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1 Uberblick

Kiivetten

3 4 5

1 Gerateanzeige
2 9 Methodentasten

5 Taste Dilution (Verdiinnung)

6 Taste Conversion (Umrechnung)
3 Taste Function (Geratefunktionen) 7 Messtasten

8

4 Taste Parameter (Programmiertaste) Kivettenschacht

Netzschalter, Netz- und Druckeranschluss befinden sich auf der Geraterickseite
(siehe Kapitel 4 "Installation”).

Das BioPhotometer von Eppendorf dient der schnellen, einfachen und komfortablen
Messung der wichtigsten Methoden im molekularbiologischen und biochemischen
Forschungslabor.

In den Kivettenschacht kénnen handelslbliche Rechteckkiivetten aus Glas oder
Kunststoff, die bei den jeweiligen Messwellenldngen optisch durchlassig sind, einge-
setzt werden. Mit der UVette® von Eppendorf kénnen Sie erstmals auch Nukleinséuren
in einer Kunststoffklivette messen.

Die Hohe des Messfensters (8,5 mm) ist bei der Auswahl der Kiivetten zu beachten.
Um korrekte und prazise Ergebnisse zu erhalten, ist es erforderlich, dass die Klvetten
sehr sauber sind und die Messfliissigkeit partikelfrei ist. Zum Schutz des Kiivetten-
schachtes vor Staub bei Nichtgebrauch wird ein Verschluss mitgeliefert.




1 Uberblick

Methoden

Methoden-
programm

Messung

Auswertung

Ergebnisausgabe

Zwolf Methoden sind ab Werk vorprogrammiert und werden auf Tastendruck aufge-
rufen:

Nukleinséduren
dsDNA doppelstrangige DNA
ssDNA einzelstrangige DNA
RNA RNA
Oligo Oligonukleotide
Proteine
Protein direkte photometrische Messung
Bradford Bradford-Methode
Bradford micro Bradford-Methode, niedriger Konzentrationsbereich
Lowry Lowry-Methode
Lowry micro Lowry-Methode, niedriger Konzentrationsbereich
BCA BCA-Methode
BCA micro BCA-Methode, niedriger Konzentrationsbereich
Bakteriendichte
OD 600 Tribungsmessung

Fiir jede Methode ist ein zugehériges Programm, in dem Parameter — wie Konzentra-
tionseinheiten und Art der Auswertung — festgelegt sind, ab Werk gespeichert. Die
Methodenprogramme kénnen jederzeit nach Aufruf der Taste |rwneer| gedndert werden.
Bevor Sie das erste Mal eine Methode benutzen, sollten Sie das entsprechende Metho-
denprogramm aufrufen und — wenn erforderlich — an lhre Erfordernisse anpassen. Fur
Methoden, die mit einer Standardreihe ausgewertet werden, sollten beispielsweise die
Anzahl und die Sollkonzentrationen der Standards angepasst werden.

Zur Messung wird die gewlinschte Methode mit der zugehdérigen Methodentaste aufge-
rufen. Fir die Methoden Bradford, Lowry und BCA gilt eine Besonderheit: Fir jede die-
ser Methoden kdnnen jeweils zwei verschiedene Auswertebereiche programmiert
werden. Zwischen den beiden Methodenprogrammen (z. B. "BCA" und "BCA micro")
wird durch wiederholtes Driicken der Methodentaste hin- und hergeschaltet.

Die Messung wird durch eine der drei ovalen Messtasten gestartet. Das Gerét ist nach
Einschalten sofort messbereit. Welche der drei Messtasten jeweils fur eine Messung
freigegeben ist, sehen Sie im unteren Teil der Gerateanzeige (Beschreibung des Mess-
ablaufs siehe Kapitel 5§ "Bedienung").

Zur automatischen Auswertung der Messung werden methodenspezifisch program-
mierte Auswerteverfahren (Faktor, Kalibration, Warburg-Formel oder auch direkte
Extinktionsausgabe) benutzt. Neben den berechneten Ergebnissen werden die Extink-
tionen und - fir Nukleinsduren — die gangigen Extinktionsquotienten auf einen Blick
angezeigt.

Auch Praobenverdiinnungen kénnen in die Auswertung einbezogen werden

(Taste ). Uber die Taste kénnen flir Nukleinsiuren die berechneten Mas-
senkonzentrationen in molare Konzentrationen umgerechnet werden. Weiterhin kann
(ber diese Taste die gesamte Probenmenge ("Ausbeute") im Probenvorratsgefal3
berechnet werden.

Die Ergebnisse werden (iber die Gerateanzeige und tber den Drucker (sofern ange-
schlossen) ausgegeben. Fir die Auswertung der Ergebnisse Uber ein Tabellenkalku-
lationsprogramm an Ihrem Computer ist ein Datentransfer-Programm bei Eppendorf
erhéltlich (vgl. Kapitel 11 "Bestellinformationen”). '

Proben- und Kalibrationsergebnisse werden gespeichert; die gespeicherten Daten
kénnen Uber die Taste abgerufen werden.




2 Technische Daten

Photometer
Optisches System:

Lichtquelle:

Spektrale Zerlegung:
Messwellenlangen:
Wellenldngenwahl:
Spektrale Bandbreite:

Wellenldngenunrichtigkeit:

Photometrischer Messbereich:

Photometrische Unpréazision:

Photometrische Unrichtigkeit:

Falschlichtanteil:

Messabliufe
Messverfahren:

Methodenabhangige
Auswertung:

Speicher
Methodenspeicher:

Kalibrationsspeicher:
Ergebnisspeicher:

Absorption-Einstrahlphotometer mit Referenzstrahl
und mehreren festen Wellenldngen

Xenon-Blitzlampe

Holographisches Konkavgitter

Xe 230, 260, 280, 320, 562, 595 nm
Methodenabhéngig, programmgesteuert

5 nm bei 230 bis 320 nm
7 nm bei 562 bis 595 nm

+ 1 nm bei 230 bis 280 nm
+ 2 nm bei 320 bis 595 nm

Quarzglaskiivette: 0,000 bis 3,000 E

UVette® (Eppendorf): 2,5 E bei 230 nm
2,6 E bei 260 nm
2,8 E bei 280 nm
2,9 E bei 320 nm

<0,002Ebei0E
<0,005Ebei 1 E

+1%bei1E
< 0,05 %

Endpunkt gegen Leerwert

Extinktion

Konzentration tiber Faktor

Konzentration Gber Warburg-Formel
Konzentration Uber Kalibration mit 1 bis 10 Standards
Einpunktkalibration (1 Standard)

Lineare Regression (2 bis 10 Standards)
Nichtlineare Regression

{Polynom 3. Grades; 4 bzw. 5 bis 10 Standards,
siehe Kapitel 12 “Auswertung®)

1x-, 2x- oder 3x-Bestimmung

Far Nukleinsauren:

Ratio 260/280

Ratio 260/230

Molare Konzentration

Gesamtausbeute

12 vorprogrammierte anderbare Methodenprogramme
Fir alle Kalibrationsverfahren

Fir 100 Ergebnisse mit Extinktions- und Ratio-Werten,
Proben-Nummer, Probenverdinnung,
Datum und Uhrzeit (Kalender bis 2090)




2 Technische Daten

Bedienung
Kivettenmaterial:

Kuvettenschacht:

Gesamthohe der Kiivetten:

Hbéhe des Lichtstrahls
in der Klvette;

Lichtbiindel in der Klivette:

Tastatur:

Anzeige:
Bedienerfihrung:
Ergebnisausgabe:

Allgemeine Daten
Spannungsversorgung:

Uberspannungskategorie:
Verschmutzungsgrad:

Leistungsaufnahme /
Leistungsabgabe:

Stromaufnahme:

Zulassige Netzunterbrechung:

Sicherungen:

Umgebungsbedingungen:

Druckeranschluss:

Normen und Vorschriften:

Abmessungen:

Gewicht:

Technische Anderungen vorbehalten!

dsDNA, ssDNA, RNA, Oligo, Protein: Quarzglas oder Kunststoff
(UVette® von Eppendorf)
OD 600, Bradford, Lowry, BCA: Glas oder Kunststoff

12,5 mm x 12,5 mm, untemperiert
Min. 36 mm

8,5 mm

Breite: 1 mm
Héhe: 1,5 mm

19 Folientasten
Beleuchtete Graphikanzeige 33 mm x 60 mm
Deutsch, Englisch

Uber Anzeige und Drucker
Extinktion, Konzentration, Ratio

100 bis 240 V + 10 %; 50 bis 60 Hz + 5 %
11 (IEC 61010-1)
2 (IEC 664)

Ca. 20 W im Betrieb, ca. 10 W im Standby
<0,3A

Ca. 10msbei 90V
Ca. 200 ms bei 220 V

T1A/250V,5mm x 20 mm (2 Stlick)

15 bis 35 °C bei definierter Prézision und Richtigkeit
—25 bis 70 °C auf3er Betrieb, Lagerung

15 bis 70 % relative Feuchte
Nicht tropenfest
Vor direktem Sonnenlicht schiitzen

RS 232 C, seriell
Der anzuschlieBende Drucker muss den Bestimmungen EN 60950
bzw. UL 1950 entsprechen.

Gemas VDE, CE, {EC 1010-1

Breite: 20cm  (verpackt: 29 cm)
Tiefe: 32cm (verpackt: 43 cm)
Hoéhe: 10cm  (verpackt: 20 cm)

3 kg (verpackt: 4,8 kg)




3 SicherheitsmaBnahmen und Gefahrenhinweise

Technische Sicherheit

Gerat nicht 6ffnen.
Flussigkeiten diirfen nicht in das Gerét gelangen.

Vor Wartungsarbeiten oder Sicherungswechsel den Netzstecker ziehen.
Lebensgefahrliche elektrische Spannungen im Inneren des Geréts.

Das Geréat darf nicht in explosionsgefahrdeten Rdumen betrieben werden.

Gerat nicht benutzen, wenn es Schaden aufweist,
insbesondere, wenn das Netzkabel beschéadigt ist.

Reparaturen diirfen nur vom Service der Firma Eppendorf — Netheler — Hinz GmbH
und autorisierten Vetragspartnern durchgefuhrt werden.

Das Gerat muss an eine Steckdose mit Schutzleiter angeschlossen werden.

Bei nicht bestimmungsgemaBem Gebrauch des Geréats kann die Schutzfunktion
des Gerats beeintrachtigt sein.

Umgang mit biologischem und chemischem Material

Reagenzien und Verdiinnungspuffer kdnnen Veratzungen und andere Gesundheits-
schadigungen verursachen.

Proben (Nukleinsauren, Proteine, Bakterienkulturen) kénnen infektids sein oder
andere Gesundheitsschadigungen verursachen.

Bei der Probenvorbereitung, beim Messvorgang sowie bei der Reinigung oder War-
tung des Geréts die im Labor erlassenen Schutzvorschriften (z. B. Schutzkleidung,
Handschuhe, Desinfektion) fiir den Umgang mit Probenmaterial beachten.

Messlésungen und zur Reinigung und Desinfektion benutzte Materialien entspre-
chend den im Labor erlassenen Vorschriften entsorgen.




4 Installation

BioPhotometer

Netzkabel fir BioPhotometer
Bedienungsanleitung mit Kurzanleitung
Klvettenschacht-Verschiuss

Lieferumfang

4.1 BioPhotometer

Gerit anschlieBen Platzbedarf: Breite: 40 cm
Tiefe: 50 cm
Netzanschluss: Schutzkontaktsteckdose

— Netzstecker des Gerats in Schutzkontaktsteckdose stecken.
Einstellung der Spannung ist in dem Spannungsbereich, der in den Technischen
Daten angegeben ist, nicht erforderlich, da sich das Geréat in diesem Spannungs-
bereich selbst einstellt.

Umgebungsbedingungen:. siehe Technische Daten

— Schutzfolie von der Gerateanzeige abziehen.

e | i+ Ty -
U pppanderf-iatheler-Hine GmbK
H 1M Hamdurg

i Typ 6353 0OR Ho.0003)
% 100-240V S0-60FZ DIN I

£ i
o (€ Mads ta Guzmany ;

¢ Ag 232 C

Pt g R S i

3
1 Netzschalter 4 Serieller Druckeranschluss
2 Sicherungshalter (RS 232 C)
3 Netzanschluss




4 Installation

4.2 Drucker
Drucker DPU 414

Druckerfunktion
einstellen

An die serielle Schnittstelle RS 232 C des BioPhotometers kann der Eppendorf
Thermodrucker DPU 414 angeschlossen werden. (Drucker und Druckerkabel, siehe
Kapitel 11 "Bestellinformationen").

— Druckerkabel in die Druckeranschlussbuchse des BioPhotometers (siehe Abbil-
dung) stecken und Sicherungsschrauben des Steckers festdrehen.

— Druckerkabel mit dem Drucke:r verbinden und Sicherungsschrauben des Steckers
festdrehen.

— Mit Netzanschlusskabel 115 V oder 230 V an die Stromversorgung anschlie3en.

BioPhotometer
— in der Funktionsliste die Funktion "Drucker DPU 414" anwéhlen und bestatigen.

Drucker DPU 414
— Druckereinstellungen kontrollieren und ggf. fir den Gebrauch mit dem BioPhoto-
meter einstellen, wie im Druckerbeilageblatt beschrieben.

Druckereinstellungen fir die Arbeit mit dem BioPhotometer:

Dip sw-1

1 (OFF) : Input = Serial

2 (ON) : Printing Speed = High

3 (ON) : Auto Loading = ON

4 (ON) : AutoLF=ON

5 (ON) : Setting Command = Enable
6 (OFF) : Printing

7 (ON) : Density

8 (ON) : =100%

Dip SW-2

Einstellungen durch den Anwender sind flr die Gruppe "Dip SW-2" nicht relevant,
da das BioPhotometer diese Einstellungen in Abh&ngigkeit von der ausgewéhiten
Sprachversion automatisch vornimmt.

Dip SW-3

1 (ON) : Data Length = 8 bits

2 (ON) : Parity Settings = No

3 (ON) : Parity Conditions = Odd

4 (OFF) : Busy Control = XON/XOFF
5 (OFF) : Baud

6 (ON) : Rate

7 (ON) : Select

8 (ON) : =9600 bps




4 Installation

Anderer Drucker

4.3 Kiivetten

An die serielle Schnittstelie des BioPhotometers kdnnen auBBer dem DPU 414 auch
andere serielle Drucker oder — (iber Adapterkabel — parallele Drucker angeschlossen
werden.

BioPhotometer
— In der Funktionsliste die Funktion "Drucker seriell" anwéhlen und bestatigen.

Drucker
Anforderungen an den seriellen Drucker:
Busy Control 1 XON/XOFF

Baud Rate(ON) : 9600 bps
Data Bit Length : 8 bits
Parity Permission : Without
Parity Conditions : Odd

Parallele Drucker kénnen mit einem Adapterkabel angeschlossen werden, das die obi-
gen Anforderungen erfllit.

In die Kiivettenaufnahme kénnen handelsibliche Rechteckkiivetten eingesetzt werden,
bei denen die Hohe des Messfensters bei 8,5 mm (iber dem Kuvettenboden und die
Gesamthohe der Kuvette bei mindestens 36 mm liegt (siehe Grafik in der Kurzanlei-
tung). Die Abmessungen des Lichtblndels in der Kiivette sind 1,0 mm Breite und

1,5 mm Héhe.

Zur Messung kdnnen Glas- oder Kunststoffklvetten eingesetzt werden, sofern sie bei
der jeweiligen Messwellenlange optisch durchléssig sind. Eppendorf bietet mit der
UVette® eine Kunststoffkiivette an, die bei Wellenldngen bis zu 220 nm herunter trans-
parent ist und damit auch fiir die Messung von Nukleinsauren geeignet ist.

10



5 Bedienung

5.1 Tastatur

eppendorf BloPhotometer

i

%Z\ .
S

o,

~ ~
Standard a

i 7 8
i dsDNA ssDNA o —
4 5 .
Protein OD 600

1 2 q4 - i
4 — '] Clear °
Bradford Lowry ‘| Conversion| :

0 . Parameter hd Ent
- nter ;
i Sample No. Dilution ® !

7 — Aufruf der Methode "doppelstrangige DNA"
dsDNA —~ Eingabe der Ziffer 7
8 — Aufruf der Methode "einzelstrangige DNA"
ssDNA — Eingabe der Ziffer 8
9 — Aufruf der Methode "RNA"
RNA — Eingabe der Ziffer 9
6 ~ Aufruf der Methode "Oligonukleotide”
Oligo — Eingabe der Ziffer 6
4 — Aufruf der Methode "Protein (direkte photometrische Messung)"
Protein — Eingabe der Ziffer 4
1 — Aufruf der Methoden "Bradford" und "Bradford micro”
Bradford — Wechsel zwischen den Methoden "Bradford" und "Bradford micro"
— Eingabe der Ziffer 1
2 — Aufruf der Methoden "Lowry" und "Lowry micro"
Lowry — Wechsel zwischen den Methoden "Lowry" und "Lowry micro”

— Eingabe der Ziffer 2




5 Bedienung

3 — Aufruf der Methoden "BCA" und "BCA micro"
BCA — Wechsel zwischen den Methoden "BCA" und "BCA micro"
— Eingabe der Ziffer 3
5 — Aufruf der Methode "OD 600 (Messung der Bakteriendichte)"
OD 600 — Eingabe der Ziffer 5
Parameter — Aufruf der Programmierebene

— Verlassen der Programmierebene

— Aufruf der Funktionsebene
Function — Verlassen der Funktionsebene
— Eingabe des Punktes

0 — Andern der Probennummer

Sample No. — Eingabe der Ziffer 0
hd — Eingabe einer Verdiinnung
Dilution — Bewegung des Cursors in die nachste Zeile

(z. B. in der Parameter- oder Funktionsliste)

A — Berechnen von molarer Konzentration und Gesamtmenge der Probe ("Ausbeute")
Conversion — Bewegung des Cursors in die vorhergehende Zeile
(z. B. in der Parameter- oder Funktionsliste)

Clear — Léschung von Eingaben

— Bestétigung von Eingaben

— Messung eines Standards

— Messung eines Leerwertes

— Messung einer Probe

12




5 Bedienung

5.2 Messung von Nukleinsduren

Die Beschreibung gilt fiir die Methoden
— dsDNA

— ssDNA

- RNA

— Oligo

Methode aufrufen

dsDNA

Leerwert messen

(dsDNA

METHODEN FAKTOR:
1 E260 = 50.0 pg/mL

\.

Auswertung

Bei Gerateauslieferung sind fir die Nukleinsduremethoden
Ublicherweise benutzte Faktoren fiir die Umrechnung von
Extinktion in Konzentration (in diesem Beispiel: 50) gespei-
chert. Die Faktoren kénnen iber die Taste geéndert

werden (vgl. Kapitel Programmierung). Die Zahl der Nach-
kommastellen des einprogrammierten Faktors legt die Zahl
der Nachkommastellen des Ergebnisses fest.

Wird eine andere Konzentrationseinheit als pg/mL gewahit
(z. B. pg/uL), rechnet das BioPhotometer den Faktor intern
um, um das korrekte Ergebnis auszugeben.

Messablauf

Leerwertmessungen bleiben bis Datumswechsel gespei-
chert. Wurde bereits ein Leerwert am selben Tag gemessen,
bietet das BioPhotometer daher nach Methodenaufruf in der
letzten Zeile eine erneute Leerwertmessung oder aber direkt
eine Probenmessung an. Wurde noch kein Leerwert gemes-
sen, wird zundchst nur eine Leerwertmessung angeboten.

~

(dsDNA BLANK

0.000 ¢

13



5 Bedienung

Probe messen

Néichste
Probe messen

Probenverdiinnung

Taste Conversion

Conversion

(dsDNA PROBE 001
70.0 ugmo
0.694 E230
1.408 E260
1.97 260/280 0.715 E2s0
L2.03 260/230 0.002 Ea20
vy
Ergebnisanzeige

Zusétzlich zum Konzentrationsergebnis und der Extinktion
bei der Messwellenldnge 260 nm werden als Anhaltspunkt
fur die Reinheit der gemessenen Nukleinsiureprobe die
Extinktionen bei 3 weiteren Wellenlangen (230, 280 und 320
nm) sowie die Quotienten E260/E280 und E260/E230 ange-
zeigt. Die Extinktion bei 320 nm sollte bei reinen Proben
nahe Null liegen.

Zur Messung der nachsten Probe driicken Sie erneut die
Taste .

Die Verdiinnung der Probe in der Messkuvette kann {iber
die Taste vor Beginn der Messung eingegeben und
anschlieBend vom Gerét bei der Ergebnisberechnung
beriicksichtigt werden (vgl. Abschnitt "Messen von verdinn-

ten Proben").

Das zuletzt gemessene Konzentrationsergebnis kann in
molare Konzentrationen und / oder in Nukleinsduremengen
(Masseneinheit oder Moleinheit) umgerechnet werden:

. N
BERECH. MENGE:
GESAMT PROBE — - - - L
BERECH. MOLARITAT:
BASENPAARE -——=
MOL.MASSE - - -—kDa
- _/

Eingabe "GESAMT PROBE"

Der eingegebene Wert wird mit der gemessenen Konzentra-
tion umgerechnet. Als Ergebnis wird die in der Probe vorhan-
dene Nukleinsduremenge ausgegeben.

Eingabe "BASENPAARE" bzw. "MOL.MASSE"

Eine Eingabe in einer der beiden Zeilen ist ausreichend. Mit
dem eingegebenen Wert und der gemessenen Konzentration
wird die molare Konzentration errechnet.

Nicht gewiinschte Eingabefelder werden mit {iber-
sprungen.

14



5 Bedienung

Enter

Enter

Enter

Methode aufrufen

Protein

Anzeige nach Eingabe von "140 pL Probevolumen" und
"300 Basenpaaren™:

(dsDNA PROBE 001 )
70.0 pg/mL
353.5 pmol/mL
9.8 ug
49.5 pmol
. iy

Die molare Konzentrationseinheit (hier: "pmol/mL") ist vor-
programmiert, kann aber Uber die Taste ausgewahlt
und geéndert werden.

5.3 Messung von Proteinen direkt photometrisch

(PROTEIN
EXTINKTION

oder

|-

Auswertung
Bei Auslieferung ist fur die Methode "Protein" der Auswerte-
modus "Extinktion" gespeichert, d. h., es werdqn nur die
direkt gemessenen Extinktionen ausgegeben. Uber die Taste
kénnen als weitere Auswertemethoden Berechnungen
Uber

— Faktor

— Standard (Einpunktkalibration)

— Warburg-Formel

programmiert werden (vgl. Kapitel 6 "Programmierung").

Die Zahl der Nachkommastellen des einprogrammierten Fak-
tors bzw. der einprogrammierten Sollkonzentration des Stan-
dards legt die Zahl der Nachkommastellen des Ergebnisses
fest.

Bei der Programmierung des Faktors muss berlcksichtigt
werden, dass der Faktor an die Auswahl der Konzentrations-
einheit angepasst werden muss.

15



5 Bedienung

Leerwert messen

Probe messen

Néichste
Probe messen

Probenverdiinnung

Messablauf

Das folgende Beispiel zeigt den Messablauf mit dem Auswer-
temodus "Extinktion”. Zum Messablauf bei Auswertung (iber
Standard (Einpunktkalibration) vgl. Abschnitt "Messung von
Proteinen nach Reagenzzugabe".

Leerwertmessungen bleiben bis Datumswechsel gespeichert
(Erlauterung vgl. Abschnitt "Messen von Nukleinséuren”).

(PROTEIN BLANK

0.000 ¢

oder

(PROTEIN PROBE 001
0.430 &

0.245 E260
0.430 E=2s0
0.002 Es20 J

e

Ergebnisanzeige

Zusatzlich zum Konzentrationsergebnis und der Extinktion
bei der Messwellenlange 280 nm werden E260 und E320 als
Anhaltspunkt fir die Reinheit der gemessenen Proben
angezeigt. Die Extinktion bei 320 nm sollte bei reinen Proben
nahe Null liegen.

Zur Messung der nachsten Probe driicken Sie erneut die
Taste .

Die Verdiinnung der Probe in der Messkuvette kann tber
die Taste vor Beginn der Messung eingegeben und
anschlieBend vom Gerat bei der Ergebnisberechnung
beriicksichtigt werden (vgl. Abschnitt "Messen von verdinn-
ten Proben").
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5 Bedienung

Methode aufrufen

Bradford

5.4 Messung von Proteinen nach Reagenzzugabe (Bradford, BCA, Lowry)

~

(BRADFORD

KALIBRATIONSBEREICH
XXX - XXX pg/mL

Wurde zu einem fruheren Zeitpunkt bereits eine gultige und damit
vom Gerat gespeicherte Kalibration durchgefiihrt, erscheinen
Datum und Uhrzeit der gespeicherten Kalibration. In diesem Fall
kann nach der Leerwertmessung entweder zunachst neu kalibriert
werden oder aber direkt mit Probenmessungen begonnen und mit
der friher gespeicherten Kalibration ausgewertet werden.

Mikromethoden

Fir die Methoden Bradford, Lowry und BCA gilt eine Besonderheit:

Fir jede dieser Methoden kénnen jeweils zwei verschiedene Kon-
zentrationsbereiche programmiert werden. Zwischen den beiden
Methoden (z. B. "BCA" und "BCA micro") wird durch wiederholtes
Dricken der Methodentaste hin- und hergeschaltet.

