MERCK

User Guide

Amicon® Ultra-4 10K

Centrifugal Filter Devices
for volumes up to 4 mL

UFC801008D ||1
UFC801024D U
UFC801096D
c UK
cA
IVD | For in vitro diagnostic use —

Languages available

English ........... 2 Lietuviskai . .. ... .. 57
Frangais........... 7 Magyar .......... 62
Italiano . ......... 12 Cedtina . ......... 67
Deutsch.......... 17 Polski. . . ......... 72
Espafiol . ......... 22 HBAZE ........... 77
Portugués. . ....... 27 B 82
EAAQVIKG . . oo e L 32 [0 87

Nederlands. ....... 37  Norsk ...........

Millipore.



(D
English
Introduction

Amicon® Ultra-4 10K centrifugal filter devices provide fast ultrafiltration, with the capability for high concentration
factors and easy concentrate recovery from dilute and complex sample matrices. The vertical design and
available membrane surface area provide fast sample processing, high sample recovery (typically greater

than 90% of dilute starting solution), and the capability for 80-fold concentration. Typical processing time is

10 to 20 minutes. Solute polarization and subsequent fouling of the membrane are minimized by the vertical
design, and a physical deadstop in the filter device prevents spinning to dryness and potential sample loss. The
concentrate is collected from the filter device sample reservoir using a pipettor, while the ultrafiltrate is collected
in the provided centrifuge tube. The device can be spun in a swinging-bucket (for optimal performance) or
fixed-angle rotor. Amicon® Ultra-4 10K devices are supplied non-sterile and are for single use only.

Intended Use

Amicon® Ultra-4 centrifugal filter devices are disposable, single-use ultrafiltration filter devices for in vitro
diagnostic use for processing biological solutions in the 1-4 mL volume range. They are intended for
concentrating biological samples such as serum, urine, cerebrospinal fluid and other body fluids prior to in vitro
diagnostic analysis. Device intended to be single-use and used by a laboratory professional.

Applications

e Concentration of biological samples containing antigens, antibodies, enzymes, nucleic acids (DNA/RNA
samples, either single- or double-stranded), microorganisms, column eluates, and purified samples

e Purification of macromolecular components found in tissue culture extracts and cell lysates, removal of primer,
linkers, or molecular labels from a reaction mix, and protein removal prior to HPLC

e Desalting, buffer exchange, or diafiltration

Materials Supplied uw— Cap

The Amicon® Ultra-4 10K device is supplied with a cap, a filter device, and a

centrifuge tube. Filter device

Required Equipment

e Centrifuge with swinging-bucket (preferred) or fixed-angle rotor with wells/
carriers that can accommodate 17 mm x 124 mm 15 mL conical-bottomed
tubes

—— Centrifuge tube
CAUTION: To avoid damage to the device during centrifugation, check
clearance before spinning.

e Pipettor with 200 microliter (pL) tip for concentrate recovery

Suitability
Preliminary recovery and retention studies are suggested to ensure suitability for intended use.
See the "How to Quantify Recoveries” section.

Storage and Stability

Refer to product label for storage conditions and shelf life.

Rinsing Before Use

The ultrafiltration membranes in Amicon® Ultra-4 10K devices contain trace amounts of glycerine. If this material
interferes with analysis, rinse the device with buffer or Milli-Q® water before use. If interference continues, rinse
with 0.1 N NaOH followed by a second spin of buffer or Milli-Q® water.

CAUTION: Do not allow the membrane in Amicon® Ultra filter devices to dry out once wet. If you are not using
the device immediately after rinsing, leave fluid on the membrane until the device is used.
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How to Use Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter Devices
1.

2.

Add up to 4 mL of sample (3.5 mL if using a 23° fixed-angle rotor) to the Amicon® Ultra filter device.

Place capped filter device into centrifuge rotor (swinging-bucket preferred); counterbalance with a similar
device. Check Centrifuge clearance before use.

3. When using a swinging-bucket rotor, spin the device at 4,000 x g maximum for approximately
10-20 minutes.

4. When using a fixed-angle rotor, orient the device with the membrane panel facing up and spin at
7,500 x g maximum for approximately 10-20 minutes.
NOTE: Refer to Figure 1 and Table 1 for typical spin times.

To recover the concentrated solute, insert a pipettor into the bottom of the filter device and withdraw the

sample using a side-to-side sweeping motion to ensure total recovery. The ultrafiltrate can be stored in the
centrifuge tube.

NOTE: For optimal recovery, remove concentrated sample immediately after centrifugation.
NOTE: Filter may not function correctly if allowed to dry out after wetting.

Desalting or Diafiltration

Desalting, buffer exchange, or diafiltration are important methods for removing salts or solvents in solutions
containing biomolecules. The removal of salts or the exchange of buffers can be accomplished in the

Amicon® Ultra-4 device by concentrating the sample, then reconstituting the concentrate to the original sample
volume with any desired solvent. The process of "washing out” can be repeated until the concentration of the
contaminating microsolute has been sufficiently reduced. See example below.

Add 3.95 mL of U
Spin to 10 mM NaCl or . @ Spin to
concentrate exchange buffer % concentrate @

>
4 mL of 50 pL of 4 mL of 50 pL of
1 mg/mL 80 mg/mL 1 mg/mL 80 mg/mL
protein in protein in protein in protein in
100 mM NaCl 100 mM NacCl 11.1 mM NacCl 11.1 mM NacCl
= =| 100 mM NaCl = =| 11.1 mM NaCl
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Performance
Flow Rate Figure 1. Typical Filtrate Volume vs. Spin Time
Factors affecting flow rate include sample concentration, starting 4.0 /@/
volume, chemical nature of solute, relative centrifugal force, 3.5
centrifuge rotor angle, membrane type, and temperature. Figure 1 NS
and Table 1 can be used to estimate the time required to achieve é
a given volume of filtrate or concentrate. A typical spin time for a v 25
4 mL sample is approximately 10 to 20 minutes. While most of the E 2.0 —+Swinging-bucket rotor
sample is filtered in the first 10 to 15 minutes of centrifugation, S s / —#—Fixed-angle rotor
the lowest concentrate volume (30-75 pL) is reached after JOI /
spinning for 15 to 20 minutes. E 1.0

o5
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Spin time (min)

Spin Conditions: Swinging-bucket rotor, 4,000 x g, or fixed-angle
rotor, 7,500 x g, room temperature, 4 mL starting volume.
Protein marker used: Cytochrome c, n=6.

Table 1. Typical Concentrate Volume vs. Spin Time

Concentrate volume (pL)

Spin time (min) Swinging-bucket rotor 4,000 x g 35° Fixed-angle rotor 7,500 x g
10 176 97
15 76 54
20 58 35

Spin Conditions: Room temperature, 4 mL starting volume.
Protein marker used: Cytochrome ¢, n=6 (mean value of 3 device lots).
Shaded volumes were used for the calculation of protein recovery in Table 3.

Protein Retention and Concentrate Recovery

The membranes used in Amicon® Ultra devices are characterized by a molecular weight cutoff (MWCO); that is,
their ability to retain molecules above a specified molecular weight. Solutes with molecular weights close to the
MWCO may be only partially retained. Membrane retention depends on the solute’s molecular size and shape. For
most applications, molecular weight is a convenient parameter to use in assessing retention characteristics. For
best results, use a membrane with a MWCO at least two times smaller than the molecular weight of the protein
solute that one intends to concentrate. Refer to Table 2.

Table 2. Typical Retention of Protein Markers

Marker/Concentration  Mpseusr  Dewes e Retention i e
a-Chymotrypsinogen (1 mg/mL) 25,000 10K >95 >95 15
Cytochrome c (0.25 mg/mL) 12,400 >95 >95 15
Vitamin B-12 (0.2 mg/mL) 1,350 <15 <15 15

Spin Conditions: Swinging-bucket rotor, 4,000 x g, or 35° fixed-angle rotor, 7,500 x g, 4 mL starting volume, room temperature,
n=6 (mean value of 3 device lots).

Factors that determine sample recovery include the nature of the protein solute relative to the device

MWCO chosen, starting concentration, and concentration factor. Table 3 provides typical recoveries for the
Amicon® Ultra-4 10K device.

Table 3. Typical Concentrate Recovery

Concentrate Volume Concentration Factor Concentrate
(uL) (x) Recovery (%)

Device Spin Time Swinging- Fixed- Swinging- Fixed- Swinging- Fixed-

Marker/Concentration MWCO (min) bucket angle bucket angle bucket angle

Cytochrome ¢
(0.25 mg/mL) 10K 15 76 54 52.3 76.6 97.3 98.5

Spin Conditions: Swinging-bucket rotor, 4,000 x g, or 35° fixed-angle rotor, 7,500 x g, 4 mL starting volume, room temperature,
n=6 (mean value of 3 device lots). The shaded volumes were taken from Table 1.

PRO5779w  Rev 07/25 4 of 112



Maximizing Sample Recovery

Low sample recovery in the concentrate may be due to adsorptive losses, over-concentration, or passage of
sample through the membrane.

e Adsorptive losses depend upon solute concentration, its hydrophobic nature, temperature and time of contact
with filter device surfaces, sample composition, and pH. To minimize losses, remove concentrated samples
immediately after centrifugal spin.

e If the starting sample concentration is high, monitor the centrifugation process in order to avoid over-
concentration of the sample. Over-concentration can lead to precipitation and potential sample loss.

o If the sample appears to be passing through the membrane, choose a lower MWCO Amicon® Ultra-4 device.

How to Quantify Recoveries

Calculate total recovery, percent concentrate recovery, and percent filtrate recovery using the method below.
The procedure provides a close approximation of recoveries for solutions having concentrations up to roughly
20 mg/mL.

NOTE: Appropriate assay techniques include absorption spectrophotometry, radioimmunoassay, refractive index,
and conductivity.

Direct Weighing Procedure

The density of most dilute proteins is nearly equal to the density of water (i.e., 1 g/mL). Using this property, the
concentrate and filtrate volumes can be quantified by weighing them and converting the units from grams to
milliliters. This technique is valid only for solutions with concentrations of approximately 20 mg/mL or less.

e Before use, separately weigh the empty filter device, the centrifuge tube, and an empty tube for concentrate
collection.

o Fill filter device with solution and reweigh.

e Assemble device and centrifuge per instructions.

e Collect the concentrate with a pipettor and dispense it into the preweighed concentrate collection tube.

e Remove the device from the centrifuge tube and weigh the centrifuge tube and concentrate collection tube.
e Subtract weight of empty device/tubes to calculate weights of starting material, filtrate, and concentrate.

e Assay the starting material, filtrate, and concentrate to determine solute concentration.

e Calculate recoveries using the weight/volume data and the measured concentrations as follows:

W, x C, .
% concentrate recovery = 100 x — —— — W, = totgl welght.o.f concent.rate befote assay
W, x C, W, = weight of original starting material
W, x G W; = weight of filtrate
% filtrate recovery = 100 x W x C C. = concentrate concentration
o C, = original starting material concentration
% total recovery = % concentrate recovery + % filtrate recovery C: = filtrate concentration
Specifications
Maximum initial sample volume Dimensions
Swinging-bucket and 4.0 mL Filter device in tube (capped)
o o ° .
fixed-angle rotors (45° and 35°) Length: 124 mm (4.9 in.) Diameter: 17.3 mm (0.7 in.)
1 - o
Fixed-angle rotor (23°) 3.5 mL Filter device
Typical final concentrate volume 50-100 pL

Length: 73.4 mm (2.9 in.) Diameter: 17.2 mm (0.7 in.)

Maximum relative centrifugal force . .
Materials of construction

inging-buck 4 X
Swinging-bucket rotor /000 x g Filter device Copolymer styrene/butadiene
Fi - | 7 X
ixed-angle rotor 500 x g Membrane Ultracel® low binding regenerated cellulose
Active membrane area 3 cm? .

Filtrate tube Polypropylene
Filtrate cap Polypropylene
Filtrate liner Polyethylene
Filter MWCO 10K
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Chemical Compatibility

Amicon® Ultra centrifugal devices are intended for use with biological fluids and aqueous solutions. Before use,
check the sample for chemical compatibility with the device. Go to SigmaAldrich.com/FilterChemicalCompatibility
for more information.

