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1. OBJETIVO

Padronizar o preparo de solugdes a fim de garantir a uniformidade na execugdo, o
que contribui para a seguranga e o bom andamento de todo o trabalho.

2. RESPONSAVEL

Biomédicos, Bidlogos, Técnicos de Laboratério e Pesquisador responsavel.

3. MATERIAIS NECESSARIOS

° Etiquetas para identificacdo dos frascos;
° Frasco de vidro de 1L com tampa;
. Frasco de vidro de 200 mL com tampa;
. Agitador magnético;
° Pipeta;
° Pipetador automatico;
° Provetas;
. Becker;
° Erlenmeyer;
° pHmetro;
° Vortex;
) Banho-maria;
. Balanga semi-analitica;
) Autoclave;
° Capela de exaustao.
Reagentes:
° Agua destilada ou ultra pura;
° Tris;
° EDTA;
. Acido Bérico;
. Acido Acético;

) Azul de Bromofenol;
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° Sacarose;
. Acetato de Sdodio;
° Cloreto de Sdédio (NaCl);
. Cloreto de Magnésio (MgCly);
° Sédio Dodecil Sulfato (SDS);
. Acido Cloridrico (HCI);
° Hidroxido de Sédio (NaOH).
4. DESCRICAO DO PROCEDIMENTO
4.1. Calculos pré-peraro:
41.1 Definir o volume de solucdo desejada e verificar o peso molecular dos
reagentes;
4.1.2 Calcular o quantidade necessaria de cada reagente para se obter a

concentracdo desejada, pode-se usar a regra de 3 simples:

4.2. Preparo das solugdes

Obs.: Aconselha-se a pesar o soluto, acrescentar o volume do solvente até aproximadamente
70% do volume desejado e, ap0os a dissolugado total, ajustar para o volume final calculado.

TBE 10X (solugdo estoque) — 1000mL
Pesar os reagentes, adicionar o solvente e

levar ao agitador magnético até

TRIS e 1 . ~
S 08¢ dissolucdo total;
Acido Bérico 55g Completar para o volume final;
Identificar o frasco, autoclavar e
EDTA 0,5M PH 8. rvvvoeeeeeeeeee 40m! armazenar em temperatura ambiente.
[ PLO o -3 o J S UUURR 1000ml

Para se obter o TBE 1X deve-se diluir o
TBE 10X na proporg¢ao de 1 TBE 10X: 9 de
agua destilada.
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TRIS HCI 2M pH 8 (solugao estoque) — 1000mL

TriS i, 242,288

(o PYO N o TR o F U 1000ml

EDTA 0,5M pH 8 (solucdo estoque) — 250mL

TE (Tris/EDTA) 1X — 1000mL

TRISHCI 2M o S5ml
EDTAO,SM PH 8. ...eevvrvveeeeeeeeeennns 2ml

(2 P10 o T3 o J SRR 1000ml
AZUL DE BROMOFENOL 0,5%

Azul de bromofenol......cccoeevveevnnnnnes 100mg
Y (o] {0 1 TR 16g

[ DY O o TR o TR 20ml

SDS (SODIO DODECIL SULFATO) 20%

H20 ultrapura. ..ceeeecvveeeeiiieeees 100ml

Pesar o reagente, adicionar o solvente e
levar ao agitador magnético até
dissolugdo total;

Completar para o volume final e corrigir o
pH com HCI absoluto;

Identificar o frasco, autoclavar e
armazenar em temperatura ambiente.

Pesar o reagente, adicionar o solvente e
levar ao agitador magnético até
dissolucao total;

Completar para o volume final e corrigir o
pH com NaOH;

Identificar o frasco, autoclavar e
armazenar em temperatura ambiente.

Pesar os reagentes, adicionar o solvente e
levar ao agitador magnético até
dissolucao total;

Completar para o volume final;

Identificar o frasco, autoclavar e
armazenar em temperatura ambiente.

Pesar os reagentes, adicionar o solvente e
levar ao agitador magnético até dissolucao
total;

Completar para o volume final;

Aliquotar em tubos de 2mL devidamente
identificados e armazenar na geladeira.

Pesar os reagentes, adicionar o solvente e
levar ao agitador magnético até dissolucao
total. Se necessdrio aquecer a 68°C para
auxiliar na dissolugdo;

Identificar o frasco e armazenar a
temperatura ambiente.

OBS.: Ndo precisa autoclavar.
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CLORETO DE SODIO (NaCl) 5M — 250mL

Cloreto de sodio. .....ccccvveeeciveeennns 73,1mg

(2 P10 o T3 o J USRI 200ml

CLORETO DE MAGNESIO (MgCl) 1M — 250mL

Pesar o reagente, adicionar o solvente e
levar ao agitador magnético até dissolucao
total;

Completar para o volume final;

Identificar o frasco, autoclavar e
armazenar em temperatura ambiente.

ACETATO DE SODIO (CH:COONa) 3M pH 5,5 — 250mL

Acetato de SAdio. .....cccccvvveeennnen. 61,52g

[ DY O o N o J TR 200ml

5. RECOMENDAGCOES

Pesar o reagente, adicionar o solvente e
levar ao agitador magnético até
dissolucao total;

Completar para o volume final e corrigir
o pH com 4cido acético 50%.

Identificar o frasco, autoclavar e
armazenar em temperatura ambiente.

5.1. Fazer o uso dos Equipamentos de Protecdo Individual (EPI) e Coletiva (EPC);

5.2. Desinfectar a banca de trabalho com alcool 70, antes e depois do procedimento;

5.3. Separar os materiais a serem utilizados;

5.4. Imprimir as etiquetas de identificacdo da solucao;

5.5. Ao final, desligar os equipamentos, guardar os reagentes nos locais apropriados e

lavar as vidrarias utilizadas.

6. ACOES EM CASO DE NAO CONFORMIDADE (EVENTO ADVERSO)

6.1. Em caso de incidente com derramamento de produtos quimicos, interrompa o
trabalho imediatamente, verifique se ndo houve algum tipo contato entre o produto quimico
e seu corpo, consultar a Ficha de Seguranca de Produtos Quimicos - FISPQ (no qual consta
as orientacGes em caso de acidente), fazer a limpeza do local com material absorvente e, por

fim, corrigir a causa do problema;

6.2. Em caso de acidente com respingos de produto quimicos na regido dos olhos ou
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qgualquer outra parte do corpo lavar a regido com dgua no lava-olhos ou chuveiro de
emergéncia por, pelo menos, 15 minutos, consultar a Ficha de Seguranga de Produtos

Quimicos - FISPQ (no qual consta as orientacdes em caso de acidente);

6.3. Comunicar ao responsavel pelo setor e seguir o fluxo de acidente de trabalho da

instituicao.

7. FLUXOGRAMA
NA - Ndo Aplicavel.

8. REFERENCIAS

MICHAEL R. GREEN, JOSEPH SAMBROOK. Molecular Cloning: a laboratory manual, 4t" edition. Cold

Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 2012.

9. APENDICE

Apéndice A — Modelo de etiqueta para frasco com a solugao.

Apéndice A — Modelo de etiqueta para frasco com a solucao

Solugdo: LMy Solucao:
Responsavel: .é-‘ Responsavel:
Data /| o > ' pata: /|
!I. 3 ..;
Obs: ; Ohs:
%a.u-'.l"‘\'

Fonte: LGMH/UACAP/HUPAA/UFAL/EBSERH-2023.

10. ANEXOS
NA - Ndo Aplicavel.
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