Auswertung

Bei Auslieferung ist fiir die Methoden Bradford, Lowry und BCA
sowie fur die zugehdrigen Mikromethoden als Auswertemodus ein
Kalibrationsverfahren Uber Mehrpunktkalibration und Berechnung
einer Kalibrationskurve mittels nichtlinearer Regression gespei-
chert. Uber die Taste |rmee| k&nnen alternativ andere Auswerte-

methoden programmiert werden (vgl. Kapitel 6 "Programmierung"):

— Faktor (Berechnung von Konzentrationswerten mittels Faktor).

— Extinktion (gemessene Werte werden ohne weitere Auswer-
tung nur als Extinktionswerte ausgegeben).

Bei dem ab Werk vorprogrammierten Auswerteverfahren Gber
Standard kénnen folgende Parameter gedndert werden werden
(vgl. Kapitel 6 "Programmierung"):

— Zahl der Standards (1 bis 10).
— Anzahl der Mehrfachmessungen pro Standard (1 bis 3).

— Auswerteverfahren bei Mehrpunktkalibration (lineare oder
nichtlineare Kalibration).

— Sollkonzentrationen der Standards.

Die Zahl der Nachkommastellen des einprogrammierten Faktors
bzw. der einprogrammierten Sollkonzentration des ersten Stan-
dards legt die Zahl der Nachkommastellen des Ergebnisses fest.

Soll Gber Faktor ausgewertet werden, muss bei der Programmie-
rung berlcksichtigt werden, dass der Faktor an die Auswahl der
Konzentrationseinheit angepasst werden muss.
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5 Bedienung

Leerwert messen

Standards messen

Messablauf
Leerwertmessungen bleiben bis Datumswechsel gespeichert
(Erlauterung vgl. Abschnitt "Messen von Nukleinsiuren").

Standardmessungen bleiben unbegrenzt solange gespeichert, bis
sie durch neue Standardmessungen Uberschrieben werden. Zur
Auswertung von Probenmessungen wird jeweils die zuletzt gespei-
cherte Kalibration herangezogen.

Im folgenden Beispiel wurde fir die Methode Bradford als Auswer-
teverfahren Mehrpunktkalibration mit 5 Standards in Doppelbestim-
mung und Kalibrationsberechnung tber nichtlineare Regression
programmiert:

(BRADFORD BLANK

0.000 &

(BRADFORD STD 1-1 )
XXXX pg/mL Standard 1/ 1. Messung
X. XXX E
NACHSTER : STD 1-2
XXXX pg/mL
- /

In den ersten beiden Zeilen der Anzeige ist der soeben gemessene
Standard, in den letzten beiden Zeilen der als nachster zu mes-
sende Standard mit Sollkonzentration benannt.

(BRADFORD STD 1-2 )
XXXX pg/mL Standard 1/ 2. Messung
X. XXX e
NACHSTER : STD 2-1
XXXX pg/mL
AN _/
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5 Bedienung

Probe messen

Nichste
Probe messen

Probenverdiinnung

Gerateanzeige nach Abschluss aller Standardmessungen:

(BRADFORD STD 5-2 )
XXXX pg/mL

X. XXX €

VK: 2.8%
KALIBRATION GESPEICHERT
- J

Der VK (Variationskoeffizient) ist ein Maf3 fir die Streuung der Stan-
dardwerte um die Regressionskurve. Ist der VK kleiner als 10 %,
wird die Kalibration automatisch gespeichert. Ist der VK groBer als
10 %, erscheint die Frage "SPEICHERN? ENT/CLR" und Sie kdn-
nen die berechnete Kalibration akzeptieren oder I6schen. Proben-
messungen werden mit der jeweils letzten giiltigen Kalibration
ausgewertet.

e ~
BRADFORD PROBE 001
X. XXX pgme

X. XXX Eso9s

. /

Ergebnisanzeige
Zusétzlich zum Konzentrationsergebnis wird die Extinktion bei der
Messwellenldnge (fir Bradford: 595 nm) angezeigt.

Zur Messung der nachsten Probe dricken Sie erneut die
Taste (sugh )-

Die Verdiinnung der Probe in der Messkivette kann Uber die Taste

vor Beginn der Messung eingegeben und anschlieBend vom
Gerét bei der Ergebnisberechnung berticksichtigt werden (vgl.
Abschnitt "Messen von verdiinnten Proben").
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5 Bedienung

5.5 Messung von OD 600

Methode aufrufen
0D 600

Leerwert messen

Probe messen

Néchste
Probe messen

Probenverdiinnung

(0D600 h

oder

.

Messablauf
Leerwertmessungen bleiben bis Datumswechsel gespeichert
(Erlauterung vgl. Abschnitt "Messen von Nukleinsauren").

- N
OD600 BLANK

0.000 €

oder

e ™
OD8&00 PROBE 001

0.430 ¢

Zur Messung der nachsten Probe driicken Sie erneut die
Taste .

Die Verdiinnung der Probe in der Messkiivette kann Uber
die Taste vor Beginn der Messung eingegeben und
anschlieBend vom Gerét bei der Ergebnisberechnung
berlicksichtigt werden (vgl. Abschnitt "Messen von verdinn-
ten Proben").

Die OD 600-Messung ist eine Streulichtmessung; das Ergeb-
nis ist daher stark abhangig von der Geometrie des Licht-
wegs, die sich bei Photometern verschiedener Hersteller
unterscheiden kann.
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5 Bedienung

Verdiinnung
eingeben

Verdiinnte
Probe messen

Verdiinnungs-
eingabe I6schen

Dilution ‘

Enter

O

5.6 Messung von verdiinnten Proben

Probenverdiinnungen kénnen vor der Messung iiber die Taste ‘eingegeben werden. Bei der Ergebnis-
berechnung und -ausgabe wird dann der Verdinnungsfaktor automatisch beriicksichtigt.

Im folgenden Beispiel wurde bereits ein Leerwert gemessen:

(dsDNA BLANK )

0.000 ¢

~ ~
dsDNA PROBE 001

PROBE+DILUENT

-—-——+—-—-—-—-yL

. S/

s ™~

dsDNA PROBE 001
20+180pL

e ~
dsDNA PROBE 001
7 0 0 " 0 ug/mL
20+180pL 0.694 E230
1.408 Ez60
1.97 260/280 0.715 Ez280
2.03 260/230 0.002 Ea20
\ J

Im Ergebnis wurde die Probenverdiinnung mit berlicksichtigt.
Der eingegebene Verdiunnungsfaktor bleibt solange auch fiir
die Berechnung von weiteren Probenergebnissen gespei-
chert, bis er Gberschrieben wird.

Zur Loéschung des Verdlnnungsfaktors wird die Taste
erneut gedriickt, und anschlieBend werden die Werte fr
“Sample" und "Diluent” mit der Taste geldscht oder mit
“Null* Gberschrieben.
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5 Bedienung

5.7 Andern der Probennummer

In der Geréteanzeige wird oben rechts bei Probenmessungen die laufende Nummer der Probe angezeigt.
Die Probennummer wird flir jede Methode separat fortlaufend gezéhit und bei Datumwechsel wieder auf *1"

gesetzt.

Die Probennummer kann auf Wunsch — zum Beispiel bei Wiederholungsmessungen — gedndert werden:

Probennummer
andern

e ~

dsDNA PROBE 005

70 .0 ug/mL

2+180pL 0.694 E230

1.408 E260

1.97 260/280 0.715 Ez80
2.03 260/230 0.002 E320 J

.
0 (dsDNA PROBE 005 )
Sample No.

\. J
: ' N

3 dsDNA PROBE 003

Enter

Fir die nachste zu messende Probe wurde die Probennum-
mer auf "3" gesetzt. Weitere Proben werden ab der neu ein-
gegeben Nummer fortlaufend gezhit.
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6 Programmierung

6.1 Programmierablauf

Fir jede Methode sind Parameter wie die Art der Auswertung oder die Konzentrationseinheit gespeichert.
Die ab Werk gespeicherten Methodenprogramme kénnen iber die Taste geandert werden.

P
OLIGO

METHODEN FAKTOR:
1 E260 = 30.0 pug/mL

oder

Methode aufrufen :

Oligo
Parameterliste
aufrufen Parameter

Faktor eingeben und >
speichern l
0

-

L.

Enter

(OLIGO SEITE 1-3 )

PFAKTOR 30.0
KORR. MIT Eszo  AUS *
............ EIN —

. J

Fur die verschiedenen Methoden gibt es unterschiedliche
Listen von Parametern, die gedndert werden kénnen (Uber-

sicht siehe nachster Abschnitt). Die Parameter fir die

Methode "Oligo” erstrecken sich Uiber 3 Seiten der Geréte-

anzeige.

Beispiel: Andern des Faktors
Zahleneingaben werden durch gespeichert:

-
OLIGO
FAKTOR 20.0

PKORR. MIT Ea20 AUS *
............ EIN —

~
SEITE 1-3

./

Nach Speicherung des Faktors ist der Cursor zum nachsten
Parameter-Auswahlblock ("Korrektur mit E320") gesprungen.
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6 Programmierung

Beispiel: Andern der Einheit
Auswahlparameter werden mit den Cursortasten angewéhlt
und mit bestétigt, die jeweils gespeicherte Einstellung

ist mit einem "+" markiert:

Gewdlnschten v (oLIGO SEITE 2-3
Parameter anwdhlen | ———
EINHEIT pug/mL *
e o ng/ulL —
P ug/ul —
®
® M. EINHEIT pmol/pL *
.......... pmol/L -
. ./
Parameter (oLIGo SEITE 2-3
speichern Enter
EINHEIT ug/mL —
....... ng/pL -
.......... pug/pl *
PM. EINHEIT  pmol/uL *
.......... ymol/L —
(. ./
Nach Speicherung der Konzentrationseinheit "ug/pL" ist
der Cursor zum néchsten Auswahiblock ("molare Einheit")
gesprungen.
Parameterebene : Zum Verlassen der Parameterebene kdnnen Sie entweder
verlassen die Zeile "PARAMETER ENDE" anwahlen und | ew | driicken
oder aus jeder beliebigen Parameterzeile die Taste
driicken.
(oLIGO

Parameter

METHODEN FAKTOR:
1 E260 = 20.0 pg/mL

oder
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6 Programmierung

6.2 Parameteriibersicht

dsDNA Oligo Protein Bradford OD 600
ssDNA Brad.micro
RNA Lowry
Low.micro
BCA
BCA micro
Berechnung (Anmerkung 1) | (Anmerkung 1) | Extinktion Extinktion (Anmerkung 1)
Standard Standard
Faktor Faktor
Warburg-Formel
Korr. mit E320 | aus aus aus
ein ein ein
Einheit Hg/mL Hg/mL mg/mL mg/mL (Anmerkung 2)
ng/uL ng/ul Hg/mL pg/mL
Hg/HL Hg/pL Hg
Molare Einheit | pmol/pL pmol/pL
pmol/L pmol/L
pmol/mL
Kiivette 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm
5mm 5mm 5 mm 5mm 5mm
2mm 2mm 2mm 2mm 2mm
1 mm 1 mm 1 mm 1 mm 1mm

(Nur bei Auswerteverfahren "Faktor":)

Faktor

Zahleneingabe

Zahleneingabe

Zahleneingabe

Zahleneingabe

Zahleneingabe

(Nur bei Auswerteverfahren "Standard";)

Std. Anzahl (Anmerkung 3) | Zahleneingabe
Std. Messung 1x 1x

2x 2x

3x 3x
Regression linear
(Anmerkung 4) nicht linear
Standard Zahleneingabe | Zahleneingabe

Anmerkung 1: Keine Auswahi; Auswerteverfahren "Faktor” fest programmiert.

Anmerkung 2: Keine Auswabhl; Einheit "Extinktion” fest programmiert.

Anmerkung 3: Keine Auswahl; Anzahl der Standards "1" fest programmiert.

Anmerkung 4: Auswahimdglichkeit nur, wenn fir den Parameter "Std. Anzahl" mindestens "4"
(bzw. bei Einfachbestimmung des Standards mindestens "5") eingegeben wurde.
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6 Programmierung

6.3 Erlduterung der Parameter

Parameter sind als Auswahlparameter oder als Parameter fir Zahleneingaben definiert. Bei Auswahlparame-
tern sind die programmierbaren Alternativen methodenabhangig (siehe Ubersicht im vorhergehenden

Abschnitt).

Parameter Eingaben Erlduterung

Berechnung Auswahl Auswahl aus den Auswertungsverfahren Extinktion, Faktor,
Standard und Warburg-Formel.
Bei Auswertung tber Warburg-Formel wird der Messwert fiir
E260 in der Ergebnisanzeige und im Ergebnisausdruck mit
einem "« " gekennzeichnet.

Faktor Zahleneingabe (Nur wenn als Berechnungsverfahren "Faktor" gewéhlt

(5stellig) wurde:)

Eingabe eines Faktors;
die Zahl der Nachkommastellen bestimmt die Zahl der Nach-
kommastellen des Ergebnisses.

Korr, mit E320 Auswahl (Nur fur Nukleinsduremethoden und Protein direkt photo-
metrisch:)
Auswahl aus "Korr. mit E320 aus" und "Korr. mit E320 ein";
"Korr. ein" bedeutet: von den Extinktionsergebnissen bei 260,
280 und 230 nm wird die bei 320 nm gemessene Extinktion
abgezogen; Anwendung z. B. als Tribungskorrektur.
Bei eingeschalteter Korrektur wird der Messwert fir E320 in
der Ergebnisanzeige und im Ergebnisausdruck mit einem "« "
gekennzeichnet.

Einheit Auswahl Auswahl aus vorgegebenen Konzentrationseinheiten ist
methodenabhéngig.

M. Einheit Auswahl Auswahl ist methodenabhéangig

(Molare Einheit) (nur flr Nukleinsduremethoden);
wird bendtigt fir Umrechnung von Konzentrationen in molare
Konzentrationen (Taste ).

Kuvette Auswahl Auswahl aus den Schichtdicken 10, 5, 2 und 1 mm; das

Ergebnis wird immer auf eine Schichtdicke von 10 mm umge-
rechnet (vgl. Kapitel 12 "Auswertung").
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6 Programmierung

Die folgenden Parameter werden nur angeboten, wenn als Berechnungsverfahren "Standard" programmiert

Std. 1 bis Std. 10

Zahleneingabe
(5stellig)

wurde:
Parameter Eingaben Erlduterung
Std. Anzahl Zahleneingabe Zahl der unterschiedlichen Standards.
(II1 n bis II1 oll)
Std. Messung Auswahl Auswahl aus "1x", "2x", "3x" Wiederholungsmessung
jedes Standards;
aus den Wiederholungsmessungen wird fur die weitere
Berechnung jeweils ein Mittelwert gebildet.
Regression Auswahl (Nur bei Standardanzahl von mindestens 4 bzw. bei Einfach-

bestimmung der Standards von mindestens 5:)

Auswahl aus den Berechnungsverfahren lineare und nicht-
lineare Regression.

Bei Standardanzahl von mehr als 1 und weniger als 4 bzw. 5
wird immer Uber lineare Regression ausgewertet (siehe Kapi-
tel 12 "Auswertung".

Sollwerteingabe der Standardkonzentrationen;

die Zahl der Nachkommastellen der Sollkonzentration fiir den
ersten Standard bestimmt die Zahl der Nachkommastellen
des Ergebnisses.
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6.4 Ab Werk programmierte Werte

dsDNA | ssDNA RNA Oligo Protein | Bradford | Bradford| Lowry Lowry BCA BCA |0D&600
micro micro micro
Berechnung Extinktion| Standard | Standard | Standard | Standard | Standard | Standard
Faktor 50.0 37.0 40.0 300 | ----- R RN . RN . RN Do Dl -.--- '] 1.000
Korr. mit E320 aus aus aus aus aus
Std. Anzahl 6 6 6 6 8 5
Std. Messung 1x2 1x 1x 1x 1x 1x 1x
Regression nicht linear| nicht linear| nicht linear| nicht linear| nicht linear| nicht linear
Einheit pg/mL pg/mL pg/mL pg/uL pg/mLa) pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
Molare Einheit pmol/mL | pmol/mL | pmol/mL | pmol/uL
Standardt | | | | |- 4) 100 1.00 100 1.00 25 0.50
Standard 2 250 25 250 25 125 2
Standard 3 500 5 500 5 250 5
Standard 4 750 10 750 10 500 10
Standard 5 1000 15 1000 15 750 20
Standard 6 1500 25 1500 25 1000
Standard 7 1500
Standard 8 2000
Klvette 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm 10mm | 10 mm

2) Bei Berechnung "Standard"
3) Bei Berechnung "Standard" oder "Faktor”
4) Bei Berechnung "Standard": Eingabe durch Anwender erforderlich

Anmerkungen: 1) Bei Berechnung "Faktor": Eingabe durch Anwender erforderlich

d9
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7 Funktionen

Funktionsliste

Funktion Eingaben Erlduterung

Ergebnisse Aufruf mit Anzeige der letzten 100 Ergebnisse

anzeigen (das zuletzt gemessene Ergebnis wird zuerst angezeigt);

Kalibrationsreport

Datum
Uhrzeit

Gespeicherte Ext.

Prazisionsmessung

Photometertest

Sprache Deutsch
Language English
Language U.S.English
langue frangaise

Drucker DPU 414
Drucker seriell

Service

Aufruf mit

Zahleneingaben

Zahleneingaben

Aufruf mit

Aufruf mit

Aufruf mit

Auswahl

Auswahl

E E] Auswahl der Ergebnisse

- Ausdruck des gerade angezeigten
Ergebnisses

: Zuriick in die Funktionsliste
Ausdruck der gespeicherten Kalibrationen;

E E Auswahl der Methode

- Ausdruck des Kalibrationsreports

: Zurick in die Funktionsliste
: Speichern
: Speichern

Ausdruck der zuletzt gemessenen Extinktionen

(max. 100 Messungen). Fir die Werte der zuletzt
gemessenen Methode werden Mittelwert, Standardab-
weichung und VK berechnet und ausgedruckt.

Messung und Prazisionsberechnung von 10 aufeinan-
derfolgenden Messwerten einer Probe. Flr die Auswer-
tung wird das Methodenprogramm der zuletzt aufge-
rufenen Methode benutzt.

Prifung der photometrischen Richtigkeit und der Wellen-
langenrichtigkeit (vgl. Kapitel 13 "Uberprifung des
Photometers").

Anwahl der Sprachversion;
"English* und "U.S.English" unterscheiden sich durch
das Format des Datums.

DPU 414: Anschluss des Eppendorf Thermodruckers
DPU 414 (siehe Kapitel 4.2 "Drucker”).
seriell: Anschluss eines anderen Druckers
(siehe Kapitel 4.2 "Drucker").

Funktion ist nur fir den Service zugéanglich.
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7 Funktionen

Funktionsliste
aufrufen

Gewiinschte
Funktion anwéhlen

Funktion
speichern

Funktionsebene
verlassen

Function

Enter i

Function \

Beispiel: Andern der Sprachversion

(FUNKTION SEITE 1-4 )

PERGEBNISSE ANZEIGEN
KALIBRATIONS REPORT

DATUM 27.06.1998
UHRZEIT 20:44 J

(FUNKTION SEITE 3-4

SPRACHE DEUTSCH *
PLANGUAGE ENGLISH -
LANGUAGE U.S.ENGL
langue frangaise -

((FUNCTION PAGE 4-4

PPRINTER DPU 414 *
PRINTER SERIAL -

SERVICE -——

FUNCTION EXIT
(. _/

Zum Verlassen der Funktionsebene kdnnen Sie entweder die
Zeile "FUNCTION EXIT* anwahlen und driicken oder

aus jeder beliebigen Zeile der Funktionsliste die Taste

driicken. Danach kehrt das BioPhotometer in die zuletzt auf-
gerufene Methode zurtick.

~
OLIGO

PROGRAMMED FACTOR:
1 A260 = 20.0 pug/mL
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8 Fehlermeldungen, Ergebniskennzeichnungen und Hilfetexte

Ergebniskennzeichnungen

Kennzeichnung Erlduterung

1.586 E260 4 Markierung von E260 in der Anzeige oder im
(nur bei der Methode "Protein direkt"):

Ausdruck

Die Messung wurde Uber die Warburg-Formel ausgewertet.

0.015 E320 4 Markierung von E320 in der Anzeige oder im

Ausdruck

(nur bei der Methode "Protein direkt" und bei Nukleinsduremethoden):
Die Extinktionen bei 260, 280 und 230 nm werden mit der Extinktion bei 320 nm
korrigiert (siehe Kapitel 6 "Programmierung").

Fehlertexte bei der Ergebnisanzeige

Fehlertext Erlduterung / Ursache Behebung
+++++ Die gemessene Extinktion liegt — Probe verdiinnen.
tber 3.0 E.

— Kiivette prifen
(Lichtweghdhe 8,5 mm).

-~ Kivettenschacht reinigen
(siehe Kapitel 9).

— Kivette richtig herum einsetzen
{Messfenster in Richtung des
Lichtweges).

— Kiivette aus Material benutzen,
das fiir die Messwellenlangen
optisch durchlassig ist, z. B.
Quarzglas oder UVette® von
Eppendorf fiir Nukieinsduremes-
sungen.

i Berechneter Wert nicht darstellbar
(zu hoher Wert).

Parameter priifen
(Faktor zu groB3?)

————— (Anstelle eines Wertes fir die Ratio:)
Ratio kann nicht berechnet werden,
da einer der fur die Berechnung der
Ratio herangezogenen Extinktionswerte 0 E
oder > 3.0 E betragt.

Messung wiederholen,
evt. mit verdinnter Probe.
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8 Fehlermeldungen, Ergebniskennzeichnungen und Hilfetexte

Fehlertexte im Messablauf

Fehlertext Erlduterung / Ursache

Behebung

Zuerst Blank messen Fir die angewahlte Methode
wurde noch kein Leerwert gemessen.

Leerwert messen.

Das Probenergebnis liegt auBerhalb
des Kalibrationsbereichs.

Zuerst Standard Fur die angewahite Methode gibt — Standards messen.
messen es noch keine gultige Kalibration. — Andere Auswertung (Festfaktor
oder direkte Extinktionsmessung)
programmieren.
auBerhalb (Nur bei Auswertung Gber nichtlineare Messung wiederholen,
der Kalibration Regression:) evt. mit verdiinnter Probe.

Messmodul Fehler 1 Unterschiedliche Fehler im Messmodul.
Messmodul Fehler 2
Messmodul Fehler 3

Service benachrichtigen.

Fehlertexte im Kalibrationsablauf

Fehlertext Erlduterung / Ursache

Behebung

Keine STD-Methode Die Messtaste wurde gedruiickt,
obwohl fir die aufgerufene Methode als
Auswerteverfahren nicht "Standard" pro-
grammiert wurde.

— Methoden ohne Standardan-
forderung neu messen.

— Auswerteverfahren "Standard"
programmieren.

monoton steigende oder fallende Folge.

Gemessene Werte (Bei Einpunktkalibration:) Standard noch einmal messen,

nicht plausibel Gemessene Extinktion ist 0 E. evt. vorher neu ansetzen.
Gemessene Werte (Bei Mehrpunktkalibration:) Standards uberprifen und nochmals
nicht monoton Die gemessenen Werte ergeben keine in richtiger Reihenfolge (aufsteigende

Konzentration) messen.

Kalibrationskurve ist (Bei nichtlinearer Regression:)
nicht monoton Die berechnete Kurve ist nicht monoton.

Standards Uberprifen und nochmals
in richtiger Reihenfolge (aufsteigende
Konzentration) messen.

Die Streuung der Messwerte um die be-

wertung".

rechnete Kalibrationsgerade oder -kurve
ist erheblich (vergleiche Kapitel 12 "Aus-

VKiist gréBer als 10 %  (Nach Abschluss von Standardmessungen:)Kalibrationsergebnis Uberprifen.

- : Kalibration speichern.

- : Kalibration abbrechen,
anschiieBend neu kalibrieren
oder gespeicherte Kalibration
benutzen.
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8 Fehlermeldungen, Ergebniskennzeichnungen und Hilfetexte

Fehlertexte im Programmierablauf

bitte Gberprifen

Fehlertext Erlduterung / Ursache Behebung
Methodenparameter Methodenparameterkurden Parameter tberprifen und ggf. neu
fehlerhaft, nicht korrekt eingegeben. eingeben.

Standards aufsteigend
programmieren

(Bei Mehrpunktkalibration:)

Standard-Sollwerte wurden nicht in auf-
steigender Reihenfolge programmiert.

Programmierung Uberprifen und
Sollwerte in aufsteigender Folge ein-
geben.

Sonstige Fehlertexte

Fehlertext

Erlduterung / Ursache

Behebung

Unglltige Eingabe

(Bei Eingabe einer laufenden Probennum-

mer Uber die Taste )

Eine Nummer auBerhalb der Grenzen von

1 bis 999 wurde eingegeben.

Eingabe der Nummer in den genann-
ten Grenzen wiederholen.

Hilfetexte

Hilfetext

Erlduterung / Ursache

Behebung

Standard bitte
programmieren

(In der Anzeige nach Methodenaufruf:)

Fir die Methode wurden zwar als Auswerte-
verfahren "Standard", aber bisher keine Soll-

konzentrationen fir die Standards
programmiert.

Sollkonzentrationen flir die
Standards programmieren

(Taste ).

— Anderes Auswerteverfahren ohne
Standard programmieren.

Faktor bitte
programmieren

(In der Anzeige nach Methodenaufruf:)

Fur die Methode wurde zwar als Auswerte-
verfahren "Faktor", aber bisher kein Zahlen-

wert flr den Faktor programmmiert.

— Wert fiir den Faktor programmie-

ren (Taste ).

— Anderes Auswerteverfahren pro-
grammieren.
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9 Reinigung und Wartung

Photometer

Kiivettenschacht

Sicherungswechsel

Vor Wartungsarbeiten oder Sicherungswechsel den Netzstecker ziehen.
Lebensgefahrliche elektrische Spannungen im Inneren des Geréats.