Product Ordering

Purchase products online at SigmaAldrich.com.

Description Qty/Pk Catalogue Number
8 UFC801008D
Amicon® Ultra-4 24 UFC801024D
96 UFC801096D
Notice

We provide information and advice to our customers on application technologies and regulatory matters to the
best of our knowledge and ability, but without obligation or liability. Existing laws and regulations are to be
observed in all cases by our customers. This also applies in respect to any rights of third parties. Our information
and advice do not relieve our customers of their own responsibility for checking the suitability of our products for
the envisaged purpose.

Collection and Disposal
All samples must be clearly labelled. Suitable instruments must be used for obtaining and preparing samples.

NOTE: Follow precautions for disposal of items contaminated with potentially infectious or hazardous biological
material according to all applicable international, federal, state, and local regulations.

Technical Assistance

Visit the tech service page on our web site at SigmaAldrich.com/techservice.

Any serious incident of this device should be reported to manufacturer and competent authority of country where
user is established.

Standard Warranty

The applicable warranty for the products listed in this publication may be found at SigmaAldrich.com/terms.

Revision History

2021-0OCT e IFU PR05779 Date of Issue OCT 2021 - Replaced PR05139.
e IFU, Packaging Damage and Temperature Limit symbols added.

e Chemical Compatibility and Ordering Information linked to website.
¢ Disposal and Complaints information added.
e UK Responsible Person and UKCA symbol information added

2024-MAR e Figure 1 corrected

e "Materials of construction": Filtrate cap corrected text to polypropelene
2024-0CT e Added to Symbol Definitions table: CH-REP, Importer, UDI

e Added UKCA symbol on title page
2025-JUL e Added Slovenian language

e Removed Symbol Definitions table
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Introduction

Les filtres a centrifuger Amicon® Ultra-4 10K permettent une ultrafiltration rapide, avec des facteurs de concentration
élevés et une récupération aisée du concentrat a partir de matrices complexes et diluées. La conception verticale

et la surface de membrane disponible offrent un traitement rapide de I'échantillon, une récupération élevée de
I'échantillon (typiquement supérieure a 90 % de la solution de départ diluée) et la capacité d'atteindre des facteurs
de concentration de 80 fois. Le temps de traitement se situe généralement entre 10 et 20 minutes. La polarisation
du soluté et le colmatage de la membrane qui en résulte sont réduits au minimum par la conception verticale du
dispositif et par une zone d'arrét de concentration dans le filtre qui évite de centrifuger jusqu'a I'asséchement et
une potentielle perte d'échantillon. Le concentrat est recueilli dans le réservoir a échantillon du dispositif en utilisant
une pipette, tandis que I'ultrafiltrat est recueilli dans le tube a centrifuger fourni. Le dispositif peut étre traité

dans une centrifugeuse a rotor a godets mobiles (pour une performance optimale) ou a angle fixe. Les dispositifs
Amicon® Ultra-4 10K sont fournis non stériles et sont exclusivement congus pour un usage unique.

Usage prévu

Les filtres a centrifuger Amicon® Ultra-4 sont des filtres d'ultrafiltration jetables a usage unique de diagnostic in vitro
destinés au traitement des solutions biologiques d'un volume de 1 a 4 mL. Ils servent a concentrer les échantillons
biologiques tels que le sérum, I'urine, le liquide cérébrospinal et autres fluides corporels avant une analyse

de diagnostic in vitro. Dispositif prévu pour un usage unique a destination des professionnels de laboratoire.

Applications

e Concentration d'échantillons biologiques contenant des antigénes, des anticorps, des enzymes, des acides nucléiques
(ADN/ARN, simple ou double brin), des micro-organismes, des éluats de colonne et des échantillons purifiés

e Purification de composés macromoléculaires présents dans les extraits de culture tissulaire ou les lysats
cellulaires ; élimination d'amorces, de linkers ou de marqueurs moléculaires d'un mélange réactionnel
et élimination de protéines avant HPLC

e Dessalage, échange de tampon ou diafiltration

Matériel fourni wml—— Bouchon

Le dispositif Amicon® Ultra-4 10K comprend un bouchon, une unité de filtration
et un tube a centrifuger. —— Unité de filtration

Equipement requis
e Centrifugeuse avec rotor a godets mobiles (de préférence) ou a angle

fixe munie de puits/portoirs pouvant accueillir des tubes a fond conique
de 15 mL (17 mm x 124 mm).

MISE EN GARDE : pour éviter d'endommager le dispositif pendant
la centrifugation, vérifier que tout est bien dégagé avant de lancer
une centrifugation.

Tube a centrifuger

e Pipette avec pointe de 200 microlitres (uL) pour la récupération
du concentrat.

Adéquation

Il est suggéré de réaliser des études préliminaires de récupération et de rétention afin de s'assurer
de I'adéquation avec I'utilisation envisagée.
Voir la section "Comment quantifier les récupérations".

Stockage et stabilité

Se référer a I'étiquette du produit pour connaitre les conditions de stockage et la date de péremption.

Ringage avant utilisation

Les membranes d'ultrafiltration contenues dans les dispositifs Amicon® Ultra-4 10K contiennent des traces de
glycérine. Si ce produit interfere avec I'analyse, rincer le dispositif avec du tampon ou de I'eau Milli-Q® avant
utilisation. Si l'interférence persiste, rincer avec du NaOH 0,1 N, suivi d'une seconde centrifugation avec du
tampon ou de I'eau Milli-Q®.

MISE EN GARDE : ne pas laisser la membrane des dispositifs Amicon® Ultra s'assécher complétement une
fois qu'elle a été mouillée. Si le dispositif n'est pas utilisé immédiatement aprés le ringage, laisser du fluide
au contact de la membrane jusqu'a ce que le dispositif soit utilisé.
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Comment utiliser les filtres a centrifuger Amicon® Ultra-4
1. Ajouter jusqu'a 4 mL d'échantillon (3,5 mL avec un rotor a angle fixe de 23°) dans l'unité de filtration
Amicon® Ultra.

Placer le dispositif de filtration bouché dans le rotor a centrifuger (a godets mobiles de préférence) ;

équilibrer avec un dispositif similaire. Vérifier que tout est bien dégagé dans la centrifugeuse avant
utilisation.

Avec un rotor a godets mobiles, centrifuger a 4 000 x g maximum pendant environ 10-20 minutes.

Avec un rotor a angle fixe, orienter le dispositif de fagon a ce que la membrane soit tournée vers le haut
et centrifuger a 7 500 x g maximum pendant environ 10-20 minutes.

REMARQUE : se reporter a la Figure 1 et au Tableau 1 pour connaitre les temps de centrifugation typiques.

Pour récupérer le soluté concentré, insérer une pipette dans le fond du dispositif de filtration et prélever

I'échantillon en faisant un mouvement de balayage d'un c6té a I'autre pour une récupération totale.
L'ultrafiltrat peut étre stocké dans le tube a centrifuger.

REMARQUE : pour une récupération maximale, retirer I'échantillon concentré immédiatement apres
la centrifugation.

REMARQUE : le filtre peut ne pas fonctionner correctement s'il a complétement séché aprés avoir
été mouillé.

Dessalage ou diafiltration

Le dessalage, I'échange de tampon ou la diafiltration constituent des méthodes importantes pour éliminer sels
et solvants des solutions contenant des biomolécules. L'élimination de sels ou I'échange de tampons peuvent
étre réalisés dans une unité Amicon® Ultra-4 en concentrant I'échantillon, puis en reconstituant le concentrat
avec le solvant de son choix pour retrouver le volume d'origine de I'échantillon. Le processus d'élimination par

lavage peut étre répété jusqu'a ce que la concentration du microsoluté contaminant ait été suffisamment réduite.
Voir I'exemple ci-dessous.

Ajouter 3,95 mL U
Centrifuger

de NaCl 10 mM ou b Centrifuger
pour concentrer Changer Ie tampon pour concentrer
> —
4 mL de sol. ™} 50 pL de sol. 4 mL de sol. 50 uL de sol.
protéique a protéique a protéique a protéique a
1 mg/mL dans du 80 mg/mL dans 1 mg/mL dans du 80 mg/mL dans
NaCl 100 mM du NaCl 100 mM NaCl 11,1 mM du NaCl 11,1 mM
= = | NaCl 100 mM = =

U ‘,U, ﬁ ‘,U, NaCl 11,1 mM
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Performances

Figure 1. Volume typique du filtrat en fonction du
Débit temps de centrifugation
Les facteurs susceptibles d'affecter le débit sont la concentration 40 /@/
de I'échantillon, le volume de départ, la nature chimique du soluté, 3,5
la force centrifuge relative, I'angle du rotor de la centrifugeuse, le ’—ET 30
type de membrane et la température. La Figure 1 et le Tableau 1 =7
peuvent étre utilisés pour estimer le temps requis pour atteindre E 2,5
un volume de filtrat ou de concentrat donné. Le temps de Z 20 —+Rotor a godets mobiles
centrifugation typique pour un échantillon de 4 mL est d'environ 3. / —*—Rotor a angle fixe
10 a 20 minutes. Bien que la majeure partie de I'échantillon soit o /
filtrée dans les 10 a 15 premiéres minutes de la centrifugation, le § 1,0
volume de concentrat le plus faible (30-75 pL) est atteint aprés E 0,5
une centrifugation de 15 a 20 minutes. 00

"o s 10 15 2

Temps de centrifugation (min)

Conditions de centrifugation : rotor a godets mobiles 4 000 X g ou rotor
a angle fixe 7 500 x g, température ambiante, volume de départ 4 mL.
Marqueur protéique utilisé : cytochrome ¢, n=6.

Tableau 1. Volume de concentrat type / temps de centrifugation
Volume de concentrat (pL)

centri.;S;‘a':?oie(min) Godets mobiles, 4 000 x g Angle fixe de 35°, 7 500 x g
10 176 97
15 76 54
20 58 35

Conditions de centrifugation : température ambiante, volume de départ de 4 mL.
Marqueur protéique utilisé : cytochrome c, n=6 (valeur moyenne sur 3 lots de dispositif).
Les volumes des cases colorées ont été utilisés pour le calcul de la récupération des protéines du Tableau 3.

Rétention des protéines et récupération du concentrat

Les membranes utilisées dans les dispositifs Amicon® Ultra sont caractérisées par un seuil de coupure
(MWCO), qui refléte leur capacité a retenir les molécules dont le poids moléculaire est supérieur a un seuil
spécifié. Les solutés dont le poids moléculaire est proche du MWCO pourront n'étre que partiellement retenus.
La rétention de la membrane dépend de la taille moléculaire et de la forme du soluté. Pour la plupart des
applications, le poids moléculaire est un paramétre pratique a utiliser pour déterminer les caractéristiques

de rétention. Pour de meilleurs résultats, utiliser une membrane dont le MWCO est au moins deux fois inférieur
au poids moléculaire du soluté protéique que I'on souhaite concentrer. Se référer au Tableau 2.

Tableau 2. Rétention typique de marqueurs protéiques

i 0, 4 i - 0 A i -
Marqueur/Concentration moré(::I:Is;ire ':i‘;v:oosigitfl g)oglee:se :ggﬁ:s " c:'\;?;ef?:leon centri.lf-sgalziso?le(min)
a-Chymotrypsinogéne (1 mg/mL) 25 000 10K > 95 > 95 15
Cytochrome c (0,25 mg/mL) 12 400 > 95 > 95 15
Vitamine B-12 (0,2 mg/mL) 1 350 <15 < 15 15

Conditions de centrifugation : rotor a godets mobiles 4 000 x g ou rotor a angle fixe de 35° 7 500 x g, volume de départ 4 mL,
température ambiante, n = 6 (valeur moyenne sur 3 lots de dispositif).

Les facteurs qui déterminent la récupération de I'échantillon incluent la nature du soluté protéique par rapport
au MWCO du dispositif choisi, la concentration initiale et le facteur de concentration. Le Tableau 3 indique les
pourcentages de récupération typiques pour les dispositifs Amicon® Ultra-4 10K.

