc = a: Al

b

sc =[(@x A)=(bx A, e+

A;, A, = absorcao medida.

a, b, ¢, d =fatores que sao introduzidos nos parametros. Também é possivel introduzir nimeros negativos.
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12.9  Fluorimetria
12.9.1 Valores RFU

Relative Fluorescence Unit: Valores RFU sao a medida para a fluorescéncia medida.Ao contrario dos
valores de extincao, na fotometria os valores RFU nao podem ser comparados de dispositivo para
dispositivo, mas devem ser sempre relativos aos padrdes de fluorescéncia ou concentragao conhecidos.

12.9.2 Blank
Todos os valores RFU se referem sempre ao ultimo Blank (valor vazio) medido.

Desse modo, uma medigdo Blank é obrigatdria no inicio de cada sequéncia de medicao e também é
possivel durante a sequéncia de medicao. A medicao Blank devera conseguir compensar todas as
possibilidades de influéncia do valor RFU da solucao de medicao. Desse modo, o Blank devera ser medido
com o tampao também utilizado para a medicao da amostra bem como na mesma tina como o valor da
amostra - a nao ser que as tinas utilizadas para a medigao Blank e da amostra estao comparadas
oticamente, tém portanto o0 mesmo valor RFU na medi¢ao do comprimento de onda.

12.9.3 A analise com curva padrao, diluicao

A andlise com curva padrao ¢ analoga a analise dos métodos fotométricos (aqui Avaliagdo com fator ou
padrdo na pdg. 103).

Se analizar com mais que um padrao, podem ser selecionados através do [Curve fit]l na etapa de métodos
measure standards/new varios processos de analise para a curva padrao (aqui Avaliacdo com curva/linha

de padrées na pdg. 104).

O célculo do resultado da diluicao é feita como em métodos fotométricos (aqui Diluigdo na pdg. 105).
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N.° de encomenda
(Internacional)

N.° de encomenda
(América do

Descricao

Norte)
Eppendorf BioSpectrometer basic
6135 000.009 - 230 V/50 - 60 Hz, mains/power plug Europe, more types of
mains/power connection available
6135 000.017 6135000017 120 V/50 — 60 Hz, mains/power plug North America
Eppendorf BioSpectrometer fluorescence
6137 000.006 - 230 V/50-60 Hz, 230 V/50 - 60 Hz, mains/power plug Europe,
more types of mains/power connection available
6137 000.014 6137000014 120 V/50-60 Hz, mains/power plug North America
BioSpectrometer fluorescence reference filter set
6137 928.009 6137928009 Filter set for checking photometric precision and wavelength
accuracy (according to NIST) and for checking fluorimetric
accuracy (random error) and linearity.
Thermal Printer DPU-S445
including power supply and printer cable
6135 011.000 230V, EU
6135 010.004 6135010004 115 V/110V, USA, JP
6135 012.007 230V, UK
Thermo paper
0013 021.566 952010409 5 rolls
Eppendorf UVette 220 nm — 1 600 nm
Original Eppendorf plastic cuvette, PCR clean, Protein-free
0030 106.300 952010051 50 - 2 000 pL, 80 pieces, individually packaged
Eppendorf UVette routine pack 220 nm -1 600 nm
Eppendorf Quality
0030 106.318 952010069 50 -2 000 pL, 200 pieces, reclosable box
Eppendorf macro Vis Cuvettes
0030 079.345 0030079345 10 x 100 pieces
Eppendorf semi-micro Vis Cuvettes
0030 079.353 0030079353 10 x 100 pieces
Eppendorf Cuvette Rack
36 locations, for glass and plastic cuvettes, numbered locations
0030 119.851 0030119851 2 pieces, polypropylene, autoclavable
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