Das gesamte Gerat mit einem leicht feuchten Tuch und mildem Reinigungsmittel
abwischen.

Zur Desinfektion mit einem leicht feuchten Tuch und 70 %-igen Ethanol / Wasser-
gemisch abwischen,.

Flussigkeiten dirfen nicht in das Geréat gelangen.
Den Kivettenschacht nur mit einem feuchten Wattestébchen, nicht mit gréBeren
Flissigkeitsmengen (z. B. Spritzflasche) reinigen.

Wenn das Gerét nicht benutzt wird, den Kiivettenschacht mit dem mitgelieferten
Verschluss vor Staub schiitzen.

Staub oder Rickstande von Messlésungen im optischen Lichtweg kénnen Falsch-
messungen verursachen.

Netzstecker ziehen.

Oberhalb des Netzanschlusses befindet sich der Sicherungshalter (siehe Bild in
Kapitel 4.1.). Die Position des Halters wird durch einen kleinen federnden Rasthebel
am unteren Teil des Halters gesichert.

Rasthebel nach oben dricken und Haiter herausziehen.
Sicherungen wechseln (Spezifikation siehe Kapitel 2 “Technische Daten®).
Halter wieder in die Aufnahme hineinschieben, bis der Rasthebel einrastet.

Netzstecker anschiief3en.
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10 Kurzanleitung

Vorbereitung

Das Gerdt ist sofort nach dem Einschalten messbereit.

Methoden
7 8 [ 9
dsDNA ssDNA RNA
6
Oligo
5
0D 600
4
Protein
1 2 3
Bradford Lowry BCA
Kivetten

Grundflache
12,56 mm x 12,5 mm

Min. Gesamthéhe

Min. Fullhohe
Lichtstrahl
Max. Bodendicke

Min. Volumen

7 8 9
dsDNA ssDNA RNA

4 5 6
Protein 0D 600 Oligo

1 2 3
Bradford Lowry BCA

dsDNA ssDNA RNA Oligo

— Direkte Messung der Nukleinsauren bei 260 nm.

— Quotienten E260/E280 und E260/E230.

— Wahlweise Korrektur der Extinktionswerte durch E320.

— Messung mit Quarzglaskiivette oder UVette® von Eppendorf.

oD 600

— Direkte Messung der Dichte von Bakteriensuspensionen
bei 600 nm (Trilbungsmessung).

— Messung mit Glas- oder Kunststoffkivette.

Protein

Direkte Messung von Protein bei 280 nm.

Direkte Messung der Extinktion oder Auswertung iber Faktor,
Standard oder Warburg-Formel.

Wahlweise Korrektur der Extinktionswerte durch E320.
Messung mit Quarzglaskiivette oder UVette® von Eppendorf.

Bradford Lowry BCA
Bradford micro  Lowry micro  BCA micro
— Messung von Protein mit Bradford-, Lowry- oder BCA-Reagenz.
— Direkte Messung der Extinktion
oder Auswertung Uber Faktor oder Kalibration

(Einpunktkalibration, lineare Regression oder nichtlineare Regression).

— Zahl und Sollwerte der Kalibratoren programmierbar.

— Die Protein-Methoden stehen auch im Mikromafstab zur Verfliigung
(Methodentaste 2x dricken).

— Messung mit Glas- oder Kunststoffklivette.

UVette® Ultramikro  Halbmikro Makro Absaug

oz QR |z vt Rz
...... 4..-.-._...-.
400 pL 1000 pL 300 pL




10 Kurzanleitung

Programmierung
Die ab Werk gespeicherten Methodenprogramme kénnen geandert werden.

Beispiel:

Programmierungen der Einheit "ug/mL" und eines Auswerteverfahrens tber Standard (500 pg/mL) fiir die

Methode Protein.

Protein-Methode wéhlen

Programmierung beginnen

Kalibration mit

Standard (STD) anwéhlen

und bestitigen
(Die Anzeige springt nach Bestati-
gung zum nachsten Auswabhlblock)

Die Einheit ug/mL anwédhlen ————

und bestitigen

Standard-Konzentration

eingeben und bestétigen
(Die Anzeige springt nach Bestati-
gung zum néchsten Auswahlblock)

PROTEIN )
EXTINKTION
Protein
(PROTEIN SEITE 1-3 )
BERECHNUNG STD -
b . FAKTOR -
arameter > EXTINKTION *
WARBURG -
. J
(PROTEIN SEITE 1-3 )
-— »BERECHNUNG STD -
FAKTOR ~
oder EXTINKTION *
WARBURG -
A\ vy
(PROTEIN SEITE 2-4 )
— »KORR.MIT E320 AUS *
EIN -
Enter
STD MESSUNG 1% *
2 X~
L I 3 x~ )
(PROTEIN SEITE 3-4 )
EINHEIT mg/mL *
v > -
—~ | oder Hg/mtL
STD  ----- mg/mL
. | /
(PROTEIN SEITE 3-4 )
EINHEIT mg/mL ~
Enter ug/mtL
»STD  ----- pg/mL
\ | )
(PROTEIN SEITE 4-4 )
»KUVETTE 10 mm *
0 5mm -
2mm -~
- 1tmm-
)
Enter (PARAMETER ENDE )
Parameter

Programmierung beenden




10 Kurzanleitung

Leerwert messen

Wenn die Probe verdlnnt ist:
Beispiel: 20 + 200 pL

dsDNA PROBE 001

2 0
— Enter
Dilution 20+200 pL

Enter

Probe messen

Wenn das Ergebnis der Probe
umgerechnet werden soll:

1 4 0

Conversion (BERECH. MENGE:
GESAMT PROBE 140 pL

Enter

BERECH. MOLARITAT:
BASENPAARE 300
3 0 0 MOL.MASSE 198 kDa

Enter ~

((dsDNA PROBE 001

563.20 ugmL

Messablauf dsDNA
(dsDNA
METHODEN FAKTOR
dsDNA-Methode wéhlen A 1 E260 =50.0 pg/mL

20+200 pL

79 yg
Enter 2843 pmol/mL
398 pmol

dsDNA PROBE 001
563.20 ugmL

204200 pyl.  0.694 E230

1.408 E260

1.97 260/280 0.715 E280

2.03 260/230 0.002 Es20

dsDNA PROBE 002

249.70 pg/mL

Néichste Probe messen @

20+200 pL

1.85 260/280
2.19 260/230

0.689 E230
0.788 E260
0.623 E280
0.003 Es320
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10 Kurzanleitung

Bradford-Methode wéhlen

Messablauf Bradford

BRADFORD

KALIBRATIONSBEREICH
100 - 2000 pg/mL

Wenn die Mikromethode
gewahit werden soll:

Bradford

BRAD.micro

KALIBRATIONSBEREICH
pg/mL

1.0

Bradford

Leerwert messen

Ersten Standard messen

Letzten Standard messen

Wenn die Probe verdiinnt ist:
Beispiel: 20 + 200 pL

- 20.0

Standard

Standard

BRADFORD

. 2 0
Dilution

Enter

2 ‘ 0 0

Enter

20+200 pL

PROBE 001

¥Standard

Probe messen

Néichste Probe messen

- - — 1
|
I
- 1
BRADFORD BLANK )
0.000 e
Standard
J
(BRADFORD STD 1 )
100 pg/mL
0.048 ¢
NACHSTER: STD 2
L | 200pg/mL
(BRADFORD STD 6 )
2000 pg/mL
1.325 ¢
VK: 2.8 %
( KALIBRAT. GESPEICHERT

(BRADFORD PROBE 001 )

3 6 8 pg/mL

20+200 uL
0.352 Es9s

(. J/

[

(BRADFORD PROBE 002 W

552 ug/mL

20+200 uL
0.525 Es95
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11 Bestellinformationen

Bestell-Nr.

6131 000.012
6131 900.102
6131 810.006

6131 928.007

0013 608.148
0013 608.164
0013 608.172
0013 610.517
6547 001.018

0030 106.300
4308 078.006

Photometer
BioPhotometer
Bedienungsanleitung

BioPhotometer Software-Paket,
Software fir den Datentransfer vom BioPhotometer

zu einem Tabellenkalkulationsprogramm (z. B. Excel unter Windows)

Sekgndér-UV—VIS—FiIter, 1 Satz,
zur Uberpriifung des BioPhotometers

Drucker

Thermodrucker DPU 414

Netzteil 115 V fir Drucker DPU 414
Netzteil 230 V fir Drucker DPU 414
VGA/Druckerkabel, 9-polig, Stift/Buchse
Thermopapier (10 Rollen) -

UVette®
(Kunststoff-Einmalkiivette fiir UV / VIS, 220 bis 1 600 nm)

UVette®, 80 Stiick, einzeln verpackt
Kuvettenstander fir 16 Kivetten
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12 Auswertung

12.1 Nukleinsduren (dsDNA, ssDNA, RNA, Oligo)

Auswertung (ber Faktor
C =E260xF

C  =Dberechnete Konzentration
E260 = gemessene Extinktion bei 260 nm
F = Faktor (methodenspezifische Programmierung iiber Taste )

Besonderheit bei den Nukleinsduremethoden: Der programmierte Faktor bezieht sich immer auf die Konzen-
trationseinheit "pg/mL". Wird die Konzentrationseinheit "pg/uL" gewéhlt, wird der Faktor intern umgerechnet:

F'=F /1000
F’ = umgerechneter Faktor; wird fir die Berechnung der Konzentration benutzt.

Probenverdiinnung
Coil, korr = C X (Vp + Vpy)) / Vp
Cpil, korr = Mit Verdlinnungsfaktor umgerechnetes Ergebnis
[=))

Vp = Volumen der Probe in der Messlésung (Eingabe Uber Taste
Vpi = Volumen des Diluents in der Messlésung (Eingabe Uber Taste )

Schichtdicke der Kiivette
Anwendung: Benutzung von Kivetten mit Schichtdicke 1, 2 oder 5 mm.

Die Schichtdicke der Kiivette wird methodenspezifisch lber die Taste programmiert.

Ekiv, korr = E X 2 (bei Schichtdicke 5 mm)
Ekiv, korr = E X 5 (bei Schichtdicke 2 mm)
Exiv, korr = E X 10 (bei Schichtdicke 1 mm)

Ekuv, korr = auf Schichtdicke 10 mm umgerechnete Extinktion

Korrektur E320 _
Anwendung: Partielle Korrektur von Verfalschungen der Extinktion durch Triibungen in der Messlésung.

Das Auswerteverfahren mit bzw. ohne Korrektur E320 wird methodenspezifisch liber die Taste program-
miert.

Ex, korr = Ex - E320

Ex korr = rechnerisch korrigierte Extinktion bei der Wellenlange 230, 260 und 280 nm
E, = gemessene Extinktion bei der Wellenlange 230, 260 und 280 nm

E320 = gemessene Extinktion bei der Wellenldnge 320 nm

Die korrigierte Extinktion wird fir die weitere Ergebnisberechnung benutzt.

Taste Conversion: Berechnung der Menge
Anwendung: Berechnung der Nukleinsduremenge im gesamten Probenvolumen

M =Cx VP, ges
M = berechnete Gesamtmenge an Nukleinsaure im Probengefai
C = berechnete Konzentration

Vp ges = Volumen der Probe im Probengefaf3 (Eingabe Uber Taste )
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12 Auswertung

Taste Conversion: Berechnung der molaren Konzentration

Anwendung: Berechnung der molaren Konzentration aus Massenkonzentration und relativer Molmasse. Die
Molmasse wird entweder direkt eingegeben oder vom Gerat aus der eingegeben Zahl von Basen bzw. Basen-
paaren pro Molekiil berechnet.

Cmai=C/N
Cmol = molare Konzentration (berechnet)
N = relative Molmasse in kDa (Eingabe Uber Taste )

Falls anstelle der relativen Molmasse die Zahl der Basen bzw. Basenpaare pro Molekill eingegeben wurde,
wird N aus der Zahl der Basen (-paare) berechnet:

dsDNA: N = bp x 2 x 330 x 10
ssDNA, RNA, Oligo: N =b x 330 x 103

N = berechnete relative Molmasse in kDa
bp = eingegebene Zahl der Basenpaare pro Molekil (dsDNA)
b =eingegebene Zahl der Basen pro Molekiil (ssDNA, RNA, Oligo)

Die Einheit fir die molare Konzentration wird Uber die Taste methodenspezifisch programmiert.

12.2 Protein direkt photometrisch

Auswahl flr die Ergebnisausgabe:
— Extinktion
— Berechnung der Konzentration Giber Faktor
— Berechnung der Konzentration Uber Einpunktkalibration
— Berechnung der Konzentration Gber Warburg-Formel

Berechnung der Konzentration (iber Faktor
Siehe Abschnitt 12.1; Messwellenlange: 280 nm

Bei der Eingabe des Faktors Uber die Taste muss die programmierte Konzentrationseinheit beriicksich-
tigt werden.

Berechnung der Konzentration iiber Standard (Einpunktkalibration)
F =Cg/Eg
F = berechneter Faktor

Cg = Sollkonzentration des Standards (methodenspezifische Programmierung iber Taste )
Es = gemessene Extinktion des Standards

Wurde fiir den Standard Mehrfachmessung (2x, 3x) programmiert, erfolgt die Auswertung aus den gemesse-
nen Extinktionen unter Einbeziehung des Nullwerts iber lineare Regression. Nach Berechnung der Regres-
sion wird ein VK-Wert (Variations-Koeffizient in "%") als Maf3 fiir die Streuung der Messwerte gebildet. Ist der
VK-Wert gréBer als 10 %, wird er angezeigt. In diesem Fall wird die Kalibration erst nach Bestatigung gespei-
chert (siehe Abschnitt 12.3).

Die Berechnung der Probenkonzentration erfolgt mit dem berechneten Faktor:
C=E280xF

Berechnung der Konzentration {iber Warburg-Formel

C = 1.55 x E280 — 0.76 x E260 fiir Konzentrationseinheit "mg/mL"
C = (1.55 x E280 — 0.76 x E260) x 1000 fir Konzentrationseinheit "ug/mL"
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12 Auswertung

Probenverdiinnung, Schichtdicke der Kiivette und Korrektur E320
Siehe Abschnitt 12.1.

12.3 Protein mit Reagenzzugabe
Methoden: Bradford, Bradford micro, BCA, BCA micro, Lowry, Lowry micro

Auswanhl flir die Ergebnisausgabe:
— Extinktion
— Berechnung der Konzentration iiber Faktor
— Berechnung der Konzentration tiber Standard

Auswahl der Auswerteverfahren {iber Standard:
— Einpunktkalibration

— Mehrpunktkalibration (Standardgerade)

— Mehrpunktkalibration (Standardkurve)

Berechnung der Konzentration iiber Faktor und Berechnung der Konzentration iiber Standard
(Einpunktkalibration)

Siehe Abschnitt 12.2; Messwellenlange: 595 nm (Bradford; Lowry) bzw. 562 nhm (BCA)

Berechnung der Konzentration iiber Standard (Mehrpunktkalibration; Kalibrationsgerade)

Aus 2 bis 10 Standards, die in Einzel-, Doppel- oder Dreifachbestimmung gemessen werden, wird eine Kali-
brationsgerade (Konzentration als Funktion der Extinktion) berechnet. Die Geradengleichung wird liber
lineare Regression berechnet.

C = ag, + a4 E

a, = Steigung der Kalibrationsgeraden (Faktor)

a, = Schnittpunkt der Kalibrationsgeraden mit der Konzentrationsachse
(Konzentration einer Probe mit der Extinktion "0" [Offset])

Nach Berechnung einer Kalibration wird vom Geréat der "VK"-Wert (Variationskoeffizient in "%") berechnet
(Ausnahme: Zweipunktkalibration mit Einfachbestimmung der beiden Standards). Der VK-Wert ist ein Maf3 fir
die Streuung der Messwerte um die berechnete Kalibrationsgerade herum. Liegt der Wert héher als 10 %,
wird die Kalibration nicht automatisch, sondern erst nach Bestatigung durch den Anwender gespeichert. Bei
mehr als 2 Standards wird der VK-Wert immer (auch bei einem Wert < 10 %) angezeigt.

Uber die Taste kénnen die berechneten Parameter ("a," und "a4") der gespeicherten Kalibrations-
gerade ausgedruckt werden.

Berechnung der Konzentration liber Standard (Mehrpunktkalibration; Kalibrationskurve)

Aus 5 bis 10 Standards, die in Einzelbestimmung bzw. aus 4 bis 10 Standards, die in Doppel- oder Dreifach-
bestimmung gemessen werden, wird eine Kalibrationskurve (Konzentration als Funktion der Extinktion)
berechnet. Die nichtlineare Regression wird (ber ein Polynom 3. Grades berechnet.

C=ag+aE+aE% +a3E% +. ..
a = Koeffizienten (Die Koeffizienten werden mit der Methode der kleinsten Quadrate bestimmt)

VK-Wert: siehe oben (lineare Regression)

Uber die Taste kénnen die berechneten Parameter der gespeicherten Kalibrationsgerade ausgedruckt
werden.
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12 Auswertung

Probenverdiinnung und Schichtdicke der Kiivette
Siehe Abschnitt 12.1.

12.4 OD 600

Die gemessenen Werte werden als bei der Wellenldnge 595 nm gemessene Extinktionswerte ausgegeben.

Probenverdiinnung und Schichtdicke der Kiivette
Siehe Abschnitt 12.1.

43



13 Uberpriifung des Photometers

Zur Uberpriifung der photometrischen Richtigkeit und der Wellenlangenrichtigkeit wird von Eppendorf ein
Filtersatz (Sekundér-UV-VIS-Filter, Best.-Nr. 6131 928.007) angeboten. Der Satz enthalt drei Filter

("Sample A1", "Sample A2" und "Sample A3") zur Uberpriifung der photometrischen Richtigkeit und zwei Filter
("Sample 260 nm” und "Sample 280 nm”) zur Uberpriifung der Wellenidngenrichtigkeit. Die Extinktionen der
Filter werden gegen ein Leerwertfilter ("Blank Ao") gemessen.

Zur Messung werden Leerwertfilter und "Probenfilter " (Priiffilter) wie Kivetten in den Kiivettenhalter einge-
setzt. Dabei muB3 der Aufkleber mit der Filterbezeichnung zum Anwender hin zeigen. Die fiir die Priffilter
gemessenen Extinktionswerte werden gegen den zulassigen Wertebereich verglichen. Die Grenzwerte flr
den zulassigen Bereich sind fiir die einzelnen Filter in einer Tabelle im Deckel des Filterkastens abgedruckt
(siehe in der Abbildung: "X. XXX — X. XXX A").

eppendorf BioPhotometer
Secondary -UV - VIS - Filter Order No./Best.Nr.:6131 928.007
Limits measured against Blank Ao at approx. 20 °C
Grenzwerte gemessen gegen Blank Ao bei ca. 20 °C
Photometric accuracy Wavelength accuracy
Photometrische Richtigkeit Wellenl&ngenrichtigkeit
Filter Blank Sample Sample Sample Sample Sample
Type Ao A1 : A2 A3 260 nm 280 nm
230nm | 0.000 A | X XXX - X. XXX A [ X XXX - X XXX A | X. XXX - X. XXX A
260nm | 0.000 A | X XXX - X XXX A | X XXX = X XXX A | X XXX - X XXX A [ X XXX - X XXX A
280nm | 0.000 A | X. XXX - X XXX A [ X XXX - X XXX A | X XXX - X XXX A XXXX - X XXX A
320nm | 0.000 A | X XXX - X XXX A | X XXX - X XXX A | X XXX - X XXX A
562nm | 0.000 A [ X XXX - X XXX A | X XXX - X XXX A | X. XXX - X XXX A
595nm | 0.000 A | X XXX - X XXX A | X XXX - X XXX A | X XXX - X XXX A
Code 914 XXX 921 XXX 922 XXX 923 XXX 916 XXX 917 XXX
Please protect against dust, heat and liquid
Bitte vor Staub, Hitze und Flissigkeiten
schiitzen
The limits are valid for max. 2 years
as of the date on the right.
Die Grenzwerte gelten fir max. 2 Jahre ab Date/Datum Signature/Unterschrift
Datum.

Abb.: Deckel des Filterkastens 6131 928.007 (Innenseite)
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13 Uberpriifung des Photometers

Priifablauf

Priifung bei ca. 20 °C durchflihren.

Filter nur kurzfristig dem Filterkasten entnehmen und vor Verschmutzung oder Beschédigung der Filter-
oberflachen schitzen.

Filter vor Staub, Hitze, Flissigkeit und aggressiven Dampfen schitzen.
Filter immer so einsetzen, daf3 der Aufkieber mit der Filterbezeichnung zum Anwender hin zeigt.

Funktion "Photometertest” aufrufen.
Diese Funktion ist in Geraten mit der Software-Version ab V 1.20 enthalten. Fiir den Gebrauch der Prii-
filter mit alterer Software-Version wenden Sie sich bitte an Eppendordf.

Priffilter anwéhlen

- "A1", "A2" oder "A3" fur die Messung der photometrischen Richtigkeit bei 230, 260, 280, 320, 562
und 595 nm.
"A260" oder "A2g80" fir die Messung der Wellenlangenrichtigkeit bei 260 bzw. 280 nm.

— "A??" ist nur fur Prifungen durch den Eppendorf-Service vorgesehen.

Den Anweisungen im Display des Photometers fiir die Messung von "Blank" und "Probe" folgen.
Das Gerat fihrt 10 Messzyklen durch und druckt danach die Mittelwerte flr die Extinktionen bei den
jeweiligen Wellenl&dngen aus.

Extinktionswerte mit dem zulassigen Wertebereich vergleichen.

Zusatzlich zu Informationen Gber die Richtigkeit enthalt der Ausdruck Informationen (iber die Prazision:
Aus den jeweils 10 Messungen pro Filter und Wellenlange werden jeweils Standardabweichung und VK
berechnet.

Sollten die gemessenen Extinktionswerte nicht mit dem zulassigen Wertebereich lbereinstimmen, wenden
Sie sich bitte an den Service von Eppendort. Die Filter sollten nach 2 Jahren von Eppendorf neu kalibriert
werden.
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Konformitétsbescheinigung fiir BioPhotometer 6131

geméan Anlage 15 zur Eichordnung

MeBtechnische Beschreibung

Art:
Typ:
Hersteller / Vertreiber:
Gebrauchsanweisung:

1. MeBsystem
Strahlengang:

Strahler:

Spektralapparat:
Strahlungsempfanger:

Klvette:
Klvettentypen:

Klvettentemperierung:

MeBwertanzeige:
Angezeigte MeBgréBen:

2. MeBverfahren
Bestimmung des
Kuvettenleerwertes:
Konzentrationsbestimmung:
Vergleichsmessung
an Referenzmaterial:

Einstrahl-Photometer mit Referenzstrahl und festen Wellenlangen
BioPhotometer 6131

Eppendorf — Netheler — Hinz GmbH, Hamburg
Bedienungsanleitung

Lampe > Blende > Linse > Blende > Kiivette > Blende >

Beugungsgitter > Blenden > Fotodioden

Xenon-Blitz-Lampe

Kontinuum-Spektralbereich 220 bis 2000 nm

Gitter-Polychromator

Silizium-Fotodioden

Spektralbereich 200 bis 1100 nm

Quarzglas, Optisches Spezialglas oder Kunststoff, je nach MeBwellenldnge

10 mm Makro mind. Vol. 1000 pi
10 mm Halbmikro mind. Vol. 400 pl
10 mm Absaug mind. Vol. 300 pl
10 mm Ultramikro mind. Vol. 70 yl

nicht vorhanden

Beleuchtete, grafische LCD 33 x 66 mm?
Extinktion, Massenkonzentration, molare Konzentration

Wellenlangenabhangiger EinzelmeBwert der jeweiligen Kuvette
Lambert-Beer-Bourguer Gesetz

Uberpriifung mit kalibrierten Sekundarstandards

3. MeBbereich des spektralen AbsorptionsmaB3es

Bereich:

4. Nenngebrauchsbedingungen
Kivettenleerwert:

MeBwellenlangen:
Anwarmzeit:
Betriebsspannung:
Umgebungstemperatur:
Relative Luftfeuchte:

0,000 bis 3,000 E

AuBerhalb dieses Mef3bereiches und bei anderen ais den folgenden Nenngebrauchs

bedingungen kénnen die aufgefiihrten Fehlergrenzen tberschritten werden.

Abhéngig von der verwendeten Kiivette
Xenon 230, 260, 280, 320, 562, 595 nm
keine

100 bis 240V + 10 %, 50 bis 60 Hz + 5 %
15 bis 35 °C

15 bis 70 %

5. Fehlergrenzen und andere Grenzwerte
Relative photometrische Unsicherheit des spektralen Absorptionsmafes bei allen MeBwellenlangen

far eine Einzelmessung:

Relative photometrische
Kurzzeit-Standardabweichung:
Wellenlangenunrichtigkeit:

Spektrale Halbwertbreite:
Integraler Fehlstrahlungsanteil:

Datum: 25.09.1997
Eppendorf — Netheler — Hinz GmbH
— Qualitat und Normen —

+1,5%beil1E
<05%beil1E
+ 1 nm bei 230 bis 280 nm, + 2 nm bei 320 bis 595 nm

< 5 nm bei 230 bis 320 nm, £ 7 nm bei 562 und 595 nm
< 0,08 % bei 260 nm mit GG 375-3 (Schott)
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Overview

Cuvettes

3 4 5
1 Device display 5 Dilution key
2 9 method keys 6 Conversion key
3 Function key (device functions) 7 Measuring keys
4 Parameter key (programming key) 8 Cuvette shaft

The main power key, main power connection and printer connection are located
on the rear of the device (see Section 4, "Installation”).