Tableau 3. Récupération typique du concentrat

Volume de Facteur de Récupération du
concentrat (pL) concentration (x) concentrat (%)
Marqueur/ MwWCO Temps de Rotor a Rotor Rotor a Rotor Rotor a Rotor
C trati du centrifugation godets a angle godets a angle godets a angle
oncentration dispositif (min) mobiles fixe mobiles fixe mobiles fixe
Cytochrome c 10K 15 76 54 52,3 76,6 97,3 98,5

(0,25 mg/mL)

Conditions de centrifugation : rotor a godets mobiles 4 000 x g ou rotor a angle fixe de 35° 7 500 x g, volume de départ 4 mL,
température ambiante, n = 6 (valeur moyenne sur 3 lots de dispositif). Les volumes des cases colorées proviennent du Tableau 1.
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Maximiser la récupération de I'échantillon

Une faible récupération de I'échantillon dans le concentrat peut étre due a des pertes par adsorption, a une sur-
concentration ou au passage de |'échantillon a travers la membrane.

e Les pertes par adsorption dépendent de la concentration du soluté, de sa nature hydrophobe, de la température
et du temps de contact avec les surfaces du dispositif de filtration, de la composition de I'échantillon et du pH.
Afin de minimiser les pertes, retirer I'échantillon concentré immédiatement aprés la centrifugation.

o Sila concentration de I'échantillon de départ est élevée, surveiller le processus de centrifugation afin d'éviter une sur-
concentration de I'échantillon. Une sur-concentration peut entrainer une précipitation et une perte d'échantillon potentielle.

e Si |'échantillon semble passer a travers la membrane, choisir un dispositif Amicon® Ultra-4 de MWCO plus faible.

Comment quantifier les récupérations

Calculer la récupération totale, le pourcentage de récupération du concentrat et le pourcentage de récupération
du filtrat a I'aide de la méthode ci-dessous. Cette méthode fournit une bonne approximation des récupérations
pour les solutions d'une concentration jusqu'a environ 20 mg/mL.

REMARQUE : les techniques d'analyse appropriées sont la spectrophotométrie d'absorption, le radio-
immunoessai, la mesure de l'indice de réfraction et la conductivité.

Méthode par pesée directe

La densité de la plupart des protéines diluées est pratiquement égale a la densité de I'eau (c'est-a-dire 1 g/mL).
En utilisant cette propriété, les volumes de concentrat et de filtrat peuvent étre quantifiés en les pesant et en
convertissant les unités de grammes en millilitres. Cette technique n'est valable que pour les solutions d'une
concentration inférieure ou égale a environ 20 mg/mL.

e Avant utilisation, peser séparément I'unité de filtration vide, le tube a centrifuger et un tube vide destiné
au recueil du concentrat.

e Remplir I'unité de filtration de solution et peser a nouveau.

e Assembler le dispositif et centrifuger selon les instructions.

e Recueillir le concentrat a I'aide d'une pipette et le verser dans le tube de recueil du concentrat prépesé.

o Retirer 'unité de filtration du tube a centrifuger et peser le tube a centrifuger et le tube de recueil du concentrat.
o Retrancher le poids de I'unité/des tubes vides pour calculer les poids de I'échantillon de départ, du filtrat et du concentrat.
e Tester I'échantillon de départ, le filtrat et le concentrat afin de déterminer la concentration du soluté.

e Calculer les récupérations en utilisant les résultats du poids/volume et les concentrations mesurées

de la maniére suivante : . .
P. = poids total du concentrat avant essai

L, P. x C P, = poids de I'échantillon de départ & I'origine
% de récupération du concentrat = 100 x P xC P, = poids du filtrat
o 0
P, x C; C. = concentration du concentrat
% de récupération du filtrat = 100 x ———~— C, = concentration de I'échantillon de départ a l'origine
Py x G C; = concentration du filtrat

% de récupération totale = % de récupération du concentrat + % de récupération du filtrat

Spécifications
Volume d'échantillon initial maximum Dimensions

Rotors a godets mobiles et a angle fixe Unité de filtration dans le tube (bouché)

(45° et 35°) 4,0 mL \

Longueur : 124 mm Diametre : 17,3 mm
- i [e]

Rotor a angle fixe (23°) 3,5mL Unité de filtration
Volume typique du concentrat final 50-100 pL Longueur : 73,4 mm Diamétre : 17,2 mm
Force centrifuge relative maximum Matériaux de construction

Rotor @ godets mobiles 4000 xg Unité de filtration Copolymére styréne/butadiene

Rotor a angle fixe 7500 xg Membrane Cellulose régénérée a faible adsorption Ultracel®
Surface de filtration efficace 3 cm?

Tube a filtrat Polypropyléene
Bouchon a filtrat Polypropyléne
Liner a filtrat Polyéthyléne
Filtre MWCO 10K
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Compatibilité chimique
Les filtres a centrifuger Amicon® Ultra sont prévus pour étre utilisés avec des fluides biologiques et des solutions

aqueuses. Avant utilisation, vérifier la compatibilité chimique de I'échantillon avec le dispositif. Rendez-vous sur
SigmaAldrich.com/FilterChemicalCompatibility pour en savoir plus.

Guide d'achat

Acheter les produits en ligne sur SigmaAldrich.com.

Description Qté Référence
8 UFC801008D
Amicon® Ultra-4 24 UFC801024D
96 UFC801096D
Avis

Nous fournissons a nos clients des informations et des conseils relatifs aux technologies et aux questions
réglementaires en lien avec leurs applications au mieux de nos connaissances et compétences, mais sans
obligation ni responsabilité. Les lois et réglementations existantes doivent dans tous les cas étre respectées
par nos clients. Cela s'applique également au respect des droits de tiers. Nos informations et nos conseils
ne dispensent pas nos clients de leur propre responsabilité de vérifier I'adéquation de nos produits avec
|'utilisation envisagée.

Collecte et mise au rebut

Tous les échantillons doivent étre clairement étiquetés. Des instruments adaptés doivent étre utilisés
pour le prélevement et la préparation des échantillons.

REMARQUE : prendre des précautions lors de la mise au rebut d'articles contaminés par des substances
biologiques potentiellement infectieuses ou dangereuses, conformément a I'ensemble des réglementations
internationales, nationales, régionales et locales.

Assistance technique

Consulter la page Internet de notre Service technique a I'adresse SigmaAldrich.com/techservice.

Tout incident grave survenu avec le dispositif doit faire I'objet d'une notification au fabricant et a l'autorité
compétente du pays dans lequel I'utilisateur est établi.

Garantie

La garantie applicable aux produits figurant dans cette publication est disponible sur SigmaAldrich.com/terms.

Historique des révisions

OCT-2021 e Instructions d'utilisation PR0O5779 publiées en OCT 2021 - remplacement de PR05139.

e Ajout des symboles correspondant aux instructions d'utilisation, a I'endommagement
de I'emballage et aux limites de température.

e Ajout de liens vers le site Internet pour la compatibilité chimique et le guide d'achat.
e Ajout d'informations sur la mise au rebut et les réclamations.

e Ajout de la personne responsable pour le Royaume-Uni et d'informations
sur le symbole UKCA.

MARS-2024 e Correction de la Figure 1.

e "Matériaux de construction" : texte du bouchon a filtrat corrigé par "polypropyléene".

0OCT-2024 e Ajout des symboles suivants au tableau Définitions des symboles : CH-REP,
Importateur, IUD.

e Ajout du symbole UKCA sur la page de titre.
JUIL-2025 e Ajout de la traduction slovéne.

e Suppression du tableau Définitions des symboles.
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Italiano

Introduzione

I dispositivi centrifughi Amicon® Ultra-4 10K consentono di ultrafiltrare rapidamente i campioni, garantendo
elevati fattori di concentrazione e un semplice recupero del concentrato anche da matrici diluite e complesse.
Il design verticale e I'area della superficie attiva della membrana garantiscono velocita nel trattamento dei
campioni, elevati recuperi (di solito superiori al 90% della soluzione iniziale) e la possibilita di concentrare

i campioni fino di 80 volte. Il tempo di processamento varia solitamente tra 10 e 20 minuti. La polarizzazione
del soluto e il conseguente sporcamento della membrana sono minimizzati dal design verticale; inoltre, un
dispositivo fisico d'arresto della filtrazione evita di centrifugare fino a secco, con il rischio di perdere il campione.
Il concentrato viene prelevato con una pipetta dal serbatoio portacampione dell'unita filtrante, mentre
l'ultrafiltrato si raccoglie nella provetta da centrifuga fornita con il dispositivo. Questi ultrafiltri possono essere
utilizzati sia in un rotore basculante (prestazioni ottimali), sia ad angolo fisso. Le unita Amicon® Ultra-4 10K
sono dispositivi monouso e non sono fornite sterili.

Uso previsto

I dispositivi centrifughi Amicon® Ultra-4 sono ultrafiltri monouso per applicazioni diagnostiche in vitro, destinati al
trattamento di volumi tra 1 e 4 mL di soluzioni biologiche. Essi possono essere utilizzati per concentrare campioni
biologici come siero, urine, liquido cefalorachidiano e altri fluidi corporei prima dell'analisi diagnostica in vitro.

Si tratta di unita monouso, destinate all'impiego da parte di personale di laboratorio.

Applicazioni

e Concentrazione di campioni biologici contenenti antigeni, anticorpi, enzimi, acidi nucleici (campioni di DNA/RNA
a singolo o doppio filamento), microrganismi, eluati di colonne e campioni purificati

e Purificazione di macromolecole da estratti di colture tissutali e da lisati cellulari, rimozione di primer, linker
e marcatori da miscele di reazione ed eliminazione di proteine prima delle analisi HPLC

e Desalazione, scambio di tampone o diafiltrazione

Materiale incluso wm—— Tappo

I dispositivi Amicon® Ultra-4 10K comprendono un tappo, un'unita filtrante
ed una provetta da centrifuga. —— Unita filtrante

Attrezzatura richiesta

e Centrifuga con rotore basculante (preferibile) o ad angolo fisso con
alloggiamenti/cestelli in grado di ospitare provette a fondo conico

da 17 mm x 124 mm con capacita di 15 mL Provetta da centrifuga

ATTENZIONE: per evitare di danneggiare i dispositivi durante la
centrifugazione, prima di cominciare a centrifugare verificare che lo
spazio libero sia adeguato.

e Pipetta con puntali da 200 microlitri (ML) per il recupero del concentrato

Idoneita

Per accertare la compatibilita del sistema con le proprie applicazioni, si consiglia di effettuare studi preliminari
sul recupero e la ritenzione. Consultare il paragrafo "Come quantificare i recuperi”.

Conservazione e stabilita

Per informazioni sulle condizioni di conservazione e la scadenza del prodotto, consultare |'etichetta.

Risciacquo preliminare

Le membrane da ultrafiltrazione dei dispositivi Amicon® Ultra-4 10K contengono tracce di glicerina. Se essa
interferisce con le analisi, prima dell’'uso risciacquare le unita con tampone o con acqua Milli-Q®. Se ci6 non fosse
sufficiente, effettuare un risciacquo con NaOH 0,1 N seguito da una seconda centrifugazione con tampone o con
acqua Milli-Q®.

ATTENZIONE: una volta bagnata, non lasciare che la membrana dell'unita Amicon® Ultra vada a secco.
Se il dispositivo non verra utilizzato immediatamente dopo il risciacquo, lasciare il fluido sulla membrana
fino al momento dell’impiego.
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Come utilizzare i dispositivi centrifughi Amicon® Ultra-4
1. Aggiungere fino a 4 mL di campione (3,5 mL se si utilizza un rotore ad angolo fisso da 23°) al dispositivo
Amicon® Ultra.

2. Introdurre nel rotore della centrifuga (preferibilmente basculante) un dispositivo tappato; bilanciarlo con una
unita di pari peso. Prima di centrifugare, controllare che lo spazio libero sia sufficiente perché i dispositivi
non si danneggino durante la centrifugazione.

Se si utilizza un rotore basculante, centrifugare al massimo a 4.000 x g per 10-20 minuti circa.

4. Se si utilizza un rotore ad angolo fisso, orientare |'unita filtrante in modo che la membrana sia rivolta
verso |'alto e centrifugare ad una velocita massima di 7.500 x g per circa 10-20 minuti.

