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POP: Espectrofotometro NanoDrop

Equipamento: Espectrofotdmetro NanoDrop
Modelo: 2000

Marca: Thermo Scientific

A. Objetivo

Padronizar o procedimento para quantificacdo/dosagem de acidos
nucléicos (DNA e/ou RNA) e proteinas, utilizando o NanoDrop 2000

Spectrophotometer.

B. Abrangéncia

Bidlogos, Biomédicos, Farmacéuticos e Técnicos de Laboratorio.

C. Definicéao

Este equipamento mede a concentracdo (quantidade) e pureza (qualidade)

de amostras de &cidos nucléicos (DNA, RNA, cDNA 260nm), proteinas
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purificadas (280nm) ou ensaios colorimétricos de proteinas (Bradford 595nm,
Pierce 660 660nm, etc).

D. Observagbes importantes

v' A faixa de leitura do NanoDrop 2000 Spectrophotometer vai da absorbancia
de 190nm até a de 840nm.

v" Checar se os cabos estao conectados (equipamento+computador)

v" Apos o uso é indispensavel limpar de maneira adequada o NanoDrop 2000.
O uso de detergentes e alcool ndo € recomendado. Caso seja necessario,
por exemplo, apos dosagem de proteinas, recomenda-se o uso de solugao
de HCI 0,5M ou para descontaminacdo solucdo de hipoclorito de sdédio
0,5%. Em seguida, sempre pipetar de 3,0-5,0 uL de 4gua destilada ou Milli-
Q e secar com lenco de papel.

E. Operacionalizagao

1) Abra o software na area de trabalho nomeado como “NanoDrop 2000”.

2) Escolha o tipo de amostra a ser lida: se acido nucléico, células em
suspenséo ou proteina.

3) O software perguntara se vocé quer que ele abra a ultima leitura feita,
selecione a opgao “NO”.

4) O software avisara que fara a rotina de verificacdo dos comprimentos de
onda e para isso o braco do equipamento deve estar abaixado.
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5) Clique em “OK” para dar inicio a verificacao.

6) Selecione que tipo de acido nucléico (botao “Type”, veja Figura 1), se DNA

(verde) ou RNA (rosa). Caso tenha optado por proteina, a op¢éao de leitura

deve ter sido escolhida no inicio.

7) Antes de comecar a dosar suas amostras, € necessario pipetar o seu

tampéo de amostra, ou seja, o0 branco.

8) Levante o pedestal do NanoDrop 2000 e, com uma pipeta de 0-2,0 uL

preferencialmente, pipete 1,0 uL, sem deixar formar bolhas (Figura 2),

abaixe o pedestal e clique na opgéo “Blank” (canto superior esquerdo, veja
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Figura 1. Layout do software do NanoDrop 2000 Spectrophotometer com suas

opcoOes de leitura.
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Figura 2. Pedestal levantado para a aplicacdo da amostra com uma pipeta de
0-2,0 uL, evitando a formacéo de bolhas. Caso a leitura se apresente negativa
ou estranha, provavelmente houve a formacdo de bolhas. Por isso, limpe e

repita a pipetagem.

9) Apds o branco ter sido pipetado, o NanoDrop 2000 esta pronto para iniciar
as dosagens das suas amostras.

10) Levante o pedestal, enxugue qualquer residuo com lenco de papel seco
(Figura 3) e aplique sua amostra no volume desejado (de 0,5-2,0 uL), sem
deixar formar bolhas.

11) Caso queira pipetar apenas 0,5 uL, selecione a opgao “Small sample
volume” (canto superior esquerdo, veja Figura 1), identifique sua amostra

no campo “Sample ID” (canto superior direito, veja Figura 1) e clique em

Elaborado por: Fatima Rodrigues de Sousa e Freitas Aprovado por:
Prof. Dr. Raul Cavalcante Maranhdo

Revisado por: Priscila Oliveira de Carvalho




ol | €D
i PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO - POP ClEmetn t s s e

Data: 01/07/2018 Ne: 016

Préxima revisdo: . . Versdo: 04
LABORATORIO DE METABOLISMO E LIPIDES

01/07/2019 Pagina 5

“‘Measure” (canto superior esquerdo, veja Figura 1), que so estara liberado

(ficara na cor verde) quando o “Blank” tiver sido feito.

12) No momento em que vocé pedir para o NanoDrop 2000 medir sua primeira
amostra, ele abrira a tela para vocé salvar seus resultados. Depois de
escolhido o nome para seu arquivo e local onde sera salvo, o NanoDrop
2000 apresentara o grafico e leitura da sua amostra.

13) Vocé também tem a opcao de escolher se quer que o NanoDrop 2000
apresente as curvas sobrepostas ou individualmente. Caso opte pelas
sobrepostas, selecione a opgao “Overlay spectra” (canto superior
esquerdo, veja Figura 1).

14) Depois de pipetada sua amostra, limpe com lengo de papel seco tanto a
base quanto o pedestal, regibes que entraram em contato com a amostra,
e o NanoDrop esta pronto para nova dosagem.

15) Por dltimo, quando vocé terminar de usar o NanoDrop 2000, limpar a base
e o0 pedestal que entraram em contato com as amostras dosadas, com um
lenco de papel umedecido com agua Milli-Q. Abaixar o pedestal.

16) Para exportar seus dados para uma planilha de Excel, clique em “Reports”
(canto inferior esquerdo) e abrira uma tela com todos os seus resultados
tabelados e gréaficos (Figura 4).

17) No canto superior esquerdo aparecerdo as opcdes tanto de imprimir

(“Print”) quanto a de exportar para o Excel (“Export”) (Figura 4).
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Figura 3. Limpeza do aparelho apés leitura. A- com um lenco de papel seco,
limpe a base do pedestal, onde a amostra & aplicada. B- limpe também, com

um lenco de papel, a regido do pedestal que entra em contato com a amostra.
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Figura 4. Tabela com os dados a serem exportados ou impresso.
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