The BioPhotometer from Eppendorf is used for rapid, simple and convenient
measurement of the most common methods in research labs in the fields of molecular
biology and biochemistry.

Standard rectangular cuvettes made of glass or plastic that transmit light at every
measuring wavelength may be inserted into the cuvette shaft. Using the UVette® from
Eppendor, it is now possible to measure nucleic acids in a plastic cuvette.

The height of the measuring window (8.5 mm) must be taken into consideration when
the cuvettes are selected. To ensure correct, precise results, please ensure that the
cuvettes are clean and that the measuring solution is particle-free. A seal is included
with the device to protect the cuvette shaft from dust when not in use.
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1 Overview

Methods

Method

Measurement

Calculation

Results printout

There are twelve preprogrammed factory-set methods which can be called up at the
push of a button:

Nucleic acids
dsDNA Double-stranded DNA
ssDNA Single-stranded DNA
RNA RNA
Oligo Oligonucleotides
Proteins
Protein Direct photometric measurement
Bradford Bradford method
Bradford micro Bradford method, low concentration range
Lowry Lowry method
Lowry micro Lowry method, low concentration range
BCA BCA method
BCA micro BCA method, low concentration range
Bacteria density
OD 600 Turbidity measurement

Each method has an accompanying, factory-set program that contains different

- parameters, such as units of concentration and type of calculation. The method

programs can be changed at any time using the key. Before using a method for
the first time, call up the corresponding method program and — if necessary — adapt it to
suit your requirements. For methods which are to be calculated using calibration by
standard measurements, the number and nominal concentrations of the standards
must be adapted.

For measurement purposes, the desired method should be called up using the
appropriate measuring key. The Bradford, Lowry and BCA methods have the same
special feature: For each of these methods, two different calculation ranges may be
programmed. It is possible to toggle between the two method programs (e.g. "BCA"
and "BCA micro") by pressing the method key repeatedly.

Pressing one of the three oval measuring keys starts the measurement. The device is
ready to measure immediately after being switched on. An indication as to which of the
three measuring keys should be used for a measurement can be found in the lower part
of the device display (Details on the measuring process can be found in Section 5,
"Operation”).

It is possible to calculate the result automatically using method-specific programmed
calculation modes (factor, calibration, Warburg formula or direct absorbance output). In
addition to the calculated results, the absorbances and (for nucleic acids) the common
absorbance ratios appear in the display.

Sample dilutions can also be included in the calculation process key). The
calculated mass concentrations for nucleic acids can be converted into molar

concentrations by pressing the key. This key can also be used to calculate the
total sample quantity ("yield") in the sample vessel.

The results appear in the device display and can be printed out (if the printer is
connected). A data transfer pogram is available from Eppendorf for evaluating your
results on a computer using a calculation program (see Sec. 11, "Ordering
information").

Sample results and calibration results are stored; this data can be called up by pressing

the key.
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2 Technical data

Photometer
Optical system:

Light source:

Spectral dispersion:
Measuring wavelengths:
Wavelength selection:
Spectral bandwidth:

Wavelength inaccuracy:

Photometric measuring range:

Photometric imprecision:

Photometric inaccuracy:

Stray-light proportion:

Measuring procedures
Measuring procedure:

Method-dependent
calculation:

Memory
Method memory:

Calibration memory:
Results memory:

Absorption single-beam photometer with reference beam
and several fixed wavelengths

Xenon flash lamp

Holographic concave grating

Xe 230, 260, 280, 320, 562, 595 nm
Method-dependent, program-controlled

5 nm at 230 to 320 nm
7 nm at 562 to 595 nm

+ 1 nm at 230 to 280 nm
+ 2 nm at 320 to 595 nm

Quartz glass cuvette: 0.000 to 3.000 A

UVette® (Eppendorf): 2.5 A at 230 nm
2.6 A at 260 nm
2.8 A at 280 nm
2.9 A at 320 nm

<0.002Aat0A

.<0.005Aat1A

+1%at1A
< 0.05 %

End-point against blank

Absorbance

Concentration via factor

Concentration via Warburg formula

Concentration via calibration with 1 to 10 standards
One-point calibration (1 standard)

Linear regression (2 to 10 standards)

Non-linear regression

(3rd degree polynomer; 4 or 5 to 10 standards;
see Section 12, "Calculation")

1 X, 2 x or 3 x determination

For nucleic acids:
Ratio 260/280
Ratio 260/230
Molar concentration
Total yield

12 preprogrammed, modifiable method programs
For all calibration procedures

For 100 results with absorbance and ratio values,
sample number, sample dilution, date and time (calendar up to 2090)
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2 Technical data

Operation
Cuvette material:

Cuvette shaft;
Overall height of cuvettes:

Height of light beams
in the cuvette:

Light bundle in the cuvette:

Keypad:
Display:
User guidance:

Results output:

General data
Supply voltage:

Overvoltage category:
Pollution degree:

Power requirement /
power output:

Current consumption:

Permitted mains interruption:

Fuses:

Ambient conditions:

Printer connection:

Standards and regulations:

Dimensions:

Weight:

dsDNA, ssDNA, RNA, Oligo, Protein: Quartz glass or plastic
(UVette® from Eppendorf)

OD 600, Bradford, Lowry, BCA: Glass or plastic
12.5 mm x 12.5 mm, not temperature-controlled

Min. 36 mm

8.5 mm

Width: 1 mm
Height: 1.5 mm

19 foil keys
llluminated graphic display, 33 mm x 60 mm
German, English

Via display and printer
Absorbance, concentration, ratio

100 10 240 V + 10 %; 50 to 60 Hz + 5 %
11 (IEC 61010-1)
2 (IEC 664)

Approx. 20 W in operation, approx. 10 W in Standby mode
<03A

Approx. 10 ms at 90V
Approx. 200 ms at 220 V

T1A/250V,5mm x 20 mm (2 pcs.)

15 to 35 °C with defined precision and accuracy
—25 to 70 °C when not in operation or when stored
15 to 70 % relative humidity
Cannot be used in tropical climate
Keep out of direct sunlight

RS-232 C, serial
The printer that is connected must comply with the requirements
of EN 60950 or UL 1950.

Complies with VDE, CE, IEC 1010-1

Width: 20cm  (packaged: 29 cm)
Depth: 32cm (packaged: 43 cm)
Height: 10cm (packaged: 20 cm)

3kg (packaged: 4,8 kg)

Technical specifications subject to change.
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3 Safety precautions and prevention of damage

Technical safety

Do not open the device.
Do not allow any liquid to enter into the device.

Disconnect the device from the mains supply before carrying out maintenance work
or changing the fuses.
The inside of the device is a high-voltage area. Danger!

Do not operate the device in a hazardous location or potentially explosive
environment.

Do not use the device if it is damaged, especially if the main power cable is in any
way damaged or defective.

Repairs may only be carried out by the service technicians from Eppendorf —
Netheler — Hinz GmbH and by authorized contractual partners.

The device must be connected to a power outlet that has a protective ground
connection.

If the equipment is used in a manner not specified by the manufacturer, the
protection provided by the equipment may be impaired.

Handling biological and chemical material

Reagents and dilution buffers can cause cauterization and other damage to health.

Samples (nucleic acids, proteins, bacteria cultures) can be infectious and cause
serious damage to health.

During sample preparation, measuring procedures and maintenance and cleaning
work, observe all local laboratory safety precautions (e.g. wear protective clothing
and gloves, use of disinfectant) regarding the handling of sample material.

Dispose of measuring solutions and cleaning and disinfectant materials in
accordance with the relevant local laboratory regulations.
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4 Installation

BioPhotometer

Mains cable for BioPhotometer
Operating manual, incl. short instructions
Seal for cuvette shaft

Delivery package

4.1 BioPhotometer

Connect up Space required: Width: 40cm
device Depth: 50 cm
Power connection: Safety socket

— Insert the mains plug of the device into the safety socket.
It is not necessary to set voltage of the device within the voltage range specified in
“Technical data" because the voltage is set automatically within this range.

Ambient conditions: see "Technical data".
— Remove the protective foil from the device display.

i otunin, e ¥
?,{—mm:m-unmm‘am: Qmii
i 13N Ramdwerg :
E Typ 635%  0QOR No.00Un1
100-240V $0-60Kz  <O3n IOV 7
E foze ==y ez VO
B {
b

}:%Ice Mads ta Casmany .

¥

S A—

3 4
1 Mains switch 4 Printer connection, serial
2 Fuse holder (RS-232 C)

3 Mains connection
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4 Installation

4.2 Printer
Printer DPU 414

Setting the
printer function

The Eppendorf Thermal Printer DPU 414 can be connected to the serial interface
RS-232 C of the BioPhotometer (see Section 11, "Ordering information").

— Insert the printer cable into the printer connection socket of the BioPhotometer (see
photo) and tighten the safety screws on the plug to secure.

— Connect the printer cable to the printer and tighten the safety screws on the plug to
secure.

— Connect up to the power supply using a 115V or 230 V mains cable.

BioPhotometer
~ Select the function "Printer DPU 414" in the function list, and confirm.

Printer DPU 414
— Check the printer settings. If necessary, set the printer for use with the
BioPhotometer, as described in the printer supplement.

Printer settings for working with the BioPhotometer:

Dip SW-1

1 (OFF) : Input = Serial

2 (ON) : Printing Speed = High

3 (ON) : Auto Loading = ON

4 (ON) : AutoLF=ON

5 (ON) : Setting Command = Enable
6 (OFF) : Printing

7 (ON) : Density

8 (ON) : =100%

Dip SW-2

Settings made by the user are not relevant for the group "Dip SW-2" because the
BioPhotometer assumes these settings automatically in accordance with the
language version selected.

Dip SW-3

1 (ON) : Data Length = 8 bits

2 (ON) : Parity Settings = No

3 (ON) : Parity Conditions = Odd

4 (OFF) : Busy Control = XON/XOFF
5 (OFF) : Baud

6 (ON) : Rate

7 (ON) : Select

8 (ON) : =9600 bps
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4 Installation

Other printers

4.3 Cuvettes

In addition to the DPU 414, it is also possible to connect other serial printers to the
serial interface of the BioPhotometer. With the aid of an adapter cable, parallel printers
can also be connected.

BioPhotometer ,
— Select the function "Printer serial" in the functions list, and confirm.

Printer
Requirements for the serial printer:
Busy Control : XON/XOFF

Baud Rate(ON) : 9600 bps
Data Bit Length : 8 bits
Parity Permission : Without
Parity Conditions : Odd

Parallel printers can be connected using an adapter cable which fulfills the above
requirements.

Commercially available rectangular cuvettes may be used in the cuvette shaft. When
the height of the measuring window is 8.5 mm above the cuvette base and the overall
height of the cuvette is at least 36 mm (see the graphics in "Short instructions").

The light bundie in the cuvette is 1.0 mm wide and 1.5 mm high.

For measurements, cuvettes made of glass or plastic may be used on condition that
they are transparent at the respective measuring wavelength. The UVette® from
Eppendorf is a plastic cuvette which is transparent at wavelengths as low as 220 nm,
which means that it is also suitable for nucleic acid measurement.
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5 Operation

5.1 Keypad

dsDNA

ssDNA

-5

RNA

Oligo

4
Protein

1
Bradford

Lowry

eppendorf BioPhotometer

Standard

Lowry

: ) - Clear l
. ; p 3 e =
ramet nter
Sampte No. Function a Dilution

— To call up the "Double-stranded DNA" method.
— To enter figure 7.

— To call up the "Single-stranded DNA" method.
— To enter figure 8.

— To call up the "RNA" method.
— To enter figure 9.

~ To call up the "Oligonucleotide" method.
— To enter figure 6.

~ To call up the "Protein (direct photometric measurement)" method.
— To enter figure 4. :

— To call up the "Bradford" and "Bradford micro" methods.
— To switch between the "Bradford" and "Bradford micro" methods.
— To enter figure 1.

— To call up the "Lowry" and "Lowry micro" methods.
~ To switch between the "Lowry" and "Lowry micro" methods.
~ To enter figure 2.
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5 Operation

BCA

0D 600

Parameter

D ————
[ ]

Function

0
Sample No.

v
Dilution

o
Conversion

Clear

Enter

— To call up the "BCA" and "BCA micro" methods.
— To switch between the "BCA" and "BCA micro" methods.
— To enter figure 3.

— To call up the "OD 600 (measuring the bacteria density)" method.
— To enter figure 5.

— To call up the programming level.
— To exit the programming level.

— To call up the function level.
— To exit the function level.
— To enter a point.

— To change the sample number.
— To enter figure 0.

— To enter the dilution.
— To move the cursor to the next line.
(e.g. in the parameter list or function list).

— To calculate the molar concentration and the total amount of sample ("yield").

— To move the cursor to the previous line.

(e.g. in the parameter list or function list).

— To delete entries.

— To confirm entries.

— To measure a standard.

— To measure a blank.

— To measure a sample.
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5 Operation

— dsDNA
— ssDNA
— RNA
— Oligo

Call up method

Measure blank

5.2 Measuring nucleic acids
This description is valid for the following methods:

dsDNA

—
dsDNA

PROGRAMMED FACTOR:
1 Az260 = 50.0 gg/mL

or

-

Calculation

The factory-set factors are those which are normally used
with nucleic-acid methods for the conversion of

UV absorbance into concentration (in this example: 50). The
factors can be changed using the key (see
"Programming"”). The number of decimal places of the resuit
is determined by the number of decimal places of the
programmed factor.

If a unit of concentration other than pg/mL is selected (e.g.
pg/pL), the BioPhotometer converts the factor internally in
order to produce the correct result.

Measuring procedure

Blank measurements remain stored until the date changes.

If a blank has already been measured on the same day, the

BioPhotometer offers the following in the last line of the

display after method call-up:

— To measure a new blank or

— To measure a sample directly and to use the stored blank.
If no blank has been measured on the same day, the
instrument will only allow blank measurement.

- R
dsDNA BLANK

0.000 A

or
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5 Operation

Measure sample

Measure
next sample

Sample dilution

Conversion key

Conversion

' ™
dsDNA SAMPLE 001
7 0 . 0 pg/mL
0.694 Az230
1.408 Az260
1.97 260/280 0.715 Azs0
2.03 260/230 0.002 Aaz20 J
.
Results display

As an indication of the purity of the nucleic acid sample which
has been measured, the absorbance at 230, 280 and 320 nm
as well as the ratios A260/A280 and A260/A230 are displayed in
addition to the concentration result and the absorbance at a
wavelength of 260 nm. With pure samples, the absorbance at
320 nm should be approximately zero.

To measure the next sample, press the key again.

The sample dilution in the measuring cuvette can be entered
using the key before the measurement starts and is
included automatically in the result calculation (see
"Measuring diluted samples").

The most-recently measured concentration result can be
converted into molar concentrations and/or into nucleic acid
guantities (unit of mass or unit of mol):

~

(CALC. AMOUNT:
TOTAL SAMPLE= — - — pL

CALC. MOLARITY:
BASE PAIRS -——-
MOL.MASS - —---kDa

- /

Entering "TOTAL SAMPLE"

The value entered is converted using the concentration
measured. The result shown is the quantity of nucleic acid
present in the sample.

Entering "BASE PAIRS" or"MOL.MASS"

It is sufficient to make an entry in only one of the two lines.
The molar concentration is calculated using the value
entered and the concentration measured.

Input fields can be skipped using the key.

60



5 Operation

Enter

Call up method

Enter

Enter

Protein

Display after entry of "140 pL sample volume" and "300 base
pairs";

~ ™~
dsDNA SAMPLE 001
70.0 ugmL
353.5 pmol/mL
9.8 ug
49.5 pmol
|- iy

The molar unit of concentration (here: "pmol/mL") is
preprogrammed, but can be selected and changed using the
Parameter key

5.3 Direct photometric measurement of protein

(PROTEIN
ABSORBANCE

or

.

Calculation

For the "protein" method, the "absorbance" calculation mode
is stored, i.e. only the absorbances which are measured
directly appear in the display. Calculations via the following
calculation procedures can be programmed using the
key (see Section 6 "Programming"):

— Factor
— Standard (One-point calibration)
— Warburg formula
The number of decimal places of the preprogrammed factor

or the preprogrammed nominal concentration of the standard
determines the number of decimal places in the result.

When programming the factor, please ensure that the factor
is adapted in line with the unit of concentration selected.
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5 Operation

Measure blank

Measure sample

Measure
next sample

Sample dilution

Measuring procedure

The following example shows the measuring procedure
for the "Absorbance" calculation mode. For details of the
measuring procedure via standard (one-point calibration),
please refer to "Measuring proteins with reagent".

Blank measurements remain stored until the date changes
(For further details, please refer to "Measuring nucleic
acids").

(PROTEIN BLANK

0.000 A

(PROTEIN SAMPLE 001

0.430 a

0.245 Aze0
0.430 Azso0

0.002 Aszz20
N _/

Results display

In addition to the concentration result and the absorbance at
the measuring wavelength of 280 nm, A260 and A320 appear
in the display as an indication of the purity of the sample. The
absorbance at 320 nm should be approximately zero.

To measure the next sample, press the

Sample dilution in the measuring cuvette can be entered
using the key before the measurement begins and

is then included automatically in the following calculation of
sample concentrations (see "Measuring diluted samples").
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5 Operation

5.4 Measuring proteins with reagent (Bradford, BCA, Lowry)

(| N
Call up method BRADFORD

Bradford

CALIBRATION RANGE
XXX - XXX pg/mL

or Standard
vy

If a valid calibration (which is then stored by the device) has already
been performed, the date and time of the stored calibration appear.
In this case, the method can be recalibrated after blank
measurement or the sample measurements may begin directly and
can then be calculated using the previously stored calibration.

o

Micro methods

The Bradford, Lowry and BCA methods have a special feature:
Two different concentration ranges may be programmed for each
of these methods. It is possible to toggle between the two methods
(e.g. "BCA" and "BCA micro") by pressing the method key
repeatedly.

Calculation

For the Bradford, Lowry and BCA methods, the device contains a
factory-set calibration procedure via multiple-point calibration and
calculation of a calibration curve via non-linear regression. Other
calculation methods may be programmed using the key
(see Section 6 "Programming"):

— Factor (calculation of concentration values via factor).

— Absorbance (the measured values appear as absorbance
values with no further calculation).

The following parameters may be changed for the factory-set
calculation procedure via standard (see "Programming").

— Number of standards (1 to 10).
— Number of multiple measurements per standard (1 to 3).

— Calculation procedure for multiple-point calibration (linear or
non-linear calibration).

— Nominal concentrations of the standards.

The number of decimal places of the preprogrammed factor or the
preprogrammed nominal concentration of the standard determines
the number of decimal places in the result.

In the case of calculation via factor, please ensure that the factor is
adapted in line with the unit of concentration selected.




5 Operation

Measure blank

Measure
standards

Measuring procedure

Blank measurements remain stored until the date changes
(For further details, see "Measuring nucleic acids").

Standard measurements remain stored until they are overwritten
with new standard measurements. For the calculation of sample
measurements, the most-recently stored calibration is used.

In the following example, multiple-point calibration with 5 standards
in double determination and calibration calculation via non-linear
regression was programmed as a calculation procedure for the

Bradford method:

r ~
BRADFORD BLANK

0.000

(BRADFORD STD 1-1
XXXX pg/mL
X. XXX a
NEXT: STD 1-2
XXXX pg/mL
N _/

Standard 1/
first measurement

The first two lines of the display contain the standard that has just
been measured. The last two lines of the display contain the next
standard which is to be measured, with the nominal concentration.

(BRADFORD STD 1-2 )
XXXX pg/mL
X. XXX a
NEXT: STD 2-1
XXXX pg/mL
AN -7

Standard 1/

second measurement

64



5 Operation

Measure sample

Measure
next sample

Sample dilution

Device display following all standard measurements:

(BRADFORD STD 5-2 )
XXXX pg/mL

X. XXX a

CV: 2.8%
CALIBRATION STORED
- _J/

The CV (coefficient of variation) is a measure of the scattering of
standard values around the regression curve. If the CV is smaller
than 10 %, the calibration is stored automatically. If the CV is
greater than 10 %, the question "STORE? ENT/CLR" appears, and
you may then accept or delete the calculated calibration. Sample
measurements are calculated using the most-recent valid
calibration.

e ™
BRADFORD SAMPLE 001
X.XXX ug/mL

X. XXX Asgs

. ./

Results display

In addition to the concentration result, the absorbance at the
respective wavelength (for Bradford: 595 nm) appears in the
display.

To measure the next sample, press th

key before the measurement begins and is then included
aufomatically in the result calculation (see "Measuring diluted
samples").

Sami le dilution in the measuring cuvette can be entered using the
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5 Operation

5.5 Measuring OD 600

Select method

OD 600

Measure blank

Measure sample

Measure
next sample

Sample dilution

(0D600

or

Measuring procedure :
Blank measurements remain stored until the date changes
(for further details, see "Measuring nucleic acids").

s ™
OD8&00 BLANK

0.000 A

or

U
' ™~
0oD600 SAMPLE 001
0.430 A
4 J

To measure the next sample, press the ( ¢

Sample dilution in the measuring cuvette can be entered
using the key before the measurement begins and
is then included automatically in the result calculation
(see "Measuring diluted samples”).

The OD 600 measurement is a stray-light measurement;
the result is therefore heavily dependent on the geometry
of the light path, which may vary between photometers
from different manufacturers.
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5 Operation

Enter
dilution

Dilution

Enter

Measure
diluted sample

Deleting
dilution entry

5.6 Measuring diluted samples

Sample dilutions may be entered using the key before the measurement begins. When the result is
calculated and displayed, the dilution factor is included automatically.

In the following example, a blank has already been measured:

s ~
dsDNA BLANK

0.000 A

or

s ™\
dsDNA SAMPLE 001

SAMPLE+DILUENT

S —
- J/
- ~
dsDNA SAMPLE 001
20+180pL

Enter

or

~ ™
dsDNA SAMPLE 001
7 0 0 . 0 pg/mL
20+180pL 0.694 A230
1.408 Az60
1.97 260/280 0.715 Az2s0
2.03 260/230 0.002 As320
. vy

The sample dilution is included in the result. The dilution
factor entered remains stored for the calculation of further
sample results until it is overwritten.

To delete the dilution factor, press the key again. The
values for "Sample" and "Diluent" are then deleted using the

key or are overwritten with "zero".
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5 Operation

5.7 Changing the sample number

During sample measurements, the serial number of the sample appears in the top right of the display.
The sample number is counted separately for each method and is reset to "1" when the date changes.

The sample number can be changed as desired (e.g. for repeat measurements):

4 TN

dsDNA SAMPLE 005

70 . 0 pg/mL

2+180pL 0.694 A230

1.408 Az260

1.97 260/280 0.715 A2s0

2.03 260/230 0.002 A3s20
L. J
Change 0 (dsDNA SAMPLE 005 )

sample number
Sample No.

L )
—

3 (dsDNA SAMPLE 003

Enter

For the next sample to be measured, the sample number was
set to "3". Additional samples are counted serially from the
newly-entered number onwards.
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6 Programming

Call up method

Call up
parameter list

Enter factor and
store

6.1 Programming procedure

For each method, parameters such as the type of calculation or the unit of concentration are stored. The
factory-set method programs can be changed using the key.

Oligo

Parameter

F

Lo

Enter

(OLIGO

PROGRAMMED FACTOR:
pg/mL

1 Azé0 = 30.0

or

I ™~
OLIGO PAGE 1-3
»FACTOR 30.0

CORR. WITH A320 OFF *
............ ON -
N\ /

There are different parameter lists for the various different
methods, all of which can be modified (see Section 6.2 for
overview). The parameters for the "Oligo" methods extend
across three pages of the device display.

Example: Changing the factor
Any numbers that are entered are stored by pressing :

. ~

OLIGO PAGE 1-3
FACTOR 20.0

pCORR. WITH A320 OFF *
............ ON -

. v

After the factor has been stored, the cursor moves to the next
parameter-selection block ("Correction with A320").
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6 Programming

Select
parameter

Store
parameter

Exit

parameter level

Enter

Parameter

Example: Changing the unit

Selection parameters are selected using the cursor keys and
confirmed by pressing | . |. The stored setting is marked
with an asterisk (*):

(oL1GO PAGE 2-3 )
UNIT pg/mL *
....... ng/pL —

o vg/uL —
M. UNIT pmol/uL *

L .......... pymol/L —

_J

~ ~N
OLIGO PAGE 2-3
UNIT ug/mL -
....... ng/ul —
.......... pg/pL *
pM. UNIT pmol/pL *
.......... umol/L —

. J

After the unit of concentration"ug/uL" has been stored, the
cursor moves to the next selection block ("molar unit").

To exit the parameter level, select the line "PARAMETER
END" and press . Alternatively, press the key

from any parameter line.

(OLIGO

PROGRAMMED FACTOR:
1 Az260 = 20.0 pg/mL

or
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6 Programming

6.2 Overview of parameters

dsDNA Oligo Protein Bradford OD 600
ssDNA : Brad.micro
RNA Lowry
Low.micro
BCA
BCA micro
Calculation (Point 1) (Point 1) Absorbance Absorbance (Point 1)
Standard | Standard
Factor Factor
Warburg formula
Correction Off Off Off
with A320 On On On
Unit pg/mL Hg/mL mg/mL mg/mL (Point 2)
ng/uL ng/pL Hg/mL pg/mL
Hg/pL Hg/pL Hg
Molar unit pmol/pL pmol/pL
pmol/L pmol/L
pmol/mL
Cuvette 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm
5mm 5mm 5mm 5mm 5mm
2 mm 2mm 2 mm 2mm 2 mm
1 mm 1 mm 1mm 1 mm 1 mm

(For "Factor" calculation only:)

Factor Entry of Entry of Entry of Entry of Entry of
numbers numbers numbers numbers numbers

(For "Standard" calculation only:)

No. of ‘ (Point 3) Entry of
standards numbers
Std. 1x 1x
measurement 2x 2X
3x 3x
Regression Linear
(Point 4) Non-linear
Standard Entry of Entry of
numbers numbers
Point 1: No selection possible; "Factor" calculation is preprogrammed.
Point 2: No selection possible; the unit "Absorbance” is preprogrammed.
Point 3: No selection possible; the number of standards "1" is preprogrammed.
Point 4: Selection possible only if at least "4" (or, for the single determination of the standard,

at least "5") has been entered for the "Std. number" parameter.