N.B. Per i tempi di centrifugazione tipici, fare riferimento alla Figura 1 e alla Tabella 1.

5. Per recuperare il concentrato, introdurre una pipetta sul fondo dell'unita filtrante e prelevare il campione
con un ampio movimento da una parte all'altra del dispositivo, per assicurare un recupero completo.
L'ultrafiltrato pud essere conservato nella provetta da centrifuga.

N.B. Per massimizzare il recupero, rimuovere il concentrato immediatamente dopo la centrifugazione.

N.B. Se, dopo il risciacquo preliminare, il filtro viene lasciato asciugare potrebbe non funzionare in modo
appropriato.

Desalazione o diafiltrazione

Desalazione, scambio di tampone o diafiltrazione sono procedimenti di grande importanza per la rimozione di sali
o di solventi da soluzioni che contengono biomolecole. Nei dispositivi Amicon® Ultra-4, la rimozione dei sali o lo
scambio dei tamponi possono essere effettuati concentrando il campione e poi ricostituendo il concentrato fino al
volume originale con il solvente desiderato. Il processo di “lavaggio” pud essere ripetuto finché la concentrazione
del microsoluto contaminante non sia stata sufficientemente ridotta. Vedere il seguente esempio.

i Aggiungere 3,95 mL U
Centrifugare

er concentrare diNaCl 10 mM @
o di tampone @
.

Centrifugare

er concentrare @

4 mL di soluzione
proteica, 1 mg/mL
in NaCl 11,1 mM

—
—

4 mL di soluzione
proteica, 1 mg/mL
in NaCl 100 mM

50 pL di soluzione
proteica, 80 mg/mL
in NaCl 100 mM

50 pL di soluzione
proteica, 80 mg/mL
in NaCl 11,1 mM

e =——| NaCl 100 mM = NaCl 11,1 mM
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Prestazioni

Figura 1. Volume di filtrato tipico vs. tempo di
Portata centrifugazione
I fattori che concorrono a determinare la portata sono la 40 /@/
concentrazione del campione, il volume di partenza, la natura 35
chimica del soluto, la forza centrifuga relativa, I'angolo del rotore, T_:I 3.0
il tipo di membrana e la temperatura. La Figura 1 e la Tabella 1 ~
possono essere utilizzate per stimare il tempo necessario per % 2,5
raggiungere un determinato volume di filtrato o di concentrato. 5 50 —+Rotore basculante.
Per un campione di 4 mL, la centrifugazione viene solitamente f% s / —*—Rotore ad angolo fisso
protratta tra 10 e 20 minuti circa. Benché la maggior parte del o /
campione venga filtrata nei primi 10-15 minuti di centrifugazione, g 1,0
il volume minimo di concentrato (30-75 pL) pud essere raggiunto g 0,5
solo dopo aver centrifugato per 15-20 minuti. oo

0 5 10 5 20
Tempo di centrifugazione (min)

Condizioni di centrifugazione: rotore basculante a 4.000 x g,
oppure rotore ad angolo fisso a 7.500 x g, temperatura ambiente,
volume iniziale 4 mL.

Marcatore proteico utilizzato: citocromo ¢, n=6.

Tabella 1. Volume tipico di concentrato vs. tempo di centrifugazione
Volume del concentrato (pL)

Tempo di

centrifugazione (min) Rotore basculante a 4.000 x g Rotore ad angolo fisso (35°) a 7.500 x g
10 176 97
15 76 54
20 58 35

Condizioni di centrifugazione: temperatura ambiente, volume iniziale 4 mL.
Marcatore proteico utilizzato: citocromo ¢, n=6 (valore medio su 3 lotti di unita).
1 volumi nelle caselle piu scure sono stati utilizzati per calcolare i recuperi proteici riportati in Tabella 3.

Ritenzione di proteine e recupero nel concentrato

Le membrane dei dispositivi Amicon® Ultra sono classificate in base al taglio molecolare (MWCO) che si riferisce alla capacita
della membrana di trattenere le molecole aventi peso molecolare maggiore del valore specificato. I soluti con peso molecolare
vicino al MWCO potrebbero essere trattenuti solo parzialmente. Benché la ritenzione da parte di una membrana dipenda

dalle dimensioni e dalla forma delle molecole del soluto, il peso molecolare & un parametro comodo per stimare la capacita

di ritenzione nella maggior parte delle applicazioni. Per risultati ottimali, consigliamo di utilizzare una membrana con MWCO
almeno due volte pil piccolo rispetto al peso molecolare della proteina da concentrare. Fare riferimento alla Tabella 2.

Tabella 2. Ritenzione tipica dei marcatori proteici

- Peso MWCO del Ritenzione % Ritenzione % Tempo di
Marcatore/Concentrazione . . " 3
molecolare dispositivo Rotore basculante Angolo fisso centr. (min)
a-Chimotripsinogeno (1 mg/mL) 25.000 10K >95 >95 15
Citocromo c (0,25 mg/mL) 12.400 >95 >95 15
Vitamina B-12 (0,2 mg/mL) 1.350 <15 <15 15

Condizioni di centrifugazione: rotore basculante a 4.000 x g oppure rotore ad angolo fisso di 35° a 7.500 x g, volume iniziale 4 mL,
temperatura ambiente, n=6 (valore medio su 3 lotti di unita).

I fattori da cui dipende il recupero del campione sono la natura della proteina disciolta relativamente al MWCO
del dispositivo prescelto, la concentrazione iniziale e il fattore di concentrazione. In Tabella 3 sono riportati
i recuperi tipici per i dispositivi Amicon® Ultra-4 10K.

Tabella 3. Recupero nel concentrato tipico

Volume del Fattore di Recupero nel
concentrato (pL) concentrazione (x) concentrato (%)
Marcatore/ MWCO del Tempo di Rotore Angolo Rotore Angolo Rotore Angolo
Concentrazione dispositivo centr. (min) basculante fisso basculante fisso basculante fisso
Citocromo ¢ 10K 15 76 54 52,3 76,6 97,3 98,5

(0,25 mg/mL)

Condizioni di centrifugazione: rotore basculante a 4.000 x g oppure rotore ad angolo fisso di 35° a 7.500 x g, volume iniziale 4 mL,
temperatura ambiente, n=6 (valore medio su 3 lotti di unita). I volumi delle caselle piu scure sono stati ricavati dalla Tabella 1.
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Come massimizzare il recupero dei campioni

Scarsi recuperi di campione nel concentrato possono essere dovuti all'adsorbimento aspecifico, a eccessiva
concentrazione, oppure al passaggio del campione attraverso la membrana.

¢ Le perdite dovute ad adsorbimento aspecifico dipendono dalla concentrazione e dalla natura idrofoba del soluto, dalla
temperatura, dal tempo di contatto con le superfici dell'unita filtrante, dalla composizione del campione e dal pH. Per
minimizzare tali perdite, rimuovere dalle unita filtranti i campioni concentrati immediatamente dopo averli centrifugati.

e Se il campione iniziale € molto concentrato, monitorare la centrifugazione per evitare di concentrarlo troppo
con il conseguente rischio di precipitazione e di perdita di campione.

e In caso di evidenza del passaggio del campione attraverso la membrana, scegliere un dispositivo
Amicon® Ultra-4 con MWCO inferiore.

Come quantificare i recuperi

Per calcolare recupero totale, recupero percentuale nel concentrato e recupero percentuale nel filtrato, utilizzare
il metodo che segue. Questa procedura consente di determinare con buona approssimazione i recuperi per le
soluzioni con concentrazioni fino a circa 20 mg/mL.

N.B. Tecniche analitiche appropriate sono la spettrofotometria d'assorbimento, i saggi radioimmunologici, I'indice
di rifrazione e la conducibilita.

Metodo della pesata diretta

La densita della maggior parte delle soluzioni proteiche diluite &€ quasi uguale a quella dell'acqua (cioé 1 g/mL).
Sulla base di questa proprieta, € possibile quantificare i volumi del concentrato e del filtrato pesandoli e
trasformando le unita di misura da grammi in millilitri. Questa tecnica € valida solo per le soluzioni con
concentrazione inferiore o uguale approssimativamente a 20 mg/mL.

e Prima dell'uso, pesare separatamente I'unita filtrante vuota, la provetta da centrifuga e una provetta vuota in
cui verra raccolto il concentrato.

e Riempire |'unita filtrante con la soluzione e ripesarla.

e Assemblare il dispositivo e centrifugare come da istruzioni.

e Prelevare il concentrato con una pipetta e trasferirlo nella provetta di raccolta precedentemente pesata.

¢ Rimuovere l'unita filtrante dalla provetta da centrifuga; pesare la provetta da centrifuga e quella contenente il concentrato.
e Per calcolare i pesi della soluzione iniziale, del filtrato e del concentrato, sottrarre il peso dell'unita filtrante/delle provette.
e Sottoporre ad opportuna analisi materiale iniziale, filtrato e concentrato per determinare la concentrazione del soluto.
e Calcolare i recuperi sulla base dei dati di peso/volume e delle concentrazioni misurate, come segue:

P. x C. P. = peso totale del concentrato prima dell'analisi
recupero % nel concentrato = 100 x ———— P, = peso del materiale di partenza
Po x G, P; = peso del filtrato
Pe x G .
recupero % nel filtrato = 100 x ———— C = concentrazione nel concentrato
P, X C, C, = concentrazione nel materiale di partenza

0
C; = concentrazione nel filtrato
recupero % totale = recupero % nel concentrato + recupero % nel filtrato

Specifiche
Volume massimo di campione iniziale Dimensioni
Rotore basc_ulante e 4.0 mL Unita filtrante nella provetta (tappata)
ad angolo fisso (45° e 35%) , Lunghezza: 124 mm Diametro: 17,3 mm
Rotore ad angolo fisso (23°) 3,5mL Unita filtrante
Volume finale tipico di concentrato 50-100 pL Lunghezza: 73,4 mm Diametro: 17,2 mm
Forza centrifuga relativa massima Materiali di fabbricazione
Rotore basculante 4.000 x g Unita filtrante Copolimero stirene/butadiene
Rotore ad angolo fisso 7:500 x g Membrana Ultracel®, cellulosa rigenerata a ridotto
Superficie attiva della membrana 3 cm? adsorbimento

Provetta del filtrato  Polipropilene

Tappo filtrato Polipropilene
Inserto filtrato Polietilene
Filtro MWCO 10K
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Compatibilita chimica
I dispositivi centrifughi Amicon® Ultra sono stati progettati per I'impiego con fluidi biologici e soluzioni acquose.

Prima di utilizzarli, verificare che i campioni da trattare siano chimicamente compatibili. Per maggiori informazioni
sulla compatibilita, visitare la pagina SigmaAldrich.com/FilterChemicalCompatibility.

Informazioni per gli ordini

Acquistare i prodotti online su SigmaAldrich.com.

Descrizione Qta/conf N° catalogo
8 UFC801008D
Amicon® Ultra-4 24 UFC801024D
96 UFC801096D

Avvertenza

Ai nostri clienti forniamo informazioni e consigli su tecnologie applicative e questioni normative al meglio delle
nostre conoscenze e capacita, senza che cid comporti alcun obbligo o responsabilita da parte nostra. In ogni
caso i clienti sono tenuti al rispetto di norme e regolamenti in vigore, anche in relazione a eventuali diritti di
terzi. Le informazioni e gli avvisi forniti non sollevano i clienti dalla responsabilita di verificare I'idoneita dei
nostri prodotti per lo scopo perseguito.

Raccolta dei campioni e smaltimento dei rifiuti

Tutti i campioni devono essere etichettati con chiarezza. Per ottenere e preparare i campioni, & necessario
utilizzare gli strumenti appropriati.

N.B. Per lo smaltimento degli articoli che potrebbero essere contaminati da materiali infetti o da agenti biologici
pericolosi, attenersi alle precauzioni previste dalle pertinenti normative internazionali, statali regionali e locali.

Assistenza tecnica

Visitare la pagina del Servizio Tecnico nel nostro sito internet all'indirizzo SigmaAldrich.com/techservice.

Qualunque incidente grave dovesse verificarsi utilizzando questi dispositivi dovra essere denunciato da parte
dell’utilizzatore al produttore e alle autorita competenti del paese in cui opera.

Condizioni generali di garanzia

Le condizioni di garanzia applicabili ai prodotti citati nella presente pubblicazione possono essere consultate alla
pagina SigmaAldrich.com/terms.

Cronologia delle revisioni

0OTT-2021 e IFU PR05779 Data di pubblicazione OTT 2021 in sostituzione di PRO5139.
e Aggiunti simboli IFU, Confezione danneggiata e Temperatura limite.

e Aggiunti link per la consultazione online della compatibilita chimica e delle
informazioni per gli ordini.

e Aggiunte informazioni sullo smaltimento e i reclami.
e Aggiunto nome della persona responsabile in UK e simbolo UKCA.
MAR-2024 e Figura 1 corretta.

e "Materiali di fabbricazione": testo per tappo del filtrato corretto in polipropilene.
0OTT-2024 e Aggiunti alla tabella Significato dei simboli: CH-REP, Importatore, UDI.

e Aggiunto il simbolo UKCA alla pagina del titolo.

LUG-2025 e Aggiunta la lingua slovena.

e Rimossa la tabella Significato dei simboli.
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Deutsch

Einleitung

Amicon® Ultra-4 10K Zentrifugen-Filtereinheiten ermdglichen eine schnelle Ultrafiltration mit hohem
Konzentrationsfaktor sowie eine einfache Konzentratriickgewinnung aus verdunnten und komplexen Proben.

Die vertikale Ausrichtung der Membran und die groBe Membranoberflache ermdglichen eine schnelle Verarbeitung
der Proben, hohe Riickgewinnungsraten (typischerweise tber 90 % der verdiinnten Ausgangsldsung) sowie eine bis
zu 80-fache Konzentration. Die typische Verarbeitungszeit betragt zwischen 10 und 20 Minuten. Die Polarisierung
von geldsten Stoffen und das nachfolgende Verblocken der Membran werden durch das vertikale Design
weitgehend vermieden. Ein eingebautes Totvolumen in der Filtereinheit verhindert ein Trockenlaufen und damit
einen potenziellen Probenverlust. Das Konzentrat wird mit einer Pipette aus dem Probenbehalter der Filtereinheit
entnommen, wahrend das Ultrafiltrat im mitgelieferten Zentrifugenréhrchen gesammelt wird. Die Filtereinheit
kann in Zentrifugen mit Ausschwingrotor (flir optimale Leistung) oder Festwinkelrotor eingesetzt werden.
Amicon® Ultra-4 10K-Einheiten werden nicht steril geliefert und sind nur zur einmaligen Verwendung vorgesehen.

Verwendungszweck

Amicon® Ultra-4 Zentrifugalfiltrationseinheiten sind Einweg-Ultrafiltrationsfilter flr die In-vitro-Diagnostik
zur Verarbeitung biologischer Lésungen im Volumenbereich von 1-4 mL. Sie sind fiir die Aufkonzentrierung
von biologischen Proben wie Serum, Urin, Zerebrospinalflissigkeit und anderen Korperfllissigkeiten vor der
In-vitro-diagnostischen Analyse bestimmt. Das Gerat ist flir den einmaligen Gebrauch bestimmt und wird
von Laborfachleuten verwendet.

Anwendungen

e Konzentrierung von biologischen Proben, die Antigene, Antikérper, Enzyme, Nukleinsduren (einzel-
oder doppelstrangige DNA/RNA) und Mikroorganismen enthalten, sowie von Sauleneluaten und
aufgereinigten Proben

e Aufreinigung makromolekularer Bestandteile aus Gewebekulturextrakten und Zelllysaten, Entfernung
von Primern, Linkern oder Molekilmarkern aus Reaktionsgemischen und Proteinentfernung vor der HPLC

e Entsalzung, Pufferaustausch oder Diafiltration

Lieferumfang ww—— Kappe

Amicon® Ultra-4 10K-Einheiten werden mit einer Verschlusskappe, einer
Filtereinheit und einem Zentrifugenréhrchen geliefert.

Erforderliche Gerate

e Zentrifuge mit Ausschwingrotor (bevorzugt) oder Festwinkelrotor mit Wells/
Tragern, die fur 17 mm x 124 mm 15 mL-Zentrifugenréhrchen mit konisch

. Zentrifugenrdhrchen
zulaufendem Boden ausgelegt sind.

ACHTUNG: Uberpriifen Sie vor dem Zentrifugieren, dass ausreichend
Freiraum fir das Ausschwingen vorhanden ist, um eine Beschadigung der
Einheit beim Zentrifugieren zu vermeiden.

e Pipette mit 200 uL-Spitze zur Konzentratriickgewinnung

Eignhung
Um die Eignung fiir den vorgesehenen Zweck zu gewahrleisten, sollen vor dem Einsatz Riickgewinnungs-

und Retentionsstudien durchgefiihrt werden.
Siehe Abschnitt ,,Quantitative Bestimmung von Rickgewinnungsraten®.

Lagerung und Haltbarkeit
Die Lagerungsbedingungen und die Haltbarkeit sind auf dem Produktetikett aufgefiihrt.

Spiilen vor dem Einsatz

Die Ultrafiltrationsmembranen in Amicon® Ultra-4 10K-Einheiten enthalten Spuren von Glycerin. Falls diese
Substanz die Analyse beeintrachtigt, spilen Sie die Einheit vor dem Gebrauch mit Puffer oder Milli-Q® Wasser.
Sollte die Beeintrachtigung fortbestehen, spiilen Sie mit 0,1 N NaOH, gefolgt von einer zweiten Spilung mit
Puffer oder Milli-Q® Wasser.

ACHTUNG: Die Membran in den Amicon® Ultra-Filtereinheiten darf nicht austrocknen, nachdem sie einmal
angefeuchtet wurde. Wenn Sie die Einheit nicht sofort nach dem Spillen verwenden, lassen Sie Flussigkeit
auf der Membran stehen, bis die Einheit eingesetzt wird.
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Gebrauchsanleitung fiir Amicon® Ultra-4 Zentrifugen-Filtereinheiten

1. Geben Sie bis zu 4 mL Probe (3,5 mL bei Verwendung eines 23° Festwinkelrotors) in die Amicon® Ultra
Filtereinheit.

2. VerschlieBen Sie die Filtereinheit mit der Kappe und setzen Sie diese in die Zentrifuge (vorzugsweise mit
Ausschwingrotor) ein. Schaffen Sie mit einer vergleichbaren Einheit ein Gegengewicht. Vor der Verwendung
prifen, ob ausreichend Freiraum fiir das Ausschwingen vorhanden ist.

3. Bei Verwendung eines Ausschwingrotors zentrifugieren Sie die Einheit bei maximal 4000 x g fir
ungefahr 10-20 Minuten.

4. Bei Verwendung eines Festwinkelrotors richten Sie die Einheit mit der Membran nach oben aus und
zentrifugieren sie bei maximal 7500 x g fur ungefahr 10-20 Minuten.

HINWEIS: Typische Zentrifugationszeiten sind in Abbildung 1 und Tabelle 1 angegeben.

5.

Zur Entnahme der Konzentratldsung fiihren Sie eine Pipette bis zum Boden in die Filtereinheit ein und

bewegen sie bei der Entnahme nach beiden Seiten, um eine vollstédndige Riickgewinnung sicherzustellen.
Das Ultrafiltrat kann im Zentrifugenréhrchen aufbewahrt werden.

HINWEIS: Um eine optimale Rickgewinnung zu gewahrleisten, entnehmen Sie das Probenkonzentrat
unmittelbar nach der Zentrifugation.

HINWEIS: Der Filter funktioniert méglicherweise nicht richtig, wenn er nach dem Befeuchten austrocknet.

Entsalzen oder Diafiltration

Entsalzen, Pufferaustausch oder Diafiltration sind wichtige Methoden zur Entfernung von Salzen oder
Losungsmitteln aus Loésungen, die Biomolekile enthalten. Die Entfernung von Salzen oder der Austausch von
Puffern kann in Amicon® Ultra-4-Einheiten durchgefiihrt werden, indem die Probe konzentriert und danach
das Konzentrat mit einem geeigneten Losungsmittel auf das Ausgangsvolumen der Probe rekonstituiert wird.

Dieses ,Auswaschen" kann so oft wiederholt werden, bis eine ausreichende Verringerung der Konzentration der
kontaminierenden Stoffe erreicht ist. Siehe nachstehendes Beispiel.

Zugabe von 3,95 mL U

10 mM NaCl oder %
Austauschpuffer @
.

Durch Zentrifuga~
tion konzentriere|

Durch Zentrifuga~
tion konzentriere

—
—

4 mL Protein 50 pL Protein 4 mL Protein 50 pL Protein

von 1 mg/mL in 80 mg/mL in von 1 mg/mL 80 mg/mL in
100 mM NacCl 100 mM NacCl in11,1 mM 11,1 mM NaCl
NaCl
= =| 100 mM Nacl =

—| 11,1 mM NaCl

PRO5779w  Rev 07/25 18 of 112



Leistung . . . .
Abbildung 1. Typisches Filtratvolumen bei

FlieBrate verschiedenen Zentrifugationszeiten

Die FlieBrate wird von folgenden Faktoren beeinflusst: 40 F’7

Probenkonzentration, Ausgangsvolumen, chemische Eigenschaften 3,5

des gelOsten Stoffes, relative Zentrifugalkraft, Rotorwinkel, ’—g 30

Membrantyp und Temperatur. Anhand der Daten in Abbildung 1 -

und Tabelle 1 kann die Zeit abgeschéatzt werden, die zur Erzielung g %0 . Ausschwingrotor

eines bestimmten Filtrat- oder Konzentratvolumens erforderlich g 2,0 / —+ Festwinkelrotor

ist. FUr eine 4-mL-Probe betragt die typische Zentrifugationszeit 9. s

etwa 10 bis 20 Minuten. Wahrend der GroBteil der Probe innerhalb *@‘ ' /

der ersten 10 bis 15 Minuten der Zentrifugation filtriert wird, E 1,0 /

wird das kleinste Konzentratvolumen (30-75 pL) nach einer 0,5

Zentrifugationszeit von 15 bis 20 Minuten erzielt. ———
004 5 10 15 20

Zentrifugationszeit (min)

Zentrifugationsbedingungen: Ausschwingrotor,

4000 x g oder Festwinkelrotor, 7500 x g, Raumtemperatur,
4 mL Ausgangsvolumen.

Verwendeter Proteinmarker: Cytochrom c, n=6.

Tabelle 1. Typisches Konzentratvolumen bei verschiedenen Zentrifugationszeiten

Konzentratvolumen (pL)
Zentrifugationszeit

(min) Ausschwingrotor 4000 x g 35° Festwinkelrotor 7500 x g
10 176 97
15 76 54
20 58 35

Zentrifugationsbedingungen: Raumtemperatur, 4 mL Ausgangsvolumen.
Verwendeter Proteinmarker: Cytochrom c, n=6 (Mittelwert aus 3 Geratechargen).
Die farbig unterlegten Werte wurden zur Berechnung der Proteinriickgewinnung in Tabelle 3 eingesetzt.

Proteinriickhaltung und Konzentratriickgewinnung

Die Membranen in Amicon® Ultra Einheiten haben eine Molekulargewichtsgrenze (MWCO), d. h. sie halten Molekile
oberhalb eines bestimmten Molekulargewichts zuriick. Gelste Stoffe mit einem Molekulargewicht nahe der MWCO
werden moglicherweise nur teilweise zurlickgehalten. Die Rickhaltung auf der Membran hangt von der MolekilgréBe

und -form des geldsten Stoffes ab. Fir die meisten Anwendungen ist das Molekulargewicht ein praktischer Parameter zur
Beurteilung der Riickhalteeigenschaften. Verwenden Sie eine Membran mit einer MWCO, die mindestens bei der Halfte des
Molekulargewichts der zu konzentrierenden Proteinlésung liegt, um die besten Ergebnisse zu erzielen. Siehe Tabelle 2.