6 Programming

6.3 Explanation of parameters

Parameters are defined as selection parameters or as parameters for entering numbers. In the case of
selection parameters, the programmable alternatives are method-dependent (see overview in previous

section).

Parameter Entries Explanation

Calculation Selection Selection of calculation procedures: Absorbance, Factor,
Standard and Warburg formula.
In the case of calculation using the Warburg formula, the
measured value for A260 is marked in the results display
and on the results printout with a "« ".

Factor Entry of numbers (Only when the calculation process "Factor" has been

Corr. with A320

Unit

M. unit
(molar unit)

Cuvette

(five-figure)

Selection

Selection

Selection

Selection

selected)

Entering a factor;

the number of decimal places determines the number of
decimal places in the result.

(Only for nucleic acid methods and for the direct photometric
determination of protein)

Selection from "Corr. with A320 off" and "Corr. with A320 on";
"Corr. on" means: the absorbance measured at 320 nm is
subtracted from the absorbance results at 260, 280 and

230 nm. Example of application: Correction of turbidity in the
sample.

When the correction function is switched on, the measuring
value for A320 is marked with a "« " in the results display and
on the results printout.

The selection from preprogrammed concentration units is
method-dependent.

Selection is method-dependent
(for nucleic acid measurements only);
is required for the conversion of the concentration into molar

concentrations ( key).

Selection from 10 mm, 5 mm, 2 mm and 1 mm optical path
length; the result is converted for an optical path length of
10 mm (see Section 12 "Calculation").
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6 Programming

The following parameters are offered only when the "Standard" calculation procedure has been programmed:

Std. measurement Selection

Regression Selection
Std. 1 to Std. 10 Entry of numbers
(five-figure)

Parameter Entries Explanation
Std. number Entry of numbers Number of different standards.
(II1 n to II1 Oll)

Selection from "1x", "2x", "3x" repeat measurement of each
standard; a mean value is formed for the further calculation
using the repeat measurements.

(Only for standard number of at least 4 (for single
determination of standards: 5))

Selection from the calculation procedure linear and non-linear
regression.

For a number of standards greater than 1 and lower than

4 (or 5 respectively), calculation always takes place via linear
regression (See Section 12, "Calculation").

Entry of nominal values of standard concentrations;

the number of decimal places of the nominal concentration for
the first standard determines the number of decimal places in
the resuit.
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6.4 Factory-set programmed values

dsDNA | ssDNA RNA Oligo Protein | Bradford | Bradford| Lowry Lowry BCA BCA |OD 600

micro micro micro

Calculation Absorbance| Standard | Standard | Standard | Standard | Standard | Standard

Factor 50.0 37.0 40.0 300 | ----- R LT D Do RN Dl . 11 1.000

Corr. with A320 off off off off off

Std. number 6 6 6 6 8 5

Std. measurmnt. 1x2) 1x 1x 1x 1x 1x 1x

Regression non-linear | non-linear | non-linear | non-linear | non-linear | non-linear

Unit pg/mL pg/mL pg/mL Hg/uL pg/mL®) pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Molar unit pmol/mL | pmol/mL | pmol/mL | pmol/pL

Standardt | | | 1 | ----- 4) 100 1.00 100 1.00 25 0.50

Standard 2 250 25 250 25 125 2

Standard 3 500 5 500 5 250 5

Standard 4 750 10 750 10 500 10

Standard 5 1000 15 1000 15 750 20

Standard 6 1500 25 1500 25 1000

Standard 7 1500

Standard 8 2000

Cuvette 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm 10mm | 10 mm

Notes: 1) With"Factor" calculation: Input required from user

2) With "Standard” calculation
3) With "Standard” or "Factor" calculation
4) With "Standard" calculation: Input required from user

d9
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7 Functions

Functions list

Function

Entries

Explanation

Display results

Calibration report

Date
Time

Stored absorbance

Precision measurement

Photometer test

Sprache Deutsch
Language English
Language U.S.English
langue frangaise

Printer DPU 414
Printer serial

Service

Call up using .

Entry of figures

Entry of figures

Call up using .

Call up using .

Call up using .

Selection

Selection

Display of the last 100 results
(The most-recent result appears first):

E]: To select the results.

To print out the results that have just
been displayed.

— ! To return to the functions list.

Function |°

pon

Printout of the calibrations stored;
E]: To select the method.

To print out the calibration report.

Y

Enter |.

To return to the functions list.

To store.

To store.

H ¢ E.
g

To print out the most-recently measured absorbances
(max. 100 measurements). Mean value, standard
deviation and CV are calculated and printed out for the
values of the most-recently measured method.

To perform measurement and precision calculation of
ten consecutive measuring values of one sample. For
evaluation purposes, the method program of the most-
recently selected method method is used.

To check the photometric accuracy and the wavelength
accuracy (see Sec. 13, "Testing the photometer").

Selection of language version;
Please note that "English" and "U.S.English" differ due to
the format of the date.

DPU 414: To connect the Eppendorf thermal printer
DPU 414 (see Section 4.2, "Printer").

To connect another printer

(see Section 4.2, "Printer").

serial:

Function is accessible to service technicians only.
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7 Functions

Call up
functions list

Select
desired function

Store
function

Exit
function level

Function

=

Enter

Function

Example: Changing the language version

(FUNKTION SEITE 1-4 )

PERGEBNISSE ANZEIGEN
KALIBRATIONS REPORT

DATUM 27.06.1998
UHRZEIT 20:44

(FUNKTION SEITE 3-4 )

SPRACHE DEUTSCH *
PLANGUAGE ENGLISH -
LANGUAGE U.S.ENGL -
langue frangaise -

(FUNCTION PAGE 4—-4

PPRINTER DPU 414 *
PRINTER SERIAL -

SERVICE -_——

FUNCTION EXIT
(. J

To exit the function level, either select the line "FUNCTION
EXIT" and press or press the key from any line
of the functions list. The BioPhotometer then returns to the
last method selected.

(oLIGO

PROGRAMMED FACTOR:
1 Az260 = 20.0 pg/mL

or
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8 Error messages, result flagging and help texts

0.015 A320 4

Result flagging

Flagging Explanation

1.586 A260 4 Flagging of A260 in the display or on the printout
(for method "Protein direct" only):
The method was calculated using the Warburg formula.
Flagging of A320 in the display or on the printout

(for method "Protein direct" and for nucleic acid methods only):
The absorbances at 260, 280 and 230 nm are corrected with the absorbance
at 320 nm (see Section 6, "Programming").

Error texts in the results display

Error text Explanation / Cause Solution
+++++ The absorbance measured is greater — Dilute the sample.
than 3.0 A.

— Check the cuvette
(height of light path must
be 8.5 mm).

— Clean the cuvette shaft
(see Section 9).

— Insert the cuvette correctly (the
measuring window must be facing
the light path).

— Use a cuvette made of material
that transmits light at the
measuring wavelengths used
(e.g. quartz glass or UVette® from
Eppendorf for nucleic acid
measurement).

The calculated result cannot be displayed Check the parameter
(value too high). (Is the factor too high?).

(Instead of a value for the ratio:) Repeat the measurement
Ratio cannot be calculated because one of (dilute sample if necessary).
the absorbance values used for calculating

the ratiois 0 Aor > 3.0 A.
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8 Error messages, result flagging and help texts

Error texts in measuring procedure

Error text Explanation / Cause Solution

Measure blank first No blank has been measured Measure the blank.
for the method selected.

Measure standard first No valid calibration — Measure standards.

for the method selected. — Program a different calculation

(fixed factor or direct absorbance

measurement).
not within calibration  (For calculation via Repeat the measurement

non-linear regression only:) (dilute sample if necessary).
The sample result is not within : '
the calibration range.

Measurement module Different errors in measurement module.  Contact Service.
Error 1

Measurement module

Error 2

Measurement module

Error 3

Error texts in calibration procedure

Error text Explanation / Cause Solution

No STD method The (§ / measuring key was pressed — Re-measure the methods without
although "Standard" was not programmed standard request.

as a procedure for the method selected. — Program the "standard"

calculation.
Measured values (For one-point calibration:) Re-measure standard.
not plausible Absorbance measured is 0 A. (Prepare again if necessary).
Measured values (For multiple-point calibration:) Check standards and re-measure in
not monotonous The measured values do not produce the correct sequence (ascending

monotonously rising or falling sequences. concentration).

Calibration curve is not  (For non-linear regression:) Check standards and re-measure in
monotonous The calculated curve is not monotonous.  the correct sequence (ascending
concentration).
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8 Error messages, result flagging and help texts

Error text Explanation / Cause Solution
CV greater than 10 % (Following standard measurements:) Check calibration resuilt.
The scattering of the measured values I
: o - : n.
around the calculated calibration line Store calibratio
or curve is very large (see Section 12, - : Abort calibration.
"Calculation"). Recalibrate or use the calibration
stored.

Error texts in programming procedure

Error text

Explanation / Cause Solution

Method parameter
incorrect. Please check

Method parameters incorrectly entered. Check parameters and re-enter them
' if necessary.

Please program
standards ascending

(For multiple-point calibration:) Check programming and enter
Standard nominal values have not been nominal values in ascending order.
programmed in ascending order.

Other error texts
Error text Explanation / Cause Solution
Entry invalid {(When a serial sample number is entered  Enter a number within the specified

via the key:) range.

A number outside of the range 1 to 999 has
been entered.

Help texts

Error text Explanation / Cause Solution

Please (In the display after method selection:) — Program nominal concentrations
program standard For the method selected, the calculation for the standards

“Standard" has been programmed; but the ( key).
nominal concentrations for the standards

— Program another calculation
have not yet been programmed. ogram anofer calctiatio

without standards.

Please
program factor

(In the display after method selection:) — Program the value for the factor
For the method selected, the calculation ( key).

"Factor" has been programmed; but the

value for the factor has not yet been ~ Program another calculation.

programmed.
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9 Maintenance and cleaning

Photometer

Cuvette shaft

Changing the fuses

Disconnect the device from the main power source before carrying out maintenance
work or to change the fuses.
The inside of the device is a high-voltage area. Danger!

Wipe the entire device using a moist cloth and a mild cleaning agent.

Disinfect the device using a lightly moistened cloth and a 70 % ethanol/water
mixture.

Do not allow any liquid to enter the device.

Clean the cuvette shaft using a moist cotton swab only. Do not use large quantities
of liquid (e.g. spray bottles).

When the device is not being used, protect the cuvette shaft from dust using the
seal provided.

Dust or residue from the measuring solutions in the optical light path can cause
inaccurate measurements.

Disconnect the device from the mains supply.

The fuse holder is located above the mains connection (see picture in Sec. 4.1).
The holder is held in position by a small elastic stop lever on its underside.

Push the stop lever upwards and pull out the holder.

Change the fuses (for specifications, see Sec. 2, “Technical data“ ).
Press the holder into the attachment until the stop lever clicks into place.
Plug the device into the mains supply.
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10 Short instructions

Preparation .
The BioPhotometer is ready to measure immediately after being switched on.

Methods
7 8 9
dsDNA ssDNA RNA
4 5 6
Protein OD 600 Oligo
1 2 | 3
Bradford Lowry BCA
7 8 9 dsDNA ssDNA RNA Oligo
dsDNA_J |_ssDNA RNA — Direct measurement of the nucleic acids at 260 nm.
5 — Ratios A260/A280 and A260/A230.
Oigo — Optional correction of absorbance values via A320.
— Measurement using quartz-glass cuvette or UVette® from Eppendorf.
5 OD 600
OD 600 — Direct measurement of the density of bacteria suspensions
at 600 nm (turbidity measurement).
— Measurement using glass cuvette or plastic cuvette.
. Protein
Proten — Direct measurement of protein at 280 nm.
— Direct measurement of the absorbance, or calculation via factor,
standard or Warburg formula.
— Optional correction of absorbance values via A320.
— Measurement using quartz-glass cuvette or UVette® from Eppendorf.
; > 3 Bradford Lowry BCA
Bradford micro  Lowry micro BCA micro
Bradford Lowry BCA . ]
— Measurement of protein using Bradford-, Lowry- or BCA reagent.
— Direct measurement of the absorbance,
or calculation via factor or calibration
(single-point calibration, linear regression or non-linear regression).
— Number and nominal values of the calibrators are programmable.
— The protein methods are also available on a micro-scale
(Press the Method key twice).
— Measurement using glass cuvette or plastic cuvette.
Cuvettes UVette®  Ultra-micro Semi-micro  Macro Suction
Basic area

125 mm x 12.5 mm

Min. overall height

Min. filling level

Light path u BEEEEEE B RN
Max. height of base
LT/ - - - - - . . - .
Min. volume 70 uL 400 pL 1000 pL 300 pL
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10 Short instructions

Programming

The factory-set method programs may be changed as required.
Example:

Programming of the unit "pug/mL" and of calculation via standard (500 pg/mL) for the Protein method.

Select Protein method

(PROTEIN )

ABSORBANCE

Protein

(PROTEIN PAGE 1-3 )
CALCULATION STD -
. FACTOR -
Begin programming Parameter > ABSORBANCE *
WARBURG -
.. >
PROTEIN PAGE 1-3 )
, . »CALCULATION STD -
Select calibration hd or -~ FACTOR -
with standard (STD) ABSORBANCE *
WARBURG -
. | vy
(PROTEIN PAGE 2-4 )
»CORR.WITH Aazo  OFF *
Confirm Enter ON -
(After confirmation, the display S STD MEASUREMENT 1 x *
moves to the next selection block) 2x-
\. 3x— .
l
(PROTEIN PAGE 3-4 )
UNIT mg/mL *
. v A > -
Select the unit yg/mL or Hg/mt
STD .- .- mg/mL
. /
T -
PROTEIN PAGE 3-4
J_— UNIT mg/mL —
Confirm Enter pg/mL
; »STD - --- - pg/mL
o ./
I
(PROTEIN PAGE 4-4 )
»CUVETTE 10 mm *
Enter standard concen- 5 0 0 5 mm -
tration and confirm ) 2mm -
(After confirmation, the display 1 mm -
moves to the next selection block) I Enter | PARAMETER END B
End programming Parameter
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10 Short instructions

Select dsDNA method

Measure blank

Measure sample

Measuring procedure for dsDNA

(dsDNA

dsDNA

When the sample is dildted:
Example: 20 + 200 pL

2 0

Dilution

Enter

Enter

If the result of the sample
is to be converted:

1 4 ’

Conversion

PROGRAMMED FACTOR
1 A260 = 50.0 pg/mL

dsDNA

20+200 pL

SAMPLE 001

dsDNA

SAMPLE 001

563.20 pg/mL

Enter

Measure next sample

)=

Enter

Enter

-

20+200 uL  0.694 A230
1.408 Az260
1.97 260/280 0.715 Azs0
2.03 260/230 0.002 A320
((CALC: AMOUNT: h
TOTAL SAMPLE 140 pL
CALC: MOLARITY:
BASE PAIRS 300
MOL.MASS 198 kDa
>y
dsDNA SAMPLE 001 )
5 6 3 . 2 0 pg/mL
20+200 pL
79 pg
2843 pmol/mL
398 pmol )
dsDNA SAMPLE 002

249.70 pg/mL

20+200 plL

1.85 260/280
2.19 260/230

0.689 A230
0.788 A260
0.623 Azs0
0.003 A3z20
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10 Short instructions

Bradford measuring procedure

BRADFORD

CALIBRATION RANGE

100 -~ 2000

Select Bradford method

If "Bradford micro"
is to be selected:

Bradford

Bradford

Measure blank

Measure first standard

BRAD.micro

CALIBRATION RANGE

1.0 - 20.0

pg/mL

Hg/mL

- — /1
|
I
1
(BRADFORD BLANK )
0.000 a
\
|
(BRADFORD STD 1 )
100 pg/mL
0.048 »

NEXT: STD2
L 200pg/mL )
|
(BRADFORD STD 6 )

2000 pg/mL
1.325 a
CV:2.8%
| CALIBRATION STORED

_/

o [ ]
L ] [ ]
[ [ J
[ ] [ ]
Measure last standard
When the sample is diluted:
Example: 20 + 200 pL BRADFORD  SAMPLE 001
. 2 0
Dilution Enter 204200 L
2 0 0 Enter
— J
Measure sample
Measure next sample

(BRADFORD  SAMPLE 001 )
368 .gmL
204200 pL
0.352 As95
(N | /
‘BRADFORD  SAMPLE 002 )
5 5 2 ug/mL
204200 pL
0.525 As95
- J
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11 Ordering information

Order no.

6131 000.012
6131 900.102
6131 810.006

6131 928.007

0013 608.148
0013 608.164
0013 608.172
0013 610.517
6547 001.018

0030 106.300
4308 078.006

Photometer
BioPhotometer
Operating manual

BioPhotometer Software Package
Software for data transfer from the BioPhotometer
to a calculation program (e.g. Excel under Windows)

Secondary UV-VIS filter, 1 set,
for testing the BioPhotometer

Printer

Thermal Printer DPU 414

Power unit 115V for Printer DPU 414
Power unit 230 V for Printer DPU 414
VGA/printer cable, 9-pin, pin/socket
Thermal paper (10 rolls)

UVette®

. (Disposable plastic cuvette for the UV / VIS range, 220 to 1,600 nm)

UVette®, 80 pcs., individually packaged
Cuvette stand for 16 cuvettes
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12 Calculation

12.1 Nucleic acids (dsDNA, ssDNA, RNA, oligo)

Calculation via factor
C =A260 X F

C = Calculated concentration
A260 = Absorbance measured at 260 nm
F = Factor (method-specific programming using the key)

The nucleic acid methods have the following special feature: The programmed factor is always based on the
unit of concentration "ug/mL". If the unit of concentration "ug/uL" is selected, the factor is converted internally:

F=F/1000
F’ = Converted factor; used for the calculation of the concentration.

Sample dilution
Cpit, corr = C x (Vp + V) / Vp

Cpil, corr = Result converted using dilution factor '
Vp = Volume of the sample in the measuring solution (entered using the key)
Vpi = Volume of the diluent in the measuring solution (entered using the key)

Optical path length of the cuvette
Application: Using cuvettes with an optical path length of 1 mm, 2 mm or 5 mm.

The optical path length of the cuvette can be programmed for each method using the key.

Acuv, corr= A x 2 (with an optical path length of 5 mm)
Acuv, corr = A X 5 (with an optical path length of 2 mm)
Acuy, corr = A x 10 (with an optical path length of 1 mm)

Acuv, corr = Absorbance converted in accordance with an optical path length of 10 mm

Correction A320

Application; Partial correction of incorrect absorbance caused by turbidity in the measuring solution.

The calculation procedure with or without correction A320 can be programmed for each method using the
Ay, corr = Ay - A320

Ay, corr = Absorbance at wavelength of 230, 260 and 280 nm, corrected mathematically

Ay = Absorbance measured at wavelength of 230, 260 and 280 nm
A320 = Absorbance measured at wavelength of 320 nm

The corrected absorbance is used for further calculation of results.

Conversion key: Calculating the quantity
Application: Calculating the quantity of nucleic acid in the total sample volume.

M =Cx VP. tOta|
M = Calculated overall quantity of nucleic acid in sample vessel
C = Calculated concentration

Vp total = Volume of the sample in the sample vessel (entered using the key)
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12 Calculation

Conversion key: Calculating the molar concentration

Application: Calculating the molar concentration from the mass concentration and the relative molar mass.
The molar mass is either entered directly or calculated by the device using the number of bases / base pairs
per molecule.

Crmot=C/N

Cnol = Molar concentration (calculated) .
N = Relative molar mass, in kDa (entered using the key)

If, instead of the relative molar mass, the number of bases / base pairs per molecule has been entered, N is
calculated using the number of bases / base pairs:

dsDNA: N = bp x 2 x 330 x 10°3

ssDNA, RNA, Oligo: N = b x 330 x 103

N = Calculated relative molar mass, in kDa

bp = Number of base pairs per molecule (dsDNA)

b = Number of bases per molecule (ssDNA, RNA, Oligo)

The unit for molar concentration is programmed for each method using the key.

12.2 Direct photometric determination of protein

Selection for calculation of results:
Absorbance '
Calcuiation of the concentration via factor
Calculation of the concentration via one-point calibration
Calculiation of the concentration via Warburg formula

Calculation of the concentration via factor
See Section 12.1; Measuring wavelength: 280 nm

When the factor is entered using the key, the unit of concentration which has been programmed must
be taken into consideration.

Calculation of the concentration via standard (one-point calibration)
F =Cg/Ag
F = Calculated factor

Cs = Nominal concentration of the standard (method-specific programming using the key)
Ag = Measured absorbance of the standard

If the standard multiple measurement (2x, 3x) has been programmed, calculation is based on the
absorbances measured, including the zero value, via linear regression. After the regression has been
calculated, a CV (coefficient of variation in "%") value is formed as a measure of the scattering of the
measured values. If the CV value is greater than 10 %, it appears in the display. In this case, the calibration is
not stored automatically; it must first be confirmed by the user (see Section 12.3).

The calculation of the sample concentration is carried out using the calculated factor:
C=A20xF

Calculation of the concentration via Warburg formula

C =1.55 x A280 - 0.76 x A260 for "mg/mL" concentration unit
C = (1.55 x E280 — 0.76 x A260) x 1000 for "ug/mL" concentration unit
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12 Calculation

Sample dilution, optical light path of the cuvette and correction A320
See Section 12.1.

12.3 Protein with addition of reagent
Methods: Bradford, Bradford micro, BCA, BCA micro, Lowry, Lowry micro

Selection for the calculation of results:
— Absorbance
— Calculation of the concentration via factor
— Calculation of the concentration via standard

Selection for the calculation procedures via standard:
— One-point calibration
— Multiple-point calibration (standard line)
— Multiple-point calibration (standard curve)

Calculating the concentration via factor and calculating the concentration via standard
(one-point calibration)

See Section 12.2; Measuring wavelength: 595 nm (Bradford; Lowry) or 562 nm (BCA)

Calculating the conceniration via standard (multiple-point calibration; calibration line)

A calibration line (concentration as a function of the absorbance) is calculated from 2 to 10 standards, which
are measured in single, double or triple determination. The equation of the line is calculated via linear
regression.
C =a,+a4A
a, = Slope of the calibration line (Factor)
a, = Intersection point of the calibration lines with the concentration axis

(concentration of a sample with the absorbance "0" [Offset])

After the calibration has been calculated, the CV value (coefficient of variation in "%") is calculated (exception:
two-point calibration with single determination of the two standards). The CV value is a measure for the
scattering of the measured values around the calculated calibration line. If the value is greater than 10 %, the
calibration is not stored automatically;'it must first be confirmed by the user. In the case of more than two
standards, the CV value always appears in the display (even when the value is lower than 10 %).

The calculated parameters ("a," and "a4") of the stored calibration line can be printed out by calling up the
functions list by pressing the key.

Calculating the concentration via standard (multiple-point calibration; calibration curve)

A calibration curve (concentration as function of the absorbance) is calculated from 5 to 10 standards
measured in single determination or from 4 to 10 standards measured in double or triple determination. The
non-linear regression is calculated via a third-grade polynomial.

C=ap+ajA+aA% +asA3 +. ..
a = Coefficients (The coefficients are determined using the least square method).

CV value: see above (linear regression).
The calculated parameters of the stored calibration line can be printed via the key.
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12 Calculation

Sample dilution and optical light path of the cuvette
See Section 12.1.

12.4 OD 600

The measured values appear as absorbance values measured at a wavelength of 595 nm.

Sample dilution and optical light path of the cuvette
See Section 12.1.
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13 Testing the photometer

To enable the photometric accuracy and the wavelength accuracy to be tested, a filter set (secondary UV-VIS
filter, order no.: 6131 928.007) is available from Eppendorf. This set contains three filters ("Sample A1",
"Sample A2" and "Sample A3") for testing the photometric accuracy and two filters ("Sample 260 nm" and
"Sample 280 nm") for testing the wavelength accuracy. The absorbance of the filters is measured against a
blank filter ("Blank Ao").

To carry out these measurements, blank filters and "sample filters" (test filters) are inserted into the cuvette
holder in the same manner as cuvettes. When doing so, please ensure that the label with the filter description
is facing the user. The absorbance values measured for the test filters are compared to those within the range
of permitted values. The limits for the permitted range are contained in a table found on the inside of the lid of
the filter box (see Figure: "X. XXX — X. XXX A").

eppendorf BioPhotometer
Secondary -UV - VIS - Filter Order No./Best.Nr.:6131 928.007
Limits measured against Blank Ao at approx. 20 °C
Grenzwerte gemessen gegen Blank Ao bei ca. 20°C
Photometric accuracy Wavelength accuracy
Photometrische Richtigkeit Wellenldngenrichtigkeit
Filter Blank Sample Sample Sample Sample Sample
Type Ao A1 A2 A3 260 nm 280 nm
230nm | 0.000 A | X XXX - X.XXX A | X XXX - X XXX A | X XXX - X XXX A
260nm | 0.000 A | X XXX - X XXX A | X XXX = X XXX A | XXXX - XXXX A | X XXX - X XXX A
280nm | 0.000 A | X. XXX - X XXX A [ X XXX - X XXX A | X XXX - X XXX A X XXX - X XXX A
320nm | 0.000 A [ X XXX - X XXX A | X XXX - X XXX A | X XXX - X XXX A
562nm | 0.000 A [ X XXX - X XXX A | X XXX - X XXX A | X XXX - X XXX A
595nm | 0.000 A | X. XXX - X XXX A | X XXX - X XXX A | X XXX - X XXX A
Code 914 XXX 921 XXX 922 XXX 923 XXX 916 XXX 917 XXX
Please protect against dust, heat and liquid
Bitte vor Staub, Hitze und Flissigkeiten
schiitzen
The limits are valid for max. 2 years
as of the date on the right.
Die Grenzwerte geiten fir max. 2 Jahre ab Date/Datum Signature/Unterschrift
Datum.