Tabelle 2. Typische Riickhaltung von Proteinmarkern

_ o B o . . . .
Marker/Konzentration Molekularge- MWCO der 9% Riickhaltung %o Riickhaltung Zentrifugations

wicht Einheit Ausschwingrotor Festwinkelrotor zeit (min)
a-Chymotrypsinogen (1 mg/mL) 25.000 10 K >95 >95 15
Cytochrom C (0,25 mg/mL) 12.400 >95 >95 15
Vitamin B12 (0,2 mg/mL) 1350 <15 <15 15

Zentrifugationsbedingungen: Ausschwingrotor, 4000 x g, oder 35°-Festwinkelrotor, 7500 x g, 4 mL Ausgangsvolumen,
Raumtemperatur, n=6 (Mittelwert aus 3 Geratechargen).

Die Probenrtickgewinnung wird von folgenden Faktoren beeinflusst: Eigenschaften des geldsten Proteins
relativ zur MWCO der verwendeten Einheit, Ausgangskonzentration und Konzentrationsfaktor. Die typischen
Rickgewinnungsraten fir Amicon® Ultra-4 10K-Einheiten sind in Tabelle 3 angegeben.

Tabelle 3. Typische Konzentratriickgewinnung
Konzentratvolumen Konzentrationsfaktor Konzentratriickge-
(pL) (x) winnung (%)

MWCO Zentrifu-
Marker/Konzentration der gationszeit
Einheit (min)

Ausschwin- Festwin- Ausschwin- Festwin- Ausschwin- Festwin-
grotor kelrotor grotor kelrotor grotor kelrotor

Cytochrom C
(0,25 mg/mL)
Zentrifugationsbedingungen: Ausschwingrotor, 4000 x g, oder 35°-Festwinkelrotor, 7500 x g, 4 mL Ausgangsvolumen,
Raumtemperatur, n=6 (Mittelwert aus 3 Geratechargen). Die farbig unterlegten Werte wurden aus Tabelle 1 entnommen.

10 K 15 76 54 52,3 76,6 97,3 98,5
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Maximierung der Probenriickgewinnung

Eine geringe Probenriickgewinnungsrate aus einem Konzentrat kann auf Adsorptionsverluste, zu hohe
Konzentration oder die Passage des Probenmaterials durch die Membran zurtickzufiihren sein.

e Adsorptionsverluste sind abhangig von der Konzentration und den hydrophoben Eigenschaften des geldsten Stoffes,
der Temperatur und Kontaktzeit mit den Oberfladchen der Filtereinheit, der Probenzusammensetzung und dem pH-Wert.
Um Adsorptionsverluste minimal zu halten, entnehmen Sie das Probenkonzentrat unmittelbar nach der Zentrifugation.

e Wenn die Ausgangsprobenkonzentration hoch ist, iiberwachen Sie den Zentrifugationsprozess, um eine
ibermaBige Konzentration der Probe zu vermeiden. Eine GberméaBige Konzentration kann zu Prazipitation und
potenziellem Probenverlust fihren.

e Wenn die Probe nicht durch die Membran zurlickgehalten wird, verwenden Sie eine Amicon® Ultra-4-Einheit mit
einer niedrigeren MWCO.

Quantitative Bestimmung der Riickgewinnung

Berechnen Sie anhand der nachstehenden Methode die Gesamtriickgewinnung, die prozentuale
Konzentratrickgewinnung und die prozentuale Filtratriickgewinnung. Dadurch erhalten Sie eine gute
Abschatzung der Rickgewinnung fir Lésungen mit einer Konzentration von bis zu etwa 20 mg/mL.

HINWEIS: Geeignete Assay-Techniken sind Absorptionsspektrophotometrie, Radioimmunassay, Brechungsindex und Leitfahigkeit.

Direktes Wageverfahren

Die Dichte der meisten verdiinnten Proteinldsungen entspricht etwa der Dichte von Wasser (d. h. 1 g/mL).
Davon ausgehend kann man das Konzentratvolumen und das Filtratvolumen durch Wiegen und Umrechnen
des Gewichts von Gramm in Milliliter quantitativ bestimmen. Diese Technik kann nur fir Losungen mit einer
Konzentration von etwa 20 mg/mL oder weniger angewendet werden.

e Wiegen Sie vor der Anwendung die leere Filtereinheit, das Zentrifugenréhrchen und ein leeres Probenréhrchen
fur die Konzentratsammlung.

e Flllen Sie die Filtereinheit mit Lésung auf und wiegen Sie diese erneut.
e Setzen Sie die Einheit zusammen und zentrifugieren Sie diese entsprechend der Anleitung.
¢ Entnehmen Sie das Konzentrat mit einer Pipette und geben Sie es in ein bereits gewogenes Konzentratsammelrohrchen.

e Nehmen Sie die Einheit vom Zentrifugenréhrchen ab und wiegen Sie das Zentrifugenréhrchen und das
Konzentratsammelréhrchen.

e Subtrahieren Sie das Gewicht der leeren Einheit/Réhrchen, um das Gewicht des Ausgangsmaterials, des
Filtrats und des Konzentrats zu berechnen.

¢ Testen Sie das Ausgangsmaterial, Filtrat und Konzentrat, um die Konzentration des geldsten Stoffes zu bestimmen.
e Berechnen Sie die prozentuale Rickgewinnung aus den Gewichts-/Volumendaten und den gemessenen

Konzentrationen wie folgt: W, = Gesamtgewicht des Konzentrats vor dem Assay
W, x C, W, = Gewicht des urspriinglichen Ausgangsmaterials
% Konzentratrickgewinnung = 100 x W W; = Gewicht des Filtrats
W. x C ’ ’ C. = Konzentratkonzentration
% Filtratriickgewinnung = 100 x e C, = Kpnzentration de; urspriinglichen Ausgangsmaterials
W, x C, C: = Filtratkonzentration

% Gesamtrickgewinnung = % Konzentratriickgewinnung + % Filtratrickgewinnung

Spezifikationen
Maximales Ausgangsprobenvolumen Abmessungen
Ausschwing- und Festwinkelrotoren Filtereinheit im Roéhrchen (mit Kappe)
o o 4,0 mL
(45° und 35°) Linge: 124 mm Durchmesser:
Festwinkelrotor (23°) 3,5mL ge: 17,3 mm
Typisches Endkonzentratvolumen 50-100 pL Filtereinheit
Maximale relative Zentrifugalkraft u . Durchmesser:
Léange: 73,4 mm
Ausschwingrotor 4000 x g 17,2 mm
Festwinkelrotor 7500 x g Konstruktionsmaterialien
Effektive Membranfliche 3 cm? Filtereinheit Copolymerstyren/butadien

Geringbindende Ultracel® Membran aus
regenerierter Zellulose

Filtratréhrchen  Polypropylen

Membran

Filtratkappe Polypropylen
Filtratliner Polyethylen
Filter MWCO 10K
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Chemische Kompatibilitat

Amicon® Ultra Zentrifugen-Filtereinheiten sind zur Verwendung mit biologischen Fliissigkeiten und wassrigen
Lésungen vorgesehen. Prifen Sie vor Gebrauch die chemische Kompatibilitat der jeweiligen Probe mit der
Einheit. Weitere Informationen erhalten Sie auf SigmaAldrich.com/FilterChemicalCompatibility.

Produktbestellung
Produkte online auf SigmaAldrich.com kaufen.
Beschreibung St./Pkg. Bestellnummer
8 UFC801008D
Amicon® Ultra-4 24 UFC801024D
96 UFC801096D
Hinweis

Wir informieren und beraten unsere Kunden in Bezug auf Anwendungstechnologien und regulatorische
Angelegenheiten nach bestem Wissen und Gewissen, jedoch unverbindlich und ohne Haftungstibernahme.
Bestehende Gesetze und Vorschriften sind von unseren Kunden in jedem Fall zu beachten. Dies gilt auch im
Hinblick auf etwaige Rechte Dritter. Unsere Auskiinfte und Beratung entbinden unsere Kunden nicht von der
eigenverantwortlichen Prifung unserer Produkte auf ihre Eignung flir den beabsichtigten Zweck.

Sammlung und Entsorgung

Alle Proben sind eindeutig zu kennzeichnen. Fiir die Probenentnahme und bei der Vorbereitung sind geeignete
Gerate zu verwenden.

HINWEIS: Befolgen Sie die VorsichtsmaBnahmen fir die Entsorgung von Gegenstanden, die mit potenziell
infektiosem oder gefahrlichem biologischem Material kontaminiert sind, gemaB allen geltenden internationalen,
Bundes-, Lander- und lokalen Vorschriften.

Technische Unterstiitzung

Unser technischer Kundendienst ist (iber folgende Webseite erreichbar: SigmaAldrich.com/techservice.

Es ist wichtig, jedes schwerwiegende Ereignis mit diesem Gerat dem Hersteller und der zustéandigen Behdrde
des Landes zu melden, in dem der Benutzer ansassig ist.

Allgemeine Gewahrleistung

Die anwendbare Gewahrleistung fiir die Produkte in diesem Dokument finden Sie online unter
SigmaAldrich.com/terms.

Revisionshistorie

2021-0OKT e IFU PR0O5779 Erstellungsdatum OKT 2021 - Ersetzt PR05139.
e IFU-, Verpackungsbeschadigungs- und Temperaturgrenzsymbole hinzugefiigt.

e Chemische Kompatibilitat und Bestellinformationen mit der Website verlinkt.
e Informationen zur Entsorgung und fir Reklamationen hinzugeftigt.

e Informationen zur Verantwortlichen Person im Vereinigten Kénigreich und UKCA-Symbol
hinzugefugt.

2024-MAR e Abbildung 1 korrigiert.
e ,Konstruktionsmaterialien™: Filtratkappe Text korrigiert zu Polypropylen.
2024-0OKT e Zur Tabelle der Symbol-Definitionen hinzugefligt: CH-REP, Importer, UDI.

o UKCA-Symbol auf Titelseite hinzugefiigt.

JUL-2025 ¢ Slowenische Sprache hinzugefligt.

e Tabelle mit Symboldefinitionen entfernt.
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Introduccion

Los filtros para centrifuga Amicon® Ultra-4 10K proporcionan ultrafiltracion rapida con capacidad para elevados
factores de concentracion y facil recuperaciéon del concentrado a partir de matrices de muestras diluidas

y complejas. El disefio vertical y el érea de superficie disponible de la membrana proporcionan un rapido
procesamiento de la muestra, una gran recuperacion (normalmente superior al 90% de la disolucién de
partida diluida) y una gran capacidad de concentracién de 80 veces. El tiempo de procesamiento habitual es
de 10 a 20 minutos. El disefio vertical reduce al minimo la polarizacion del soluto y el plegamiento posterior
de la membrana; por otro lado, un bloqueo automatico fisico del filtro impide la centrifugacién hasta sequedad
y la posible pérdida de muestra. El concentrado se recoge del depdsito para la muestra del filtro utilizando
una pipeta, mientras que el ultrafiltrado se recoge en el tubo de centrifuga suministrado. El dispositivo

puede centrifugarse en un rotor oscilante (para rendimiento 6ptimo) o en un rotor de angulo fijo. Los filtros
Amicon® Ultra-4 10K se suministran estériles y son para un solo uso.

Indicaciones de uso

Los filtros para centrifuga Amicon® Ultra-4 son unidades de ultrafiltracion desechables, de un solo uso, para
diagnéstico in vitro destinadas al procesamiento de disoluciones bioldgicas en el intervalo de volumen de 1-4 mL.
Estan previstos para la concentracion de muestras bioldgicas como el suero, la orina, el liquido cefalorraquideo

y otros liquidos organicos antes de los analisis de diagnodstico in vitro. Dispositivo indicado para un solo uso y
utilizado por un profesional de laboratorio.

Aplicaciones

e Concentracion de muestras bioldgicas que contengan antigenos, anticuerpos, enzimas, acidos nucleicos
(muestras de ADN o ARN monocatenarios o bicatenarios), microorganismos, eluidos de la columna y muestras
purificadas.

e Purificacion de componentes macromoleculares encontrados en extractos de cultivos tisulares y lisados
celulares, eliminacidon de cebadores, conectores o etiquetas moleculares de una mezcla de reaccion, y retirada
de proteinas antes de la HPLC.

e Desalinizacién, cambio de tampones o diafiltracion.