Fig.: Inside of the lid of the filter box 6131 928.007
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13

Testing the photometer

Test procedure

Carry out the test at approximately 20 °C.

Remove the filter from the filter box for a brief period only. Make sure that the surface of the filter is not
contaminated or damaged.

Protect the filter from dust, heat, liquid and aggressive vapors.
When inserting the filter, ensure that the label with the filter description is facing the user.

Select the function "Photometer test".
This function is contained in devices with a software version of V 1.20 onwards. Contact Eppendorf before
using the test filter with an older software version.

Select the test filter.

- "A1", "A2" or "A3" for the measurement of the photometric accuracy at 230, 260, 280, 320, 562
and 595 nm.
"A260" or "A280" for the measurement of the wavelength accuracy at 260 or 280 nm.
"A??" is designed for the tests carried out by the Eppendorf Service Dept.

Follow the instructions in the photometer display for the measurement of "Blank" and "Sample”.
The device carries out 10 measuring cycles and then prints out the mean values for the absorbances at
the respective wavelengths.

Compare the absorbance values with the permitted value range.

In addition to information on accuracy values, the printout contains details of precision as well. The
standard deviation and the CV are calculated from each of the ten measurements.

If the absorbances measured are not within the permitted value range, please contact the Service Depart-
ment at Eppendorf. The filters should be recalibrated by Eppendorf after two years.

N



Conformity Declaration for BioPhotometer 6131
in accordance with enclosure 15 of "Eichordnung" (German standardization regulations)

Description of measurement

Device used: Single-beam filter photometer with reference beam and fixed wavelengths
Type: BioPhotometer 6131

Manufacturer / Distributor: Eppendorf — Netheler — Hinz GmbH, Hamburg

Mode of instruction: Operating manual

1. Measuring system

Light path: Lamp > aperture > lens > aperture > cuvette > aperture >
diffraction grating > aperture > photodiode
Light source: Xenon flash lamp
Continuum spectral range 220 to 2,000 nm
Spectral apparatus: Grating polychromator
Radiation receiver: Silicon photodiode
Spectral range 200 to 1,100 nm
Cuvette: Quartz glass, optical special glass or plastic, depending on measuring wavelength
Cuvette types: 10 mm macro min. vol. 1000 p!
10 mm semi-micro  min.vol. 400 pl
10 mm suction min.vol. 300 pl
10 mm ultra-micro  min. vol. 70 pi
Cuvette temperature: Not available
Results display: llluminated, graphic LCD, 33 x 66 mm?
Measured values displayed: Absorption, mass concentration, molar concentration

2. Measuring procedures
Determination of the

cuvette blank: Wavelength-dependent individual measured value of the cuvette used
Concentration determination:  Lambert-Beer-Bourguer law

Reference measurement

on reference material: Check with calibrated secondary standards

3. Measuring range of the spectral absorption rate
0.000 to 3.000 A

The error limits listed can be exceeded outside these measuring ranges as well as
with nominal conditions of use other than those listed below.

4. Nominal conditions of use

Cuvette blank: Depending on cuvette used
Wavelengths: Xenon 230, 260, 280, 320, 562, 595 nm
Warm-up time: None

Supply voitage: 1000240V + 10 %, 50t0 60 Hz + 5 %
Ambient temperature: 15t0 35 °C

Relative humidity: 15t0 70 %

5. Error limits and other limiting values
Relative photometric uncertainty of the spectral absorption rate with all wavelengths for

an individual measurement: +15%at1A

Relative photometric
short-time standard deviation: <05%at1A
Wavelength uncertainty: + 1 nm at 230 to 280 nm, + 2 nm at 320 to 595 nm

Spectral half-intensity width: <5 nm at 230 to 320 nm, < 7 nm at 562 and 595 nm
Integral fault-radiation level: <£0.03 % at 260 nm with GG 375-3 (Schott)

Date: 25.09.1997
Eppendorf — Netheler — Hinz GmbH
~ Quality and standards —
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1 Présentation de I'appareil

Cuves

3 4 5

5 Touche dilution

2 9touches de méthodologie 6 Touche conversion
7
8

1 Cadran-afficheur

Touches de lecture
Puits porte-cuve

3 Touche fonction (paramétres du systéme)
4 Touches paramétres (touches de programmation)

Le commutateur secteur, la prise d'alimentation et le connecteur pour imprimante sont
situés a l'arriere de I'appareil (voir chapitre 4 "Installation").

Le BioPhotometer Eppendorf est destiné a la détermination rapide, simple et confortable des
principales méthodes pratiquées en laboratoire de biochimie moléculaire et de recherche.

Le puits porte-cuve est compatible avec les cuves rectangulaires en verre ou en matiére de
synthése, selon leur transparence optique aux différentes longueurs d'ondes. La cuve UVette®
Eppendorf est la premiére cuve en matiére de synthése qui permet la détermination des acides
nucléiques.

Il convient de tenir compte de la hauteur de la fenétre du faisceau optique qui est de 8,5 mm.
Pour obtenir des résultats justes et reproductibles, les faces optiques des cuves doivent toujours
étre trés propres et la solution soumise a mesure exempte de particules en suspension.
L'appareil est livré avec un capuchon de protection pour le porte-cuve pour éviter les dépéts de
poussiere en période d'immobilisation.
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1 Présentation de I'appareil

Méthodes

Programme
des méthodes

Détermination

Exploitation
des données

Sortie
de résultats

L'appareil est livré d'origine avec 12 méthodes préprogrammées qu'il suffit d'appeler par
simple sollicitation d'une touche spécifique:

Acides nucléiques

dsDNA ADN double brin
ssDNA ADN simple brin
RNA ARN
Oligo Oligonucléotides
Protéines
Protéines par détermination photométrique
Bradford Méthode de Bradford
Bradford micro Méthode de Bradford dans le domaine des faibles
concentrations
Lowry Méthode de Lowry
Lowry micro Méthode de Lowry dans le domaine des faibles
concentrations
BCA Méthode BCA
BCA micro Méthode BCA micro
Densité des suspensions bactériennes
OD 600 Mesure de la turbidité

Chaque méthode comporte un programme installé d'origine en usine. Ce programme
inclut un ensemble de parameétres tel que I'expression des unités de concentration ainsi
gue la méthode d'exploitation des données de mesure. Cependant les programmes
peuvent étre modifiés. Il suffit de taper la touche {re=neer| pour accéder aux modifications.
Lors de la premiére utilisation d'une méthode, il convient de rappeler son programme pour
examiner les parametres et le cas échéant de les modifier pour les adapter aux
applications propres. Pour les méthodes comportant une série étalon, it conviendra
d'adapter la concentration des étalons.

Pour effectuer une détermination, il suffit de taper la touche correspondant a la méthode
envisagée. Les méthodes Bradford, Lowry et BCA comportent une particularité: chacune
de ces méthodes est programmée pour deux gammes de concentration et d'exploitation.
Pour passer d'une méthode a l'autre, il suffit de solliciter alternativement la méme touche
pour basculer de I'une a l'autre. ("BCA" et "BCA micro").

Pour démarrer la lecture, appuyer sur l'une des trois touches ovales selon le cas.
L'appareil ne nécessite pas de préchauffage, il est prét instantanément. Pour connaitre
laquelle des trois touches de mesure est disponible, se reporter a la partie inférieure du
cadran afficheur (voir descriptif de la procédure de mesure, chapitre 5, mode d'emploi.

Pour que le résultat soit automatique, chaque méthode comporte dans sa programmation
une procédure d'exploitation (facteur, calibrage, formule de Warburg ou encore une sortie
directe en absorbance). L'appareil fournit directement le résultat, mais affiche également
la valeur des absorbances, et pour les acides nucléiques, les rapports d'absorbances
usuelles.

Les dilutions des échantillons peuvent également étre prises en considération (touche
E )- En tapant la touche , I'appareil convertit les concentrations massiques en
concentrations molaires. Par ailleurs, cette touche permet de calculer le rendement total
dans le tube d'échantillon.

Les résultats peuvent étre lus sur le cadran-afficheur ou peuvent étre imprimés sur

une imprimante le cas échéant. Pour exploiter les valeurs des lectures avec les formules
de calcul d'un logiciel tableur installé sur votre ordinateur PC, utiliser le programme de
transfert de données Eppendorf qui est disponible sur commande (voir chapitre 11
“Nomenclature").

Les échantillons et les résultats des calibrages sont stockés en mémoire; les données en
mémoire peuvent étre consultées par sollicitation de la touche .
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2 Specifications techniques

Photomeétre
Systéme optique:

Lampe source:

Diffraction spectrale:
Longueurs d'ondes de lecture:
Sélecteur de longueur d'ondes:
Bande passante:

Justesse spectrale:

Gamme photométrique:

Justesse photométrique:

Lumiere parasite:

Méthode de lecture
Méthode de mesure:

Traitement des données
en fonction de la méthode:

Capacité mémoire
Mémoire méthode:

Mémoire de calibrage:

Mémaoire pour résultats:

Défaut de justesse photométrique :

Photometre d'absorption monofaisceau, avec faisceau de référence
et longueurs d'ondes fixes

Lampe flash xénon

Réseau holographique concave

Xe 230; 260; 280; 320; 562; 595 nm

Fonction de la méthode, pilotée par le programme

5 nm de 230 a 320 nm
7 nm de 562 a 595 nm

- +1nmde 230 a 280 nm

+ 2 nm de 320 a 595 nm

Cuve quartz: 0,000 a 3,000 A

UVette® (Eppendorf): 2,5 A 4 230 nm
2,6 A a 260 nm
2,8 A 4280 nm
2,9 Aa320 nm

<0,002Aa0A

<0,006Aa1A

+1%atA

< 0,05 %

Point final contre blanc

Absorbance

Concentration par facteur

Concentration par la formule de Warburg
Concentration par un calibrage utilisant entre 1 et 10 standards
Calibrage a un point (un étalon)

Régression linéaire (de 2 a 10 standards)
Régression non linéaire

(polynéme du 3¢ degré; 4 ou 5 a 10 standards
(voir chap. 12, exploitation des données);
détermination 1x; 2x; 3x

Pour acides nucléiques:

Ratio 260/280

Ratio 260/230

Concentration molaire

Rendement total

12 programmes pour méthodes, préprogrammées,
accessibles a la modification

Pour toutes les procédures de calibrage

Pour 100 résultats avec absorbance, valeur des ratios,
numéro d'échantillon, dilution d'échantillon,
Date et heure (calendrier jusqu'en 2090)
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2 Speécifications techniques

Eléments d'utilisation
Nature des cuves:

Porte-cuve:
Hauteur de cuve:

Hauteur du faisceau optique
dans la cuve:

Dimension du faisceau optique
dans la cuve:

Clavier:
Cadran-afficheur:
Assistance menu:

Sortie des résultats:

ADNds, ADNss, ARN, Oligo, Protéines:
Nature des cuves:
mesure en cuve Quartz ou plastique
(UVette® Eppendorf)

OD 600, Bradford, Lowry, BCA: cuve verre ou plastique

12,5 mm x 12,5 mm, non thermostaté
Min. 36 mm

8,5 mm

Largeur: 1 mm
Hauteur: 1,5 mm

19 touches cloquées
Ecran graphique éclairé 33 mm x 60 mm
Allemand, anglais

Cadran-afficheur et imprimante;
absorbance; concentration, ratio

Spécifications générales de I'appareil

Alimentation:

Catégorie surtension:

Degré de pollution:

Puissance absorbée, restituée:

Courant absorbé:

Microcoupure de tension admissible:

Fusibles:

Ambiante admissible:

Connexion imprimante:

Conformité aux normes:

Dimensions:

Poids:

Toutes modifications réservées!

100-240V +£10%;50-60 Hz+ 5 %

I (IEC 61010-1)

2 (IEC 664)

Env. 20 W en fonctionnement, 10 W en veille
<0,3A

Env. 10msa 90V
Env.200 ms 4 220V

T1A/250V,5mm x 20 mm (2 fusibles)

15 a 35 °C avec justesse et répétabilite définie
—25 a 70 °C hors service, entreposage

15 a 70 % humidité relative
Non tropicalisé
Eviter l'incidence solaire directe

RS 232 C, sérielle
L'imprimante connectée doit étre conforme aux directives EN 60950
et UL 1950.

Conforme VDE, CE, IEC 1010-1

Largeur: 20cm (emballé: 29 cm)
Profondeur: 32cm  (emballét: 43 cm)
Hauteur: 10cm  (emballé: 20 cm)
3 kg (emballé: 4,8 kg)




3 Consignes de sécurité et mise en garde contre certains risques

Consignes a caractére technigque
‘Ne pas ouvrir l'appareil.

Ne pas laisser entrer de liquide a l'intérieur de I'appareil.

Avant toute intervention sur I'appareil ou changement de fusible, retirer le cordon
d'alimentation;

les tensions électriques a l'intérieur de l'appareil sont susceptibles de produire des
chocs létaux.

L'appareil ne doit pas étre utilisé dans des locaux a risque explosif.

Ne pas utiliser un appareil présentant un dommage,
en particulier lorsque le cordon d'alimentation électrique est endommagé.

Toute réparation ou intervention technique est strictement réservée au service
aprés — vente de la Société Eppendorf — Netheler — Hinz GmbH ou a un service
aprés-vente contractuellement accrédité.

Le raccordement au secteur doit comporter une prise de terre.

Toute utilisation non conforme de I'appareil est susceptible d'entraver la protection
interne.

Consignes concernant I'utilisation de matériaux biologiques et de produits chimiques

Certains réactifs ou tampons de dilution sont susceptibles de produire des brilures
ou d'autres atteintes a la santé.

Les échantillons (acides nucléiques, protéines, cultures bactériennes) peuvent étre
de nature infectieuse ou constituer des risques pour la santé.

Lors de la préparation des échantillons, au cours de la mesure, ainsi que lors du
nettoyage de l'appareil ou des opérations de maintenance, il convient de respecter
les directives de sécurité du laboratoire (porter des vétements de protection, des
gants, désinfecter). Toujours rester prudent en manipulant les échantillons.

Respecter les consignes et régles de sécurité concernant I'élimination des déchets,
des solutions ayant servi aux mesures, au nettoyage ou a la désinfection, des
ustensiles.

99



4 Installation

—

Envergure de livraison
— BioPhotometer
— Cordon secteur pour BioPhotometer
— Mode d'emploi complet, mode d'emploi succinct
— Capuchon pour compartiment porte-cuve

4.1 BioPhotometer

Raccordement de I'appareil au secteur

Espace nécessaire: largeur: 40 cm
profondeur: 50 cm

Raccordement secteur: prise secteur avec borne de terre

— Effectuer le raccordement au secteur. L'appareil effectue de lui-méme I'adaptation
a la tension du secteur, sous réserve de respecter la fourchette indiquée sur la
plaquette d'identification et figurant au tableau des spécifications techniques.

Conditions ambiantes admissibles:  voir spécifications techniques

— Retirer le film protecteur du cadran-afficheur.

r&gmdm-mlhmrﬁm Qb
i 22381 Hamderg

?'YP 6151 00R No.60031

i 160-Z40V 50.60Kz  <O3A W

; fuse = Tiker ¥ T 0
j

{

AVCE vade tr curany i

3 4
1 Commutateur secteur 4 Interface sérielle pour imprimante
2 Porte-fusible : (RS 232 C)

3 Douille de raccordement au secteur
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4 Installation

4.2 Imprimante

Imprimante L'interface sérielle RS 232 C du BioPhotometer permet de raccorder la thermo-
DPU 414 imprimante Eppendorf DPU 414 (Imprimante et cordon pour imprimante,
voir chapitre 11 "Nomenclature”).

— Enficher le cordon de l'imprimante dans la douille de connexion du BioPhotometer
(voir figure) et serrer les vis de sécurité.

— Enficher le cordon d'imprimante dan l'imprimante et serrer les vis de sécurité.

— Effectuer le raccordement au secteur 115V ou 230 V.

— Vérifier le paramétrage de l'imprimante et effectuer au besoin les modifications pour
assurer la compatibilité avec le BioPhotometer conformément aux instructions de la
fiche de I'imprimante.

Instructions de paramétrage de l'imprimante pour la connexion avec le BioPhoto-
meter:

Dip SW-1

1 (OFF) : Input = Serial

2 (ON) : Printing Speed = High

3 (ON) : Auto Loading = ON

4 (ON) : Auto LF=ON

5 (ON) : Setting Command = Enable
6 (OFF) : Printing

7 (ON) : Density

8 (ON) : =100%

Dip SW-2

Les paramétrages du groupe "Dip SW-2" ne sont pas importants pour I'utilisateur,
car le BioPhotometer les modifie automatiquement en fonction de la langue choisie
par l'utilisateur.

Dip sw-3

1 (ON) : Data Length = 8 bits

2 (ON) : Parity Settings = No

3 (ON) : Parity Conditions = Odd

4 (OFF) : Busy Control = XON/XOFF
5 (OFF) : Baud

6 (ON) : Rate

7 (ON) : Select

8 (ON) : =9600 bps

Paramétrage BioPhotometer
de I'imprimante — Sélectionner la fonction "imprimante DPU 414" dans la liste des fonctions et valider.
Imprimante DPU 414
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4 Installation

Autres imprimantes La connexion série du BioPhotometer admet d'autres imprimantes sérielles en dehors

du modéle DPU 414. La connexion d'imprimantes paralléles nécessite un céable
d'adaptation.

BioPhotometer
— Sélectionner la fonction "imprimante sérielle” dans la liste des fonctions et valider.

Imprimante
Conditions nécessaires pour l'imprimante sérielle:
Busy Control : XON/XOFF

Baud Rate(ON) : 9600 bps
Data Bit Length : 8 bits
Parity Permission : Without
Parity Conditions : Odd

Les imprimantes paralléles peuvent étre connectées avec un cable-adaptateur
répondant aux conditions ci-dessus.

4.3 Cuves optiques

Le puits porte-cuve est compatible avec toutes les cuves rectangulaires usuelles dont
la hauteur de la fenétre de mesure est de 8,5 mm par rapport au fond et dont la hauteur
totale est au minimum de 36 mm (voir schéma du mode d'emploi succinct). Les
dimensions du faisceau dans la cuve sont de 1,0 mm de large et de 1,5 mm de haut.

Les cuves de verre et en plastique sont utilisables pour la lecture dans la mesure
ol leur transparence aux longueurs d'ondes envisagées est compatible. Eppendorf
propose sa cuve plastique UVette® qui est transparente aux UV jusqu'a 220 nm et
convient, par conséquent aux déterminations des acides nucléiques.
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5 Mode d'emploi

5.1 Clavier

dsDNA

ssDNA

RNA

Oligo

4
Protein

1
Bradford

Lowry

=
}

" eppendorf BloPhotometer

Standard

Protein

1 2 : -~ 1
i ] o | Clear
: Bradford |'] Lowry “| Conversion
: 0 > Parameter hd Enter
¢ |Sample N Function }: Dilution

— Appel de la méthode pour "ADN double brin"
— Touche du chiffre 7

— Appel de la méthode pour "ADN simple brin"
— Touche du chiffre 8

— Appel de la méthode pour "ARN *
— Touche du chiffre 9

— Appel de la méthode pour "Oligonucléotides”
-~ Touche du chiffre 6

— Appel de la méthode pour "Protéines " (méthode photométrique directe)”
— Touche du chiffre 4

— Appel de la méthode “Bradford " et "Bradford micro"
— Méthodes alternantes entre "Bradford " et "Bradford micro"
— Touche du chiffre 1

— Appel de la méthode "Lowry" et "Lowry micro*
— Méthodes alternantes entre "Lowry" et "Lowry micro"
— Touche du chiffre 2
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5 Mode d'emploi

R . .
3 — Appel de la méthode "BCA" et "BCA micro"
BCA — Méthodes alternantes entre "BCA" et "BCA micro"
— Touche du chiffre 3
5 — Appel de la méthode "OD 600 (mesure de la densité bactérienne)”
OD 600 — Touche du chiffre 5
Parameter - Appel du fiphigr de programmatipn
— quitter le fichier de programmation
. — Appel des fichiers fonctions
Function — Quitter les fichiers fonctions
— Touche du point
0 —~ Modification du numéro d'échantillon
Sample No. — Touche du chiffre O
EE—
hd — Programmation de la dilution
Dilution — Déplacement du curseur vers la ligne suivante
(liste des parameétres ou des fonctions)
L — Calcul des concentrations molaires et de la quantité totale d'échantillon (rendement)
Conversion — Déplacement du curseur vers la ligne précédante
(liste des parameétres ou des fonctions)
— Annuler une saisie
Clear
Enter — Validation d'une saisie

Détermination d'un étalon

Détermination d'un blanc

Détermination d'un échantilion
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5 Mode d'emploi

— ADNds
— ADNss
— ARN
— Oligo

Rappeler la méthode

Détermination
d'un blanc

dsDNA

()

5.2 Détermination des acides nucléiques

Descriptif valable pour les méthodes

~
dsDNA

facteur méthode:
1 Az260 = 50.0 pg/mL

Traitement des données

L'appareil est livré d'origine avec les méthodes
préprogrammées. Pour les méthodes des acides nucléiques,
le programme comporte les facteurs de conversion
habituellement utilisés pour passer de I'absorbance en
concentration (dans I'exemple: 50). Cependant, les facteurs
peuvent étre modifiés en tapant la touche {rsamas | (VOir chapitre
"programmation”). Le nombre de décimalésdu facteur
programmé détermine le nombre de décimales du résultat.

En cas d'utilisation d'unités de concentration différentes de
Hg/ml (ug/uL par ex.), le BioPhotometer effectue de lui-méme
la conversion du facteur en mémoire pour fournir la bonne
valeur.

Processus de lecture

Les valeurs de blancs restent conservées jusqu'au
changement de date. En cas de détermination d'un blanc
existant dans une journée, le BioPhotometer propose de ce
fait dans la derniére ligne lors de I'appel d'une méthode soit
de repasser un nouveau blanc, soit de procéder directement
a la lecture de I'échantillon. En cas d'absence de valeur de
blanc au fichier, le systéme propose de passer d'abord un
blanc.

(dsDNA blanc )

0.000 A

ou
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5 Mode d'emploi

Détermination de
I'échantillon

Détermination de
I'échantillon suivant

Dilution
de I'échantillon

Touche conversion

Conversion

(dsDNA échant 001 )
7 0 . 0 Hg/mL
0.694 Az30
1.408 Az60
1.97 260/280 0.715 Azs0
2.03 260/230 0.002 Asz20
\_ _J
Affichage du résultat

L'appareil affiche le résultat exprimé en concentration et en
absorbance a 260 nm pour les acides nucléiques. De plus,

il donne des indications concernant la pureté de I'acide
nucléigue en indiquant I'absorbance a trois longueurs d'onde
supplémentaires (230, 280 et 320 nm) ainsi que les quotients
A260/A280 und A260/A230. L'absorbance a 320nm des
échantillons devrait étre proche de 0 pour des échantilions
purs.

Pour passer a la détermination de I'échantillon suivant,
appuyer a nouveau sur la touche

La dilution de I'échantillon dans la cuve optique peut étre

saisie par la touche avant la lecture. Le systéme en
tient alors compte pour le calcul du résultat (voir chapitre

“détermination d'échantillons dilués").

Le dernier résultat déterminé en concentration peut étre
exprimé soit et / ou quantité d'acide nucléique (unités de
masse ou unité molaire):

e " ™
quantité calcul:
échant.total ~-—-—-—-pL
molarité calculée:
paires bases -———
masse mol — - —-—kDa
(. /

Programmation "échantilion total"

La valeur programmeée sera calculée par rapport a la concen-
tration mesurée. Le résultat est alors exprimé en quantité
d'acide nucléique présent dans I'échantillon.

Programmation "paires de bases' ou "masse molaire"
Une seule saisie sur les deux lignes est suffisante. A l'aide
de la valeur programmée et de la concentration, le systéme
détermine la concentration molaire.

Pour passer sur les fenétres de programmation non
souhaitées, taper .
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5 Mode d'emploi

Enter

Enter

Enter

Rappeler la méthode

Protein

Affichage aprés programmation de "140 pl d'échantillon” et
“300 paires de bases":

'd ™
dsDNA échant 001
7 0 . 0 pg/mL
353.5 pmol/mL
9.8 ug
49.5 pmol
. vy

L'unité de concentration molaire (ici "pmol/mL") est prépro-
grammée, mais elle peut étre modifiée par la touche .

5.3 Détermination photométrique directe des protéines

(PROTEIN R

absorbanche

ou

.

Exploitation

En programmation d'origine, la méthode "protéines" est en
mode "Absorbance”, c'est a dire que le systéme fournit les
résultats en absorbance. pour accéder a d'autres méthodes
de conversion, passer par la touche et programmer
d'autres formules de calcul (voir chapitre 6 "Programmation”)

— facteur
— standard (calibrage en point final)
— formule de Warburg
Le nombre de décimales programmeées avec le facteur ou la

concentration de départ conditionne le nombre de décimales
du résultat final.

Lors de la programmation du facteur, il convient de l'aligner
sur l'unité de concentration choisie.
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5 Mode d'emploi

Détermination
du blanc

Détermination
de I'échantillon

Détermination de
I'échantillon suivant

Dilution
de I'échantillon

Déroulement de Ia lecture

L'exemple ci-aprés illustre le déroulement d'une lecture en
mode d'exploitation “Absorbance". Pour un déroulement
d'une lecture avec exploitation par un standard, voir le
chapitre "détermination de protéines aprés ajout de réactif".

La valeur des blancs reste conservée en mémoire jusqu'au
changement de date. (voir chapitre "détermination des
acides nucléiques").

(PROTEIN blanc

'0.000 »

ou

(PROTEIN echant 001
0.430 A

0.245 Az2é60
0.430 Azs0

0.002 Asz20
\ J

Affichage du résuitat

En plus du résultat exprimé en concentration et en absor-
bance a 280 nm, le systéme indique I'absorbance A260 et
A320 comme point de repére pour la pureté de I'échantillon
mesuré. L'absorbance d'échantilions purs devrait étre proche
de 0 a 320 nm.

Pour passer a la détermination de I'échantillon suivant, taper
a nouveau la touche

La dilution de I'échantillon dans la cuve optique peut étre
programmeée par l'intermédiaire de la touche i avant de
procéder a la détermination. Le systéme intégrera cette
donnée pour le calcul de son résultat (voir chapitre
"détermination d'échantilions dilués").
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5 Mode d'emploi

Rappeler
la méthode

Bradford

5.4 Détermination de protéines aprés ajout de réactif (Bradford, BCA, Lowry)

~

(BRADFORD

domaine calibrase
XXX — XXX pg/mL

ou Stqp?_ard

Si le systeme a déja effectué précédemment un calibrage validé, il
le posséde en mémoire et l'afficheur indique I'heure et la date de la
saisie en mémoire. Dans ce cas, on peut effectuer la détermination
du blanc et procéder au recalibrage, ou passer directement a la
détermination de I'échantillon en utilisant les données en mémoire
pour le calcul du résultat.

Méthodes "micro"

Les méthodes Bradford, Lowry et BCA comportent une
particularité: elles peuvent étre programmées en deux domaines de
concentration différents. Pour accéder a I'une ou a l'autre des deux
méthodes, il suffit de solliciter la méme touche successivement
pour basculer de l'une a l'autre.

Exploitation des données

Les méthodes Bradford, Lowry et BCA ainsi que les méthodes
micro associées, sont programmeées d'origine sur un mode
d'exploitation des résultats qui passe par une courbe de calibrage
stockée par le biais d'une régression non linéaire. La touche
permet cependant de programmer d'autres méthodes d'exploitation
en variante (voir chapitre 6 "Programmation”):

— Méthode par facteur (calcul de la concentration par
l'intermédiaire d'un facteur).

— Absorbance (les résultats sont fournis bruts, sans
transformation par un calcul).

La procédure d'exploitation préprogrammée d'origine par un
standard accepte la modification des paramétres suivants
(voir chapitre 6 "Programmation");

— Nombre de standards (de 1 a 10).
— Nombre de lectures répétitives par standard (1 a 3).

— Procédure d'exploitation par calibrage multipoints
(calibrage linéaire ou non linéaire).

— Valeur de concentration des standards.

Le nombre de décimales programmées avec le facteur ou la
concentration de départ du premier standard conditionne le
nombre de décimales du résultat final.

Lors de la programmation du facteur, il convient de I'aligner sur
l'unité de concentration choisie.




5 Mode d'emploi

Détermination
du blanc

Détermination
des standards

Déroulement de la lecture

Les valeurs des blancs restent conservées en mémoire jusqu'au
changement de date. (voir chapitre "détermination des acides
nucléiques").

Les valeurs des standards restent conservées en mémoire de
facon illimitée. Elles sont écrasées par de nouvelles valeurs lors de
la détermination d'une nouvelle série de standards. Les résultats
d'une série de déterminations d'échantillons sont toujours calculés
sur la base de la série standard la plus récente. Mise en mémoire.

Dans l'exemple ci-apres, la programmation de la méthode Bradford
utilise une procédure d'exploitation par une série standard
multipoints avec 5 valeurs en détermination double et calcul par
une régression non linéaire:

g ™
BRADFORD blanc

0.000 A

STHE_ Standard

_ J

(BRADFORD std 1-1 ) st
XXXX pg/mL Standard 1/ 1°™ lecture
X. XXX a
suivant: std 1-2
XXXX gg/mL
- -/

Sur les deux premiéres lignes on lit les valeurs du standard qu'on
vient de passer. Sur les deux derniéres lignes, on lit les valeurs du
standard suivant avec la valeur de sa concentration.

(BRADFORD std 1-2 ) sre
XXXX pg/mL Standard 1/ 2°" lecture
X. XXX a
suivant: std 2-1
XXXX pg/mL
- _/
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5 Mode d'emploi

Détermination
de I'échantillon

Détermination de
I'échantillon suivant

Dilution
de I'échantillon

Affichage du systéme aprées passage de la série de standards:

(BRADFORD std 5-2 )
XXXX pg/mL

X. XXX &

cv: 2.8%
calibrase mémorisé
o J

Le cv (coefficient de variation ) donne une indication de la
dispersion des valeurs de standards autour de la courbe de
régression. Si le cv est inférieur & 10 % la courbe est mémorisée
automatiquement. Si le cv est supérieur a 10 %, le systéme
demande sa validation par la question "mémoriser? ENT/CLR".
Cette procédure permet d'accepter le calibrage ou de le refuser
auquel cas il est effacé. Les séries de détermination des
échantillons sont toujours exploitées sur la base des calibrages
validés les plus récents.

e ™~
BRADFORD échant 001

X. XXX pgmL

X. XXX Asgs

(N J

Affichage du résultat

En plus du résultat exprimé en concentration, le systéme indique
I'absorbance a la longueur d'onde de lecture (595 nm en méthode
Bradford).

Pour passer a la détermination de I'échantillon suivant, taper a
nouveau la touche

La dilution de I'échantillon dans la cuve optique peut étre program-
mée par l'intermédiaire de la touche avant de procéder a la
détermination. Le systéme intégrera cette donnée pour le calcul de
son résultat (voir chapitre "détermination d'échantillons dilués").
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Rappeler
la méthode

Détermination
du blanc

Détermination
de I'échantillon

Détermination de
I'échantillon suijvant

Dilution
de I'échantillon

5.5 Détermination des OD 600

OD 600

(0D600

€

Déroulement de Ia lecture

Les valeurs des blancs restent conservées en mémoire
jusqu'au changement de date. (voir chapitre "détermination
des acides nucléiques").

- ™~
OD600 blanc

0.000 A

ou

~ ~
OD8&00 échant 001

0.430 A

- J

Pour passer a la détermination de I'échantillon suivant, taper
a nouveau la touche

La dilution de I'échantillon dans la cuve optique peut étre
programmeée par l'intermédiaire de la touche i avant de
procéder a la détermination. Le systéme intégrera cette
donnée pour le calcul de son résultat (voir chapitre
"détermination d'échantillons dilués").

La détermination de I'OD 600 est une mesure de dispersion
de lumiére; le résultat d'une telle lecture dépend fortement
de la géométrie du faisceau optique. Or celle-ci dépend
directement du photomeétre utilisé.

112



5 Mode d'emploi

Programmer
la dilution

Dilution

Enter

Détermination de
I'échantillon dilué

Effacer la donnée
relative a Ia dilution

Enter

5.6 Détermination d'échantillons dilués

Les dilutions d'échantillons sont programmées par la touche avant la lecture. Le systéme integre cette
donnée pour le calcul et la communication du résultat.

Les valeurs de blanc ont déja été lues dans l'exemple suivant:

e ™
dsDNA blanc

0.000 A

(dsDNA échant 001

échant.+diluant

- —=—+—-=——-—4L

AN S

( 5 )

dsDNA échant 001
20+180uL

s ™~
dsDNA échant 001
70 0 .0 pg/mL
20+180pL 0.694 Az30
1.408 Az260
1.97 260/280 0.715 Azso0
2.03 260/230 0.002 As20
\_ J

Le systéme a intégré la dilution pour I'élaboration de son
résultat. Le facteur de dilution reste en machine et il est
utilisé pour le calcul du résultat d'autres échantillons jusqu'a
ce qu'il soit écrasé par une nouvelle valeur.

Pour effacer le facteur de dilution, solliciter la touche
puis effacer les valeurs figurant sous "Sample" et "Diluent”

avec la touche , ou écraser les valeurs en tapant "zéro".
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5 Mode d'emploi

5.7 Modification du numéro d'échantillon

Le numéro courant d'échantillon est indiqué sur le cadran-afficheur en haut a droite. Ce numéro courant est
incrémenté séparément pour chaque méthode et se remet sur "1" au changement de date.

Il est possible d'intervenir sur ce numéro courant et de le modifier pour repasser le méme échantillon par
exemple:

(dsDNA échant 005 )
7 0 . 0 pg/mL

2+180pL 0.694 A230

1.408 A260

1.97 260/280 0.715 Azs0

2.03 260/230 0.002 Asz20
- vy
gog'ﬁca,t’o” 0 ((dsDNA échant 005 )

u numero —
d'échantillon Sample No.

. _J
e - ~

3 dsDNA échant 003

Enter

Pour la détermination du numéro d'échantillon suivant, le
numéro a été ramené sur "3". Les numéros d'échantillons
suivants seront incrémentés ensuite a partir de ce nouveau
numéro.
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6 Programmation

Rappeler
la méthode

Rappeler Ia liste
des paramétres

Saisir le facteur
et le mémoriser

Oligo

Parameter

6.1 Principes de la programmation

Chaque méthode est préprogrammeée d'origine et comporte en mémoire les parameétres tels que la formule de
calcul du résultat ou les unités de concentration. Les méthodes programmeées d'origine peuvent étre
modifiées par I'accés aux parameétres par la touche .

(OLIGO

facteur méthode:
1 Az260 = 30.0

pg/mL

(oLIGO page 1-3 )
pfacteur 30.0
corr. par Asz2o nom *
............ oui -

/

Il existe différentes listes de paramétres pouvant étre
modifiées pour les méthodes (voir tableau au chapitre
suivant). Les paramétres pour la méthode "Oligo" s'étendent
sur trois pages d'afficheur du systéeme.

Exemple: modification du facteur
Les saisies de chiffres sont validées en mémoire par :

N ™

OLIGO page 1-3
facteur 20.0

pcorr. par As2o nom *

oui -

./

Apreés la validation en mémoire du facteur, le curseur a sauté
sur le bloc paramétrique suivant (“correction par A320").




6 Programmation

Exemple: modification des unités
Les paramétres sélectionnés sont pointés a l'aide du curseur
. La sélection validée en mémoire

est marquée d'un astérisque "+":

puis sont validés par

Selectl‘onner le - — (OLIGO page 2-3
parameétre souhaité
. unité vg/mL *
e | ng/ulL —
| S pag/uL -
]
Py unité m. pmol/ulL *
.......... pmol/L -
. -/
Valider en meémoire (oLIGO page 2-3 )
le parametre Enter
unité ug/mL —
....... ng/pL -
.......... ug/pL *
punité m. pmol/uL *
.......... pymol/L ~
J/
Aprés validation de I'unité de concentration "ug/uL" le curseur
a sauté vers le bloc paramétrique suivant (unité molaire).
Quitter le fichier Pour quitter le fichier des paramétres, on peut sélectionner
des parametres la ligne "fin paramétre” et valider par i ou simplement
taper la touche a n'importe queTmoment.
™\
(oLIGo
Parameter
facteur méthode:
1 Aze0 = 20.0 Hg/mL
ou
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6 Programmation

6.2 Tableau des paramétres

ADNds Oligo Protéines Bradford OD 600
ADNss Brad.micro
ARN Lowry
Low.micro
BCA
BCA micro
Calcul (Observation 1) | (Observation 1) | Absorbance Absorbance (Observation 1)
Standard Standard
Facteur Facteur
Formule
de Warburg
Correction Inactif Inactif Inactif
par A320 Actif Actif Actif
Unités pg/mL pg/mL mg/mL mg/mL (Observation 2)
ng/uL ng/pL Hg/mL pg/mL
Hg/pL Hg/uL Hg
Unité molaire | pmol/pL pmol/uL
pmol/L pmol/L
pmol/mL
Cuve 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm
5mm 5 mm 5mm 5mm 5mm
2 mm 2 mm 2mm 2mm 2mm
1mm 1mm 1mm 1mm 1 mm
(pour les seules méthodes a calcul par facteur)
Facteur Chiffres Chiffres Chiffres Chiffres Chiffres
(pour les seules méthodes a calcul par standard)
Nombre de (Observation 3) | Chiffres
standards
Détermination 1x 1x
des standards 2x 2x
3x 3x
Régression Linéaire
(observation 4) Non linéaire
Chiffres Chiffres

L Standard

Observation 1:
Observation 2:
Observation 3:
Observation 4:

Aucun choix possible; la procédure de calcul par facteur est figée au programme.
Aucun choix possible; I'unité "absorbance” est figée au programme.

Aucun choix possible; le nombre de standards "1" est figé au programme.

Il existe une possibilité de choix uniquement si la programmation au parameétre "Nombre
de standards” a été au moins "4" (ou en détermination simple du standard, au moins "5").
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6 Programmation

6.3 Explication des paramétres

Les paramétres sont classés en deux catégories: les parameétres de "sélection” et les parameétres nécessitant
la saisie de "chiffres". Concernant les parametres de sélection, ceux-ci dépendent de variantes
méthodologiques (voir tableau de ces parameétres au chapitre précédent).

Paramétre Saisie

Observations

Calcul Sélection

Facteur Chiffres
(5 rangs)

Correction Sélection
par E320

Unités Sélection

Unité molaire Sélection

Cuve optique Sélection

Permet la sélection parmi les procédures de calcul du résultat:
absorbance, facteur, standard, et formule de Warburg.

Pour un calcul utilisant la formule de Warburg, la valeur
mesurée A260 au cadran et a I'impression est repérée avec

le signe "4 ".

(uniquement en cas de sélection de la procédure de calcul
“facteur")

Saisie d'un facteur:

le nombre de décimales du facteur détermine le nombre de
décimales du résultat

(uniquement pour les méthodes pour acides nucléiques et
protéines)

Possibilité de sélectionner entre "Corr. par A320 inactif" et
"Corr. par A320 actif";

Corr; par A320 actif signifie que pour des absorbances
mesurées a 260, 280 et 230 nm, celle mesurée a 320 nm sera
déduite. Cette procédure peut s'utiliser pour des corrections
de turbidite.

Une correction active pour A320 sera signalée a l'aide du signe
"4 " face aux résultats de l'afficheur et du protocole
d'imprimante.

Sélection des unités de concentrations en fonction des
méthodes.

Sélection des unités selon la méthode

(uniquement pour les méthodes des acides nucléiques);
Cette fonction est nécessaire pour convertir les
concentrations pondérales en concentrations molaires

(touche ).

Sélection du parcours optique des cuves: 10, 5, 2 et 1 mm.
Le résultat est toujours rapporté a un p.o. = 10 mm
(voir chapitre 12 "Exploitation des résultats et conversions").
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6 Programmation

Les parameétres suivants ne sont proposés que dans le cadre de la programmation du mode de calcul

“standard":

Paramétre Saisie Observations

Nombre Chiffres Nombres de standards de concentration différente.

de standards (1a10)

Détermination Sélection Sélection parmi 1x, 2x, 3x, représentant le nombre de fois que

du standard la lecture du standard est répétée.
La valeur moyenne de I'ensemble des déterminations des
standards est utilisée pour les caicuis ultérieurs.

Régression Sélection (uniqguement avec un nombre minimum de standards de 4 ou,
pour une détermination simple de standards, d'au moins 5)
Sélection d'une procédure de calcul parmi une régression
linéaire et non linéaire.
Pour un nombre des standards supérieur a 1 et inférieur
a 4 / 5 I'exploitation s'effectue toujours selon une régression
linéaire (voir chapitre 12, exploitation des données).

Std. 1 a4 Std. 10 Chiffres Programme de la valeur de concentration du standard.

(5 rangs) Le nombre de décimales de la concentration du 1®' standard

détermine le nombre de décimales du résultat.
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6.4 Tableau des valeurs programmées d'origine

2) Avec calcul standard

3) Avec calcul standard ou facteur
4) Calcul par standard, nécessite une programmation de la valeur par l'utilisateur

ADNds | ssADN ARN Oligo | Protéines| Bradford | Bradford| Lowry Lowry BCA BCA |0OD 600
micro micro micro
Calcul Absor- | Standard | Standard | Standard | Standard | Standard | Standard
bance
Facteur 50.0 37.0 40.0 300 | ----- R I Ve R L Dl Do 1| 1.000
Corr. par A320 inactif inactif inactif inactif inactif
Nombre 6 6 6 6 8 5
de standards
Détermination 1x2) 1x 1x 1x 1x 1x 1X
standard
Régression Non linéaire|Nonlinéaire|Non linéaire Non linéaire/Non linéairelNon linéaire
Unités pg/mL pg/mL pg/mL pg/uL pg/mL®) Hg/mL pg/mL pg/mL pHg/mL pg/mL pg/mL
pondérales
Unités molaires | pmol/mL | pmol/mL | pmol/mL | pmol/uL
Standard1 | | | | | e---- 4 100 1.00 100 1.00 25 0.50
Standard 2 250 25 250 25 125 2
Standard 3 500 5 500 5 250 5
Standard 4 750 10 750 10 500 10
Standard 5 1000 15 1000 15 750 20
Standard 6 1500 25 1500 25 1000
Standard 7 1500
Standard 8 2000
Cuve 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm 10 mm 10mm | 10 mm
Observations: 1) Calcul par facteur, nécessite une programmation de la valeur par I'utilisateur
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7 Fonctions

Liste des fonctions

Fonction

Saisie

Observations

Affichage
des résultats

Rapport de calibrage

Date
Heure

Absorbance
en mémoire

Lecture de répétabilité

Test photométrique

Sprache Deutsch
Language English
Language U.S.English
langue frangaise

Imprimante DPU 414
Imprimante série

Service

Rappel par

Rappel par

Saisie de chiffres

Saisie de chiffres

Sélection par

Sélection par

Sélection par

Sélection

Sélection

Permet de visualiser les 100 derniers résultats
(le dernier résultat déterminé est affiché en premier)

EI E Sélection des résuitats

Emer | Impression des résultats affichés
Retour a la liste des fonctions

Function | *

Impression du rapport de calibrage;
E] Sélection de la méthode

Impression du rapport de calibrage

Retour a la liste de fonctions

apinn

Mise en mémoire
Entor | Mise en mémoire

Impression des derniéres absorbances mesurées
(100 lectures max.). Pour les valeurs de la méthode
mesurée en dernier, calcul et impression de la valeur
moyenne, de I'écart standard et du cv.

Lecture et calcul de répétabilité sur une série de
10 lectures successives sur un échantillon. Pour
I'exploitation des données, la machine utilisera les
programmes de la derniére méthode appelée.

Contréle de la justesse photométrique ainsi que de la
justesse de la longueur d'onde (voir chapitre13 "Contrdle
du photometre").

Permet la sélection de la langue de son choix;
"english" et "U.S. english” ne se distinguent que par le
format de la date.

DPU 414: connexion de la thermoimprimante
Eppendorf DPU 414
(voir chapitre 4.2 "Imprimante").
Sérielle:  Connexion d'une imprimante autre
(voir chapitre 4.2 "Imprimante").

Fonction uniquement accessible pour le technicien de
service aprés-vente.
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7 Fonctions

Rappel de Ia liste
des fonctions

Sélectionner la
fonction souhaitée

Entrer Ia fonction
en mémoire

Quitter le fichier
des fonctions

Function

Enter

Function

Exemple: modifier la version linguistique

(FUNKTION

SEITE 1-4

PERGEBNISSE ANZEIGEN
KALIBRATIONS REPORT

~

DATUM 27.06.1998
UHRZEIT 20:44

.

(FUNKTION SEITE 3-4
SPRACHE DEUTSCH *

LANGUAGE ENGLISH -
LANGUAGE U.S.ENGL -
plangue frangaise -

.

.
ﬁonction page 4-4
pimprimante DPU 414 *
série -
service -——
fin fonction

Pour quitter le fichier des fonctions on peut soit sélectionner
la ligne "fonction fin", soit taper

la touche a partir de n'importe quelle ligne.
Le systéme retourne ensuite dans la méthode préalablement

programmée.

-
OLIGO

A

facteur méthode:
1 Az60 = 20.0 ug/mL

TS o >

, OU encore taper
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8 Messages d'erreur, repérage des résultats et textes auxiliaires

Repérage des résultats

Repére Observations

1.586 A260 4 Le repére a c6té de Az260 sur l'afficheur et sur le protocole d imprimante
(uniquement sur méthode "protéines direct")
signifie que le résultat a été obtenu par la formule de Warburg.

0.015 A320 < Le repére a coté de Aazo sur l'afficheur et sur le protocole d'imprimante
(uniqguement sur méthode "protéines direct" et méthode pour acide nucléiques)
signifie que les absorbances a 260, 280 et 230 nm sont corrigées par l'absorbance
a 320 nm. (voir chapitre 6, "Programmation”).

Messages d'erreurs accompagnant les résultats

Message d'erreur Observation / cause Remeéde
+++++ L'absorbance mesurée est supérieure — Diluer I'échantillon.
aA=30.

— Vérifier la cuve
(hauteur du faisceau optique).

— Nettoyer le puits porte-cuve
(voir chap. 9).

— Placer la cuve dans le bon sens
(face optique dans le faisceau
optique).

— Utiliser une cuve transparente a la
longueur d'onde utilisée
(cuve quartz ou UVette® Eppen-
dorf pour les lectures sur acides

nucléiques).
IRRRN Résultat calculé non représentable Vérifier les paramétres
(valeur trop élevée). (facteur trop élevé?)
————— (a la place d'une valeur pour un ratio): Répéter la lecture,

Le ratio n'a pas pu étre déterminé, l'une au besoin avec un échantillon dilué.
des valeurs du ratio ayant une valeur
d'absorbance A =0ou A > 3.0.
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8 Message d'erreur, repérage des résultats et textes auxiliaires

Messages d'erreur dans le déroulement de la lecture

Message d'erreur

Observation / cause

Reméde

lire d'abord blanc

La méthode sélectionnée ne comporte
pas encore de blanc.

Effectuer un blanc.

lire d'abord standard

La méthode sélectionnée ne comporte
pas encore de calibrage validé.

— Lire les standards.

— Programmer un autre mode
de calcul (facteur fixe ou
absorbance en direct).

en dehors calibrage

(uniquement sur exploitation en
régression non linéaire):

Le résultat de I'échantillon est situé en
dehors du domaine calibré.

Répéter la lecture, le cas échéant
avec un échantillon dilué.

err. module lecture 1
err. module lecture 2
err. module lecture 3

Différentes anomalies dans le module
mesure.

Faire appel au service aprés-vente.

Message d'erreur dans le processus de calibrage

Message d'erreur

Observation / cause

Remeéde

méthode std absente

La touche (8m58) 3 ¢té sollicitée, mais la
méthode appelée est programmée sans
standard dans son mode d'exploitation.

— Effectuer une nouvelle lecture
sans passer par standard.

— Programmer un mode
d'exploitation "standard".

valeurs lues non plausibles (en calibrage en point final)

L'absorbance lue estde 0 A

Refaire une lecture du standard,
le cas échéant , préparer un nouveau
standard.

valeurs lues non monotones (en calibrage multipoints)

La série lue n'est pas réguliére ni en
croissance, ni en décroissance.

Vérifier la série de standards et
représenter les valeurs dans l'ordre
correct de concentration croissante.

courbe calibrage non
monotone

(en régression non linéaire:)
La courbe calculée n'est pas réguliére.

Vérifier les standards et les
représenter dans un ordre de
concentration croissante.
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8 Message d'erreur, repérage des résultats et textes auxiliaires

Message d'erreur

Observation / cause

Reméde

CV supérieur 2 10 %

(en fin de la série standard)

La dispersion autour de la droite de
calibrage ou de la courbe est trop
importante (voir chapitre 12, "Exploitation").

Vérifier les résultats du calibrage.

— | e | Mémorisation du
calibrage.

- : Annuler le calibrage,

refaire un nouveau calibrage,
ou rappeler un calibrage en
mémoire.

Messages d'erreur dans le deroulement de la programmation

Message d'erreur

Observation / cause

Reméde

méthode

anomalie, vérifier paramétre Le parameétre de la méthode a été

programmé de fagon incorrecte.

Vérifier le paramétre, au besoin,
le reprogrammer.

programmer standards par
ordre croissant

(calibrage multipoints:)

Les valeurs des concentrations des
standards n'ont pas été programmeées
en ordre croissant.

Vérifier la programmation et effectuer
la saisie en ordre croissant.

Autres messages d'erreur

Message d'erreur

Observation / cause

Reméde

saisie invalide

(lors de la saisie des numéros courants
des échantillons par la touche )

La saisie comporte un chiffre hors limites
compatibles de 1 4 999.

Refaire la saisie en respectant les
limites.

Textes d'aide

Texte d'aide

Observation / cause

Reméde

programmer standards

(apparait a l'afficheur aprés appel de la
méthode)

La méthode comporte bien des standards,
mais aucune série de concentration
standard n'a été saisie.

Programmer les valeurs de
concentration de la série de

standards (touche ).