Materiales suministrados m—— Tapa

La unidad Amicon® Ultra-4 10K se suministra con un tapén, un filtro y un tubo
de centrifuga. —— Unidad de filtracidn

Equipo necesario

e Centrifuga con rotor oscilante (preferida) o rotor de angulo fijo con
pocillos/portamuestras donde quepan tubos de fondo cénico de 15 mL de

17 mm x 124 mm. Tubo de centrifuga

PRECAUCION: Para evitar que se rompa la unidad durante la
centrifugacion, debe comprobarse ausencia de bloqueo antes de empezar
a centrifugar.

e Pipeta con puntas de 200 microlitros (L) para recuperacion del concentrado.

Idoneidad

Se sugiere realizar estudios preliminares de recuperacion y de retencidon con el fin de asegurar la idoneidad para
el uso previsto.

Véase el apartado "Cémo cuantificar las recuperaciones".

Almacenamiento y estabilidad
En la etiqueta del producto encontrara las condiciones de almacenamiento y la vida util.

Enjuagar antes de usar

Las membranas de ultrafiltracion de las unidades Amicon® Ultra-4 10K contienen restos de glicerina. Si este
material interfiere en el analisis, enjuague el filtro con tampdn o agua Milli-Q® antes de usarlo. Si sigue habiendo
interferencia, enjuagado con NaOH 0,1 N seguido de un segundo centrifugado de tampodn o agua Milli-Q®.
PRECAUCION: No permita que la membrana de los filtros Amicon® Ultra se seque después de haberse
humedecido. Si no va a utilizar la unidad inmediatamente después de enjuagarla, deje liquido en la membrana
hasta que se utilice la unidad.
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Como utilizar los filtros para centrifuga Amicon® Ultra-4

1. Coloque hasta 4 mL de muestra (3,5 mL si se esta utilizando un rotor de angulo fijo a 23°) en la unidad de
filtracion Amicon® Ultra.

2. Coloque el filtro tapado en el rotor de la centrifuga (preferiblemente oscilante); equilibre con un dispositivo
similar. Compruebe la holgura de la centrifuga antes de utilizarla.
Si utiliza un rotor oscilante, centrifugue la unidad a un maximo de 4000 x g durante unos 10-20 minutos.
Si utiliza un rotor de angulo fijo, oriente la unidad con el panel donde estad la membrana mirando hacia
arriba y centrifugue a un maximo de 7500 x g durante unos 10-20 minutos.
NOTA: En la Figura 1 y la Tabla 1 encontrara los tiempos de centrifugacion habituales.

5.

Para recuperar el soluto concentrado, introduzca una pipeta en el fondo de la unidad y retire la muestra

utilizando un movimiento de barrido de un lado al otro para asegurar la recuperacion total. El ultrafiltrado
puede conservarse en el tubo de centrifuga.

NOTA: Para una recuperacion 6ptima, retire la muestra concentrada inmediatamente después de la
centrifugacion.

NOTA: Es posible que el filtro no funcione correctamente si se deja secar después de humedecerlo.

Desalacion o diafiltracion

La desalacion, el cambio de tampodn o la diafiltracion son métodos importantes para retirar las sales o los
disolventes de las disoluciones que contienen biomoléculas. En el filtro Amicon® Ultra-4 pueden eliminarse las
sales o cambiar los tampones concentrando la muestra y reconstituyendo luego el concentrado hasta el volumen
de muestra original con cualquier disolvente deseado. El proceso de "lavado" puede repetirse hasta que se haya
reducido de manera suficiente la concentracion del microsoluto contaminante. Vea el siguiente ejemplo.

Afadir 3,95 mL U
Centrifugar hass de NaCl 10 mM o : % Centrifugar has~
ta concentrado . , ta concentrado
cambiar el tampén @
> —
4 mL de 50 pL de 4 mL de 50 pL de
1 mg/mL de 80 mg/mL de 1 mg/mL de 80 mg/mL de
proteina en proteina en NaCl proteina en proteina en
NaCl 100 mM 100 mM NaCl 11,1 mM NaCl 11,1 mM
==| NaCl 100 mM o= E=

= =—| NaCl 11,1 mM
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Rendimiento
Caudal Figura 1. V_olumen de fiItr_aci6n tipico frente al
tiempo de centrifugado
Los factores que afectan al caudal son la concentracion de la muestra, 4,0
el volumen de partida, la naturaleza quimica del soluto, la fuerza ~ 35 /
centrifuga relativa, el angulo del rotor de la centrifuga, el tipo de E 20
membrana y la temperatura. Pueden utilizarse la figura 1 y la tabla 1 o
para calcular el tiempo necesario para conseguir un volumen dado de g 2,5
filtrado o de concentrado. Un tiempo de centrifugacion tipico para una “ﬂ: 2,0 —+—Rotor oscilante
muestra de 4 mL es de aproximadamente 10 a 20 minutos. La mayor o / —#—Rotor de angulo fijo
parte de la muestra se filtra en los 10 a 15 primeros minutos de la -2 1,5 /
centrifugacion, pero el menor volumen de concentrado (30-75 L) se g 1,0
alcanza después de centrifugar durante 15 a 20 minutos. % 0,5
>
0,0 f¥r—+——+—+——+++—++7——
0 5 10 15 20

Tiempo de centrifugado (minutos)
Condiciones de centrifugado: rotor oscilante, 4000 x g,
o rotor de angulo fijo, 7500 x g, temperatura ambiente,
volumen de partida de 4 mL.
Marcador proteico utilizado: citocromo ¢, n=6.

Tabla 1. Volumen de concentrado tipico frente al tiempo de centrifugado

Volumen del concentrado (pL)

Tiempo de centrifugado (minutos) Rotor oscilante 4000 x g Rotor de angulo fijo a 35° 7500 x g
10 176 97
15 76 54
20 58 35

Condiciones de centrifugado: temperatura ambiente, volumen de partida de 4 mL.
Marcador proteico utilizado: citocromo ¢, n = 6 (valor medio de 3 lotes de unidades).
Los volimenes sombreados se utilizaron para calcular la recuperaciéon de proteinas de la tabla 3.

Retencidén proteica y recuperaciéon del concentrado

Las membranas utilizadas en las unidades Amicon® Ultra se caracterizan por un peso molecular de corte (MWCO);

es decir, por su capacidad de retencién de moléculas por encima de un peso molecular especifico. Los solutos con pesos
moleculares proximos al MWCO pueden ser retenidos solo parcialmente. La retencidon de la membrana depende del
tamafio molecular y la forma del soluto. Para la mayoria de las aplicaciones, el peso molecular es un parametro adecuado
para evaluar las caracteristicas de retencion. Para obtener los mejores resultados, utilice una membrana con un MWCO
como minimo dos veces inferior al peso molecular de la proteina que se pretende concentrar. Consulte la Tabla 2.

Tabla 2. Retencion tipica de los marcadores proteicos

0, e 0, i6 H i
Marcador/Concentracién Peso MWCO de la % Retencion 9% Retencion Tiempo de centrifugado

molecular unidad rotor oscilante angulo fijo (minutos)
a-Quimotripsinégeno (1 mg/mL) 25 000 10K >95 >95 15
Citocromo ¢ (0,25 mg/mL) 12 400 >95 >95 15
Vitamina B-12 (0,2 mg/mL) 1350 <15 <15 15

Condiciones de centrifugado: rotor oscilante, 4000 x g, o rotor de &ngulo fijo a 35°, 7500 x g, volumen de partida de 4 mL,
temperatura ambiente, n = 6 (valor medio de 3 lotes de unidades).

Los factores que determinan la recuperacion de la muestra son la naturaleza del soluto proteico en relacion con
el MWCO del filtro elegido, la concentracion de partida y el factor de concentracion. En la Tabla 3 se indican las
recuperaciones tipicas para los filtros Amicon® Ultra-4 10K.

Tabla 3. Recuperacion de concentrado tipica

Volumen del Factor de Recuperacion del
concentrado (pL) concentracion (x) concentrado (%)
Marcador/ IV‘IjVe\IICaO c::ﬁ:i‘fl:o :30 Cubeta Angulo Cubeta Angulo Cubeta Angulo
Concentracion - ritug oscilante fijo oscilante fijo oscilante fijo
unidad (minutos)
Citocromo ¢ 10K 15 76 54 52,3 76,6 97,3 98,5

(0,25 mg/mL)

Condiciones de centrifugado: rotor oscilante, 4000 x g, o rotor de angulo fijo a 35°, 7500 x g, volumen de partida de 4 mL,
temperatura ambiente, n = 6 (valor medio de 3 lotes de unidades). Los volimenes sombreados se tomaron de la tabla 1.
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Maximizacion de la recuperacion de la muestra
Una baja recuperacidon de muestra en el concentrado puede deberse a pérdidas por adsorcion, exceso de
concentracion o paso de la muestra a través de la membrana.

e Las pérdidas por adsorcion dependen de la concentracion del soluto, su naturaleza hidréfoba, la temperatura
y el tiempo de contacto con las superficies del filtro, la composicidon de la muestra y el pH. Para reducir las
pérdidas al minimo, retire las muestras concentradas inmediatamente después de la centrifugacion.

e Sila concentracion de la muestra de partida es elevada, controle el proceso de centrifugacion para evitar su
concentracion excesiva. Esta Ultima puede provocar precipitacion y posibles pérdidas de muestra.

e Si parece que la muestra va a atravesar la membrana, elija un filtro Amicon® Ultra-4 de menor MWCO.

Cémo cuantificar las recuperaciones

Calcule la recuperacion total, el porcentaje de recuperacion de concentrado y el porcentaje de recuperacién de
filtrado utilizando el método que se indica a continuacién. El procedimiento proporciona una estrecha aproximacion
de las recuperaciones para las disoluciones que contienen concentraciones maximas de aproximadamente

20 mg/mL.

NOTA: Las técnicas de ensayo apropiadas son la espectrofotometria de absorcidn, el radioinmunoanalisis, el
indice de refraccion y la conductividad.

Procedimiento de pesada directo

La densidad de la mayoria de las proteinas diluidas es casi igual a la densidad del agua (es decir, 1 g/mL).
Aprovechando esta propiedad, pueden cuantificarse los volimenes de concentrado y de filtrado pesandolos
y convirtiendo las unidades de gramos a mililitros. Esta técnica es valida sdlo para disoluciones con
concentraciones de aproximadamente 20 mg/mL o inferiores.

e Antes de usarlos, pese por separado la unidad de filtracién vacia, el tubo de centrifuga y un tubo para recogida
del concentrado vacio.

e Llene la unidad de filtracion con disolucion y vuelva a pesarla.

e Monte la unidad y centrifugue segun las instrucciones.

e Recoja el concentrado con una pipeta y dispénselo en el tubo para recogida del concentrado previamente pesado.
o Retire el filtro del tubo de centrifuga y pese el tubo de centrifuga y el tubo de recogida del concentrado.

e Reste el peso del filtro vacio o de los tubos vacios para calcular los pesos del material de partida, el filtrado y el
concentrado.

e Analice el material de partida, el filtrado y el concentrado para determinar la concentracion de soluto.
e Calcule las recuperaciones utilizando los datos de peso/volumen y las concentraciones medidas, de la siguiente forma:

W, x C. W, = peso total del concentrado antes del analisis

% de recuperacién del concentrado = 100 x ———— W, = peso del material de partida original
W, x C, W, = peso del filtrado

X .
u C. = concentraciéon del concentrado
W, x C, C, = concentracion del material de partida original
C; = concentracién del filtrado

% de recuperacidn total = % de recuperacién del concentrado + % de recuperacién del filtrado

o

% de recuperacion del filtrado = 100 x

Especificaciones
Volumen maximo de la muestra inicial Dimensiones
Rotores oscilantes y de angulo fijo (45° y 35°) 4,0 mL Unidad de filtracion en el tubo (tapada)
Rotor de angulo fijo (23°) 3,5mL Longitud: 124 mm Diametro: 17,3 mm
Volumen concentrado final habitual 50-100 pL Unidad de filtracion
Fuerza centrifuga relativa maxima Longitud: 73,4 mm Diametro: 17,2 mm
Rotor oscilante 4000 x g Materiales de fabricaciéon
Rotor de angulo fijo 7500 x g Unidad de filtracion Copolimero estireno-butadieno
Area de membrana activa 3 cm? Celulosa regenerada de baja adsorcion

Membrana

Ultracel®

Tubo de filtrado Polipropileno

Tapon Polipropileno
Revestimiento Polietileno
Filtro MWCO 10K
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Compatibilidad quimica

Los filtros Amicon® Ultra para centrifuga estan pensados para su uso con liquidos bioldgicos y disoluciones
acuosas. Antes de utilizarlos, verifique que la muestra es compatible desde el punto de vista quimico con el
dispositivo. Vaya a SigmaAldrich.com/FilterChemicalCompatibility si desea mas informacion.