— Programmer une autre méthode
sans standard.

programmer facteur

(apparait a I'afficheur apres appel de la
méthode)

La méthode comporte bien un facteur,
mais aucune valeur n'a été saisie.

|

Programmer la valeur du facteur
(touche m)

— Programmer une autre méthode
sans facteur.

125



9 Nettoyage et maintenance

Photometre — Retirer le cordon secteur avant de procéder aux opérations de maintenance ou
changement de fusible.
Les tensions présentes a l'intérieur de I'appareil peuvent causer des chocs
électriques dangereux.

— Essuyer tout I'appareil a I'aide d'un chiffon humide et d'un détergent doux.

— Pour désinfecter, essuyer avec un chiffon légérement imprégné d'un mélange
eau / éthanol a 70 %.

— En aucun cas des liquides ne devront pénétrer a l'intérieur de I'appareil.
Puits porte-cuve — Nettoyer le puits porte-cuve a 'aide d'un coton-tige l[égerement humide,
jamais a grande eau comme avec une pissette.

— Lorsque l'appareil est hors service, poser I'obturateur livré avec I'appareil sur le
porte-cuve pour éviter les dépdts de poussiere.
Toute présence de poussiére ou de résidus de réactifs sur le parcours optique peut
étre source d'erreur de lecture.

Changement de fusible
— Retirer le cordon secteur.

— Au-dessus du raccordement secteur se trouve le porte-fusible (voir fig. au
chapitre 4.1). La position du support est sécurisée par un petit verrou se trouvant au
bas du support.

— Pousser le levier de verrouillage vers le haut et extraire le support.

— Remplacer les fusibles
(voir spécifications au chapitre 2 "Spécifications techniques").

— Réinsérer le support dans sa logette et le pousser jusqu'a I'encliquetage du verrou.

— Raccorder a nouveau au secteur.
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10 Mode d'emploi succinct

Préparation
L'appareil est directement opérationnel aprés mise sous tension.

Méthodes

dsDNA ssDNA RNA )

4 5 6
Protein 0D 600 Oligo

1 2 3
Bradford Lowry BCA

7 8 9 ADNds ADNss ARN Oligo
JsDNA ssDNA RNA Lecture directe des acides nucléiques a 260 nm.
Quotients A260/A280 et A260/A230.
Correction de la lecture de I'absorbance par I'absorbance a A3z20.
Lecture en cuve quartz ou en UVette® Eppendort.

Oligo

OD 600

oD 600 — Lecture directe de la suspension bactérienne
a 600 nm (par turbidimétrie).

— Lecture avec cuve en verre ou en plastique.

Protéines

Lecture directe des protéines a 280 nm.

Lecture directe de I'absorbance ou conversion par factevur,
standard ou formule de Warburg.

Correction de la lecture de I'absorbance par I'absorbance a As20.
Lecture en cuve quartz ou en UVette® Eppendorf.

4
Protein

Bradford Lowry BCA
Bradford micro  Lowry micro  BCA micro
— Lecture directe des protéines avec les réactifs de Bradford, Lowry, BCA.
— Lecture directe de I'absorbance
ou conversion par facteur ou calibrage a standard
(calibrage a un point, régression linéaire ou non linéaire).
— Nombres et valeurs des éléments calibrants programmables.
— Méthodes pour protéines disponibles également en micro-méthodes
(taper deux fois la touche).
— Lecture avec cuve en verre ou en plastique.

1 2 3
Bradford Lowry BCA

Cuves UVette® Ultra-micro semi-micro  macro a vidange

Base
12,5 mm x 12,5 mm

Hauteur totale mini. 36 mm-----;

Niveau de remplissage mini. 10 mm - . _

Faisceau lumineux 8,5mm--;5§5 b8 B R R
Epaisseur max. de la base 7 mm--
- | el | _ L el _ _ _
0 mm--
Volume mini. 70 yL 400 uL 1000 uL 300 pL
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10 Mode d'emploi succinct

Programmation
Les méthodes installées d'origine en mémoire méthode peuvent étre modifiées.
Exemple:
Programmation de l'unité "ug/mL" et méthode de conversion par standard (500 ug/mL) pour la méthode
“protéines”,
PROTEIN )
absorbance
Sélectionner "protéines” ,
Protein
(PROTEIN page 1-3 )
— calcul std —
. . facteur -
Débuter la programmation Parameter > extinetion *
Warburg -
. vy
I
(PROTEIN page 1-3 )
. . . »calcul std -
Sélectionner calibrage hd ou A facteur —
avec standards (STD) extinction *
Warburg -
o vy
(PROTEIN page 2-4 )
»corr.par A320 nom *
et valider Enter oui -
(I'affichage saute sur le bloc de lecture std 1 x *
sélection suivant aprés la validation) 2x -
N 3 x S
- ] ™
PROTEIN page 3-4
unité mg/mL *
Sélectionner I'unité ug/mL hd ou — > pg/mL —
std ---- mg/mbL
(- /
(" l ™
PROTEIN page 3-4
unité mg/mL -
et valider Enter ug/mL
pstd - ---- pg/mL
. J
. I ™
PROTEIN page 4-4
L. »cuve 10 mm *
Saisir la valeur des concen- 5 0 0 5 mm -
trations standards et valider 2 mm -
(raffichage saute sur le bloc de (— 1 mm -
sélection suivant aprés la validation) Enter fin paramatre )
Terminer la programmation Parameter
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Sélectionner Ia méthode ADNds

Lire le blanc

10. Mode d'emploi succinct

Déroulement de Ia lecture ADNds

(dsDNA

facteur méthod

dsDNA

)

e

1 A260 = 50.0 yg/mL

(dsDNA

Si I'échantillon est dilué:
Exemple: 20 + 200 pL

:

(

dsDNA

2

Dilution

Enter

20+200 pl

Enter

échant 001

~
blanc

0.000 -

Lecture de I'échantilion

doit étre converti:

Si le résultat de la lecture

1 4 0
Conversion (quantité calcul: N
échant.total 140 pL
Enter
molarité calculée:
paires bases 300
3 0 0 masse mol 198 kDa
\. J
Enter
((dsDNA échant 001 )
5 6 3 . 2 0 ug/mL.
20+200 pL
79 ug
Enter 2843 pmol/mL
q 398 pmol )

dsDNA échant 001
5 6 3 . 2 0 yug/mL

20+200 pL  0.694 A230

1.408 A260

1.97 260/280 0.715 Azs0

2.03 260/230 0.002 A320

dsDNA échant 002

249.70 ug/mL

Lire I'échantillon suivant

20+200 plL

1.85 260/280
2.19 260/230

0.689 A230
0.788 Azso
0.623 Az2s0
0.003 As20
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10 Mode d'emploi succinct

Déroulement de Ia lecture Bradford

Sélectionner la méthode Bradford

BRADFORD

domaine calibrase
100 - 2000

Pour sélectionner
la microméthode:

Bradford

Bradford

Lire le blanc

Lire le premier standard

Lire le dernier standard

Si I'échantillon est dilué:
Exemple: 20 + 200 pL

Standard

BRAD.micro

domaine calibrase

1.0 - 20.0

pg/mL

L Standard

L bienic RN

pg/mL

BRADFORD échant 001
- 2 0 Enter
Dilution ] 20+200 pL
2 0 0
J Enter
)

Lecture de I'échantillon

Lire I'échantillon suivant

- - 7
P 1
BRADFORD blanc )
0.000 -
Standard
>y
(BRADFORD std 1 )
100 pg/mL
0.048 -
suivant: std 2
L | 200ug/mL )
(BRADFORD std 6
2000 pg/mL
1.325 4
cv: 2.8 %

\callbrase mémorisé .
(BRADFORD échant 001
368 pg/mL

20+200 plL
0.352 As9s
. l )
(BRADFORD échant 002 )
552 pg/mL
20+200 pL
0.525 As9s
\. J
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11 Nomenclature

Code commande

6131 000.012
6131 900.102
6131 810.006

6131 928.007

0013 608.148
0013 608.164
0013 608.172
0013 610.517
6547 001.018

0030 106.300
4308 078.006

Photomeétre
BioPhotometer
Mode d'emploi

BioPhotometer Software Package,
Logiciel de transfert de données depuis le BioPhotometer

vers un logiciel de calcul sous tableur tels que Excel sous Windows

Filtre UV-VIS secondaire, le lot,
pour contréle du BioPhotometer

Imprimante

Thermo-imprimante DPU 414

Bloc secteur 115V pour imprimante DPU 414
Bloc secteur 230 V pour imprimante DPU 414
Cordon imprimante VGA |, 9 broches, male / fem
Papier pour thermo-imprimante, ies 10 rouleaux

Uvette®
(Cuve a usage unique pour UV/VIS de 220 a 1 600 nm)

UVette®, en conditionnement individuel sous blister, les 80
Porte-cuves pour 16 cuves
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12 Exploitation des résultats et conversions

12.1 Acides nucléiques (ADNds, ADNss, ARN, Oligo))

Conversion par facteur

C =A20xF

C = Concentration calculée

A260 = Absorbance lue a 260 nm

F = Facteur (& programmer au cas par cas selon la méthode par la touche )

Particularité de la méthode pour acides nucléiques: le facteur programmé se rapporte toujours a l'unité de
concentration "pug/mL". Si on sélectionne I'unité de concentration pg/pL, le facteur sera automatiquement
réévalué en interne:

F=F/1000
F’ = Facteur interne converti; est utilisé pour le calcul de la concentration.

Dilution de I'échantilion
Cail, corr = C x (Vp + V) / Vp

Cuil, corr = Résultat calculé avec un facteur de dilution N
Vo = Volume de I'échantillon de la solution lue (saisie par la.touche o j)
Vil = Volume du diluant dans la solution de lecture (saisie par la touche )

Parcours optique de la cuve
Application: utilisation de cuves de p.o.=1, 2 ou 5 mm.

Le parcours optique de la cuve est programmé spécifiquement a chaque méthode par la touche .

Acuve, corr = AX 2 (pour un p.o. de 5 mm)
Acuve, corr = A X 5 (pour un p.o. de 2 mm)
Acuve, corr = A X 10 (pour un p.o. de 1 mm)

Acuve, corr = Absorbance rapportée a un parcours optique d'une cuve de 10 mm

Correction A32o
Application: correction partielle pour l'interférence de la turbidité d'une solution lue sur une lecture.

La procédure de conversion avec ou sans correction pour le trouble E320 est programmée spécifiquement
selon la méthode par la touche .
Ay corr = Ax - A320
A, corr = Absorbance corrigée mathématiquement par les absorbances aux longueurs d'onde 230, 260
et 280 nm

A, = Absorbance lue aux longueurs d'onde 230, 260 et 280 nm
A320 = Absorbance lue aux longueurs d'onde 320 nm

L'absorbance corrigée est ensuite utilisée pour le calcul final du résultat.

Touche "Conversion": calcul des concentrations massiques
Application: détermination de la quantité totale d'acide nucléique dans le volume total d'échantillon

M = C X Vp’ tot
M = Masse totale d'acide nucléique dans le tube d'échantillon
C = Concentration calculée

Vp, tot = Volume de I'échantillon dans le tube (saisie par la touche )
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12 Exploitation des résultats et conversions

Touche "Conversion": calcul de Ia concentration molaire

Application: calcul des concentrations molaires & partir des concentrations massiques et de la masse molaire
relative. La masse molaire relative sera saisie directement ou sera calculée par le systéme a partir du nombre
de bases ou paires de bases par molécule.

Cmo=C/N
Cmol = concentration molaire calculée
N  =masse molaire relative en kDa (saisie par la touche )

Si le nombre de base ou de paires de base est programmé a la place de la masse molaire relative, N sera
calculé a partir du nombre de bases (-paires):

ADNds: N = bp x 2 x 330 x 10

ADNss, ARN;, Oligo: N = b x 330 x 1073

N = Masse molaire relative calculée exprimée en kDa

bp = Nombre de paires de bases programmées par molécule (ADNds)
b = Nombre de bases programmées par molécule (ADNss, ARN, Oligo)

L'unité de concentration molaire est programmée au cas par cas pour chaque méthode par la touche .

12.2 Protéines directes par photomeétrie

Sélection de I'expression des résultats:
—~ Absorbance
— Calcul de la concentration par un facteur
— Calcul de la concentration par calibrage a un point
— Calcul de la concentration par la formule de Warburg

Calcul de la concentration par un facteur
Voir chapitre 12.1; longueur d'onde de lecture: 280 nm

Lors de la programmation du facteur par la touche , il convient de tenir compter de l'unité de
concentration.

Calcul de la concentration par un standard (calibrage a un point)

F =Cg/Ag

F = Facteur calculé

Cs = Concentration donnée du standard ( programmation au cas par cas par la touche selon la
méthode)

Ag = Absorbance lue pour la standard

Si la lecture multiple du standard a été programmée (2x, 3x), le calcul du résultat se fera a partir des
absorbances lues par régression linéaire avec intégration de la valeur zéro. Aprés calcul de la régression un
CV (coefficient de variation en %) sera formé pour évaluer la dispersion des lectures. Si le CV est supérieur a
10 %, il sera affiché. Dans ce cas, le calibrage ne sera mis en mémoire qu'apres validation. (voir chap. 12.3).
Le calcul de la concentration de I'échantillon s'effectuera a I'aide du facteur calculé:

C=A280xF

Calcul de la concentration par la formule de Warburg

C = 1.55 x A280 — 0.76 x A260 pour |'unité de concentration "mg/mL"
C = (1.55 x A280 — 0.76 x A260) x 1000 pour l'unité de concentration "ug/mL"
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12 Exploitation des résultats et conversions

Dilution de I'échantillon, parcours optique de la cuve et correction A320
Voir chapitre 12.1.

12.3 Protéines par ajout de réactif
Méthodes: Bradford, Bradford micro, BCA, BCA micro, Lowry, Lowry micro

Sélection de I'expression du résultat:
— Absorbance
— Calcul de la concentration par un facteur
— Calcui de la concentration par standards

Sélection des modes de calcul a partir de standards:
— Calibrage a un point
— Calibrage multi-points (droite d'étalonnage)
— Calibrage multi-points (courbe d'étalonnage)

Calcul des concentrations par un facteur et calcul de la concentration par un standard
(calibrage a un point)
Voir chapitre 12.2; longueur d'onde: 595 nm (Bradford; Lowry) ou 562 nm (BCA)

Calcul de la concentration par standards (calibrage multi-points; droite d'étalonnage)

La droite d'étalonnage sera établie & partir d'une série de standards de 2 & 10 valeurs, avec détermination
simple, double ou triple (concentration en fonction de l'absorbance). L'équation de la droite sera calculée par
une régression linéaire.

C=a,+a4A
a4 =Pente de la droite d'étalonnage (facteur)

a, = Point d'intersection de la droite d'étalonnage avec I'axe des concentrations
(concentration d'un échantillon a lI'absorbance "0" [décalage])

Apres calcul du calibrage un CV (coefficient de variation %) sera formé pour évaluer la dispersion des
lectures. (exception: calibrage deux points avec détermination simple des deux standards) Si le CV est
supérieur a 10 % il sera affiché. Dans ce cas, le calibrage ne sera mis en mémoire qu'aprés validation. Avec
plus de deux standards, la valeur du cv sera toujours affichée, méme si sa valeur est < 10 %).

Les parametres calculés "a," et "a{" de la droite d'étalonnage pourront étre imprimés a l'aide de la touche
=] T

Calcul de la concentration par une série standard (calibrage multi-points, courbe d'étalonnage)

Une courbe d'étalonnage (concentration en fonction de lI'absorbance) sera établie a partir d'une série
de 5 a 10 standards en détermination simple, de 4 a 10 standards en détermination double ou triple.
La régression non linéaire sera calculée a partir d'un polynéme du 3& degré.

C=a,+aiA+aA%+azA% + ...
a = Coefficient (les coefficients sont déterminés a partir de la méthode des moindres carrés)

Valeur du CV: voir ci-dessus (régression linéaire)

Les différents parameétres calculés pour la courbe d'étalonnage mémorisée peuvent étre imprimés a l'aide de

la touche .
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12 Exploitation des resultats et conversions

ProDilution des échantillons et p.o. des cuves
Voir chapitre 12.1.

12.4 OD 600

Les valeurs sont exprimées comme étant les absorbances lues a la longueur d'onde de 595 nm.

Dilution des échantillons et p.o. des cuves
Voir chapitre 12.1.
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13 Contréle du photometre

Eppendorf propose un jeu de filtres (filtre UV-VIS secondaire, code commande # 6131 928.007) pour
contrdler la justesse photométrique et celle des longueurs d'onde. Cet ensemble de filtres est composé de
trois filtres de contrdle de la justesse photométrique ("Sample A1, Sample A2, Sample A3") et de deux filtres
pour le contrdle de la justesse spectrale des longueurs d'onde ("Sample 260 nm, Sample 280 nm").
L'absorbance de ces filtres est lue contre un filtre de blanc ("Blank Ao").

Pour le contrdle, les filtres représentant le blanc et I'échantillon de contrdle sont introduits dans le porte cuve
comme s'il s'agissait de cuves. Pour l'orientation, le filtre sera tourné de telle sorte que I'autocollant
d'identification soit positionné vers l'avant, c6té utilisateur. Les absorbances lues pour le filtre représentant
I'échantillon de contrdle sont ensuite comparées avec la fourchette des valeurs de tolérance. Les tolérances
pour chaque filtre sont données dans un tableau de valeurs livré avec chaque filtre et collé a l'intérieur du
couvercle du coffret des filtres. (voir tableau: "X. XXX — X. XXX A").

eppendorf BioPhotometer
Secondary -UV - VIS - Filter Order No./Best.Nr.:6131 928.007
Limits measured against Blank Ao at approx. 20 °C
Grenzwerte gemessen gegen Blank Ao bei ca. 20°C
Photometric accuracy Wavelength accuracy
Photometrische Richtigkeit Wellenléngenrichtigkeit
Fiiter Blank Sample Sample Sample Sample Sample
Type Ao A1l A2 A3 260 nm 280 nm
230nm | 0.000 A | X. XXX - X XXX A | X XXX - X XXX A | XXXX - X XXX A
260nm | 0.000 A | X XXX - X XXX A | X XXX = X XXX A | X XXX - X XXX A | X XXX - X XXX A
280nm | 0.000 A | X. XXX - X XXX A | X XXX - X XXX A | X XXX - X XXX A XXXX - X XXX A
320nm | 0.000 A | X. XXX - X XXX A [ X XXX - X XXX A | XXXX - X XXX A
562nm | 0.000 A | X. XXX - X XXX A [ X XXX - X XXX A | X XXX - X XXX A
595nm | 0.000 A [ X. XXX - X XXX A [ X XXX - X XXX A [ X. XXX - X. XXX A
Code 914 XXX 921 XXX 922 XXX 923 XXX 916 XXX 917 XXX
Please protect against dust, heat and liquid
Bitte vor Staub, Hitze und Flissigkeiten
schitzen
The limits are valid for max. 2 years
as of the date on the right.
Die Grenzwerte gelten fiir max. 2 Jahre ab Date/Datum Signature/Unterschrift
Datum.
Tableau:

Reproduction du document se trouvant collé a l'intérieur du couvercle du coffret de filires # 6131 928.007
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13 Contréle du photomeétre

Environnement du contréle du photomeétre

Réaliser le contrdle a env. 20 °C.

N'extraire le filtre de son coffret que pendant le temps strictement nécessaire a la lecture et le préserver
de tout dommage et de toute souillure.

Préserver les filtres de la poussiere, de la chaleur, des liquides et des vapeurs agressives.

Installer le filtre dans le porte-cuve avec 'autocollant orienté vers |'utilisateur.

Sélectionner la fonction "test photométrique”.

Cette fonction est installée sur les appareils comportant la version logicielle a partir de V 1.20.

Pour une utilisation des filtres de contrdle sur des appareils avec des logiciels plus anciens, s'adresser
a Eppendorf.

Sélectionner les filtres-test
"A1", "A2", "A3" pour la lecture de justesse photométrique a 230, 260, 280, 320, 562, et 595 nm.
"A260" ou "A280"" pour la lecture de la justesse de longueur d'onde a 260 nm ou 280 nm.
"A??" est prévu pour une utilisation exclusivement réservée au service apres-vente Eppendorf.

Suivre les instructions de l'afficheur du photométre pour les lectures du "blanc” et de "I'échantillon”.
L'appareil effectue 10 cycles de lecture et imprime par la suite la valeur moyenne des absorbances déter-
minées aux différentes longueurs d'onde.

Comparer les valeurs des absorbances a la fourchette des valeurs tolérée pour cette longueur d'onde.

En plus de linformation concernant la justesse, le protocole imprimé comporte des informations sur la
répétabilité; I'appareil détermine chaque fois les écarts standards et les coefficients de variation a partir
d'une série de 10 lectures par filtre.

Si les absorbances lues avec les filtres de contréle ne correspondent pas aux fourchettes de tolérance, il
convient de contacter le service aprés — vente Eppendorf. Les filtres eux-mémes doivent étre recalibrés en
usine aprés deux ans.
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Descriptif métrologique

Nature:

Type:

Fabriquant / distributeur:
Instructions d'emploi:

1. Systéme de mesure
Trajet du faisceau:

Emetteur source:
Systeme spectral:
Récepteur spectral:
Cuves optiques:
Types de cuves:

Thermostatisation de cuve:

Cadran-afficheur:
Grandeurs affichées:

2. Procédure de mesure
Détermination de la valeur
du blanc de la cuve:
Détermination
de la concentration:
Mesure relative par rapport
au matériau de référence:

Domaine:

Blanc cuve:

Longueur d'onde de lecture:
Temps de préchauffage:
Tension d'alimentation :
Ambiante admissible:
Humidité relative de l'air:

une mesure individuelle:

Ecart standard
photométrique court terme:
Défaut de justesse

de la longueur d'onde:
Demi-valeur spectrale:
Taux de lumiére parasite:

Date: 25.09.1997

5. Limites d'erreur et autres limites
Incertitude photométrique relative de la mesure d'absorbance spectrale sur toutes les longueurs d'onde pour

Certificat de conformité du BioPhotometer 6131
Conforme a f'annexe 15 de la directive d'étalonnage

Photomeétre monofaisceau avec faisceau de référence et longueurs d'onde fixes
BioPhotometer 6131

Eppendorf — Netheler — Hinz GmbH, Hambourg

Mode d'emploi

Lampe > diaphragme > lentille > diaphragme > cuve > diaphragme

> grille de renvoi > diaphragmes > photodiodes-

Lampe flash Xénon, domaine spectral continu de 220 nm a 2000 nm
Grille polychromateur

Photodiodes silicium, domaine spectral de 200 a 1100 nm

Quartz, verre optique spécial, matiére plastique, selon longueur d'onde
10 mm macro; volume mini. 1000 pl

10 mm semi-micro; volume mini. 400 yl

10 mm a vidange; volume mini. 300 pI

10 mm ultra-micro; volume mini. 70 pl

Absente

Eclairé, type graphique LCD 33 x 66 mm?
Absorbance, concentrations massique et molaire

Lecture individuelle de chaque cuve en fonction de la longueur d'onde
Selon la loi de Beer-Lambert-Bourguer

Contrdle par étalons secondaires calibrés

3. Domaine spectral de la mesure d'absorbance

0,000 & 3,000 A
Les limites d'erreur citées peuvent étre dépassées en dehors des gammes
de mesure ainsi qu'en cas d'utilisation autre que les utilisations nominales.

4. Conditions d'utilisation nominales

Selon le type de cuve utilisé

Xénon 230, 260, 280, 320, 562, 595 nm
Aucun

1002240V +10%,50-60Hz+5 %
15a35°C

15470 %

+15%aA=1

<05%aA=1

+ 1 nmde 230 a 280 nm, + 2 nm de 320 & 595 nm
<5 nmde 230 a 320 nm, £ 7 nm de 562 et 595 nm
< 0,03 % a 260 nm avec GG 375-3 (Schott)
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Eppendorf Certificate

~ BioPhotometer 6131

1.Wavelength accuracy / Wellenldngenrichtigkeit

Filter-| Test- Lower limit-upper limit| Actual value
code filter . Untergrenze-Obergrenze | Istwert
916-110 Sample 260nm|+1nm: 1.140-1.400 A 1.297 A
917-110|Sample 280nm|+Ilnm: 1.580-1.840 A 1.725 A
920-110}jSample 595nm|+2nm: 0.800-1.300 A 1.219 A

2.Photometric accuracy at / Photometrische Richtigkeit bei 260nm

Filter-| Test- Lower limit-upper limit| Actual value
code filter - Untergrenze-QObergrenze Istwert
921-110| Sample Al 0.106-0.126 A 0.117 A
922-110| Sample A2 0.760-0.784 A 0.771 A
923-110 Sample A3 1.454-1.482 A 1.470 A

3 .Photometric preéision at / Photometrische Prdzision bei 260nm

Filter-| Test- Limiting value Actual value
code filter Grenzwert Istwert
921-110( Sample Al S = 0.003 A 0.0007 A
922-110] Sample A2 Cv/vk < 1% 0.07 %

Measuring value against Blank A0
MeBwerte gegen Blank A0

All limits applicable for use of the test filters in the BioPhotometer
Alle Grenzen gelten fir den Gebrauch der Testfilter im BioPhotometer

4 _Security check / Sicherheitsiberprifung IEC 1010-1

6.5.1.2 Bonding impedance/Schutzleiterimpedanz < 0.1 Ohm 0.XK.

6.3.2.2 Leakage current/Ableitstrom < 0.0035 A 0.K.

D4 =z 1350 V O0.K.

High voltage test/Hochspannungstest

tested by/geprift durch

S\ Pl

Instrument/Gerite No.

02139

6131 912.160-02