Pedido de los productos

Compre productos en linea en SigmaAldrich.com.

Descripcion Cant./Env. N.° de referencia
8 UFC801008D
Amicon® Ultra-4 24 UFC801024D
96 UFC801096D
Aviso

Ofrecemos informacion y soporte a nuestros clientes sobre las tecnologias de las aplicaciones y temas normativos
segun nuestro conocimiento y experiencia, pero sin obligacion ni responsabilidad alguna. Nuestros clientes

deben respetar en todos los casos las normativas y leyes vigentes. Esto también se aplica con respecto a los
derechos de terceros. Nuestra informacion y asesoramiento no exime a nuestros clientes de su responsabilidad
de comprobar la idoneidad de nuestros productos para el propdsito contemplado.

Recogida y eliminacion
Todas las muestras deben estar claramente etiquetadas. Deben utilizarse instrumentos adecuados para obtener y
preparar las muestras.

NOTA: Siga las precauciones para la eliminacion de los articulos contaminados con material bioldgico
potencialmente infeccioso o peligroso de acuerdo con todas las normativas internacionales, federales, estatales y
locales vigentes.

Asistencia técnica
Visite la pagina de servicio técnico en nuestra pagina web en SigmaAldrich.com/techservice.

Cualquier incidente grave de este dispositivo debe notificarse al fabricante y a la autoridad competente del pais
donde esté establecido el usuario.

Garantia estandar

La garantia aplicable a los productos indicados en esta publicacion puede encontrarse en
SigmaAldrich.com/terms.

Historial de revisiones

Oct. 2021 e IFU PR05779 Fecha de emisién OCT 2021 - Sustitucién PRO5139.

e Se han afiadido los simbolos de IFU, dafios del material de acondicionamiento y limite
de temperatura.

e Se han vinculado la compatibilidad quimica y la informacién para pedidos al sitio web.
e Se ha afadido la informacion sobre la eliminacidn y las reclamaciones.

e Se ha afadido informacién sobre la persona responsable del Reino Unido y el simbolo
de UKCA.

Mar. 2024 e Se ha corregido la Figura 1.

e Materiales: el término "tapdn" se ha corregido a "polipropileno".

Oct. 2024 e Se ha afadido la siguiente informacion a la tabla Definiciones de simbolos:
representante en Suiza, importador y UDI.

e Se ha afadido el simbolo UKCA en la pagina de titulo.

Jul. 2025 e Se ha afadido el idioma esloveno.
e Se ha eliminado la tabla Definiciones de simbolos.
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Portugués

Introducao

Os dispositivos de filtracdo centrifuga Amicon® Ultra-4 10K permitem a ultrafiltragdo rapida, com capacidade para
fatores de concentragdo elevados e facil recuperacdo do concentrado a partir de matrizes de amostras diluidas e
complexas. O design vertical e a drea de superficie de membrana disponivel permitem um processamento rapido
das amostras, uma elevada recuperacdo de amostras (tipicamente superior a 90% da solugdo inicial diluida)

e a capacidade para uma concentragdo de 80 vezes. O tempo de processamento tipico é de 10 a 20 minutos.

A polarizacao dos solutos e a subsequente obstrugdo da membrana sao minimizadas pelo design vertical e a
existéncia de um batente fisico no dispositivo de filtracdo que impede a centrifugagdo até a secura e a potencial
perda da amostra. O concentrado é recolhido com uma pipeta do reservatério de amostra do dispositivo de
filtragdo, enquanto o filtrado obtido por ultracentrifugagdo é recolhido no tubo de centrifugagdo fornecido.

O dispositivo pode ser submetido a rotagdo num rotor basculante (para um desempenho ideal) ou num rotor de
angulo fixo. Os dispositivos Amicon® Ultra-4 10K sdo fornecidos ndo estéreis e destinam-se a uma Unica utilizagdo.

Utilizagao pretendida

Os dispositivos de filtragdo centrifuga Amicon® Ultra-4 sdo dispositivos de ultrafiltragdo, de utilizagdo Unica
(descartaveis), para utilizagdo no diagndstico in vitro para processamento de solugdes bioldgicas no intervalo

de 1 mL-4 mL de volume. Podem ser utilizados para concentrar amostras bioldgicas, tais como soro, urina,
liquido cefalorraquidiano e outros fluidos corporais antes da analise de diagndstico in vitro. O dispositivo destina-
se a uma Unica utilizagdo e a ser utilizado por profissionais de laboratorio.

Aplicacoes
e Concentragdo de amostras bioldgicas que contenham antigénios, anticorpos, enzimas, acidos nucleicos (amostras
de ADN/ARN, de cadeia simples ou dupla), microrganismos, produtos de eluicdo de coluna e amostras purificadas

e Purificagcdo de componentes macromoleculares que se encontram em extratos de cultura de tecidos e lisados
de células, remocdo de "primers" (iniciadores), compostos de ligacdo ou marcadores moleculares de uma
mistura de reagdo, e remogdo de proteinas antes de HPLC

e Dessalinizagdo, permuta de tampdes ou diafiltragdo

Materiais fornecidos m—— Tampa

O dispositivo Amicon® Ultra-4 10K é fornecido com uma tampa, um dispositivo
de filtragdo e um tubo de centrifugagdo. —— Dispositivo de filtragao

Equipamento necessario

e Centrifuga com rotor basculante (preferivel) ou de angulo fixo com
pocos/transportadores com, capacidade para tubos de fundo cénico de
15mL, 17 mm x 124 mm

CUIDADO: para evitar danificar o dispositivo durante a centrifugagao,
verificar o espago livre antes de a iniciar.

Tubo de centrifugagao

e Pipeta com ponta de 200 microlitros (UL) para recuperacdo do concentrado

Adequacao
Sugere-se a realizacdo de estudos preliminares de recuperagdo e retengdo para garantir a adequacao para o fim

a que se destina.
Consulte a seccdo "Como quantificar recuperagoes".

Armazenamento e estabilidade

Consulte as condigbes de armazenamento e o prazo de validade no rétulo do produto.

Enxaguar antes de usar

As membranas de ultrafiltragdo dos dispositivos Amicon® Ultra-15 10K contém vestigios de glicerina. Se esta substancia
interferir com a analise, enxague o dispositivo com tampao ou agua Milli-Q® antes de utilizar. Se a interferéncia persistir,
enxague com NaOH 0,1 N seguido por uma segunda centrifugagdo com tamp&o ou agua Milli-Q®.

CUIDADO: ndo permita que a membrana dos dispositivos de filtracdo Amicon® Ultra seque depois de molhada.
Caso ndo utilize o dispositivo imediatamente apds o enxaguamento, deixe liquido na membrana até o dispositivo
ser utilizado.
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Como utilizar os dispositivos de filtracao centrifuga Amicon® Ultra-4

1. Adicione até 4 mL de amostra (3,5 mL, caso esteja a utilizar um rotor de angulo fixo de 23°) ao dispositivo
de filtragdo Amicon® Ultra.

2. Coloque o dispositivo de filtracdo tapado no rotor da centrifugadora (é preferivel um rotor basculante)
e contrabalance com um dispositivo semelhante. Antes da utilizacdo, verifique o espaco livre a volta
da centrifuga.

3. Quando utilizar um rotor basculante, centrifugue o dispositivo a 4000 x g no maximo durante
aproximadamente 10-20 minutos.

4. Quando utilizar um rotor de angulo fixo, oriente o dispositivo com o painel de membrana virado
para cima e centrifugue o dispositivo a 7500 x g no maximo durante aproximadamente 10-20 minutos.
NOTA: consulte os tempos de centrifugagao tipicos na figura 1 e na tabela 1.

5. Para recuperar o soluto concentrado, insira uma pipeta no fundo do dispositivo de filtragdo e retire

a amostra com um movimento de varrimento lateral para garantir a recuperacgdo total. O filtrado obtido
por ultrafiltracdo pode ser guardado no tubo de centrifugacao.

NOTA: para uma recuperagdo ideal, remova a amostra concentrada imediatamente apds a centrifugacéo.

NOTA: o filtro pode ndo funcionar corretamente se, apds o humedecimento, for deixado secar.

Dessalinizacao ou diafiltracao

A dessalinizagdo, a permuta de tampdes ou a diafiltracdo sdo métodos importantes para a remocgédo de sais
ou solventes em solugBes que contém biomoléculas. A remocdo de sais ou a permuta de tamp&es pode ser
conseguida no dispositivo Amicon® Ultra-4 através da concentracdo da amostra, seguida pela reconstituicdo
do concentrado até ao volume de amostra original com qualquer solvente desejado. O processo de "lavagem"
pode ser repetido até a concentracdo do microssoluto contaminante ter sido suficientemente reduzida.

Ver exemplo seguinte.

entri Adicione 3,95 mL U )
entrifugue Centrifugue
para concentrar de NaCl 10 mM (zu @ para concentrar
permuta o tamp&o @
> —
4 mL de 50 uL de 4 mL de 50 L de
1 mg/mL de 80 mg/mL de 1 mg/mL de 80 mg/mL de
proteina em proteina em proteina em proteina em
NaCl 100 mM NaCl 100 mM NaCl 11,1 mM NaCl 11,1 mM
= == | NaCl 100 mM = NaCl 11,1 mM
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Desempenho . . -
Figura 1. Volume de filtrado tipico vs. tempo de
Débito centrifugacio
Os fatores que influenciam o débito incluem a concentragdo 40 /@/
da amostra, o volume inicial, a natureza quimica do soluto, 3,5
a forca centrifuga relativa, o dngulo do rotor da centrifugadora, _E' 30
o tipo de membrana e a temperatura. A figura 1 e a tabela ‘O’ '
1 podem ser usadas para estimar o tempo necessario para o 25
se obter um determinado volume de filtrado ou concentrado. S 20 —+Rotor basculante_
0 tempo de centrifugacdo tipico para uma amostra de 4 mL © L / —*—Rotor de angulo fixo
é de aproximadamente 10 a 20 minutos. Embora a maior parte B ' /
da amostra seja filtrada nos primeiros 10 a 15 minutos de g 1,0
centrifugacdo, o volume de concentragao mais baixo (30-75 pL) S 05
é alcancado apéds centrifugacdo durante 15 a 20 minutos. = 00

0 5 10 5 20
Tempo de centrifugagdo (min)

CondicGes de centrifugagdo: rotor basculante, 4000 x g ou rotor de
angulo fixo, 7500 x g, temperatura ambiente, volume inicial de 4 mL.
Marcador proteico utilizado: Citocromo ¢, n = 6.

Tabela 1. Volume de concentrado tipico vs. tempo de centrifugacao
Volume de concentrado (pL)

Tempo de

centrifugacdo (min) Rotor basculante 4000 x g Rotor de angulo fixo de 35° 7500 x g
10 176 97
15 76 54
20 58 35

Condigdes de centrifugagdo: temperatura ambiente, volume inicial de 4 mL.
Marcador proteico utilizado: Citocromo ¢, n = 6 (valor médio de 3 lotes de dispositivo).
Os volumes a sombreado foram usados para o calculo de recuperagdo de proteinas na tabela 3.

Retencao de proteinas e recuperagao do concentrado

As membranas utilizadas nos dispositivos Amicon® Ultra caracterizam-se por um cut-off de peso molecular (MWCO),
ou seja, a sua capacidade para reter moléculas acima de um peso molecular especificado. Solutos com peso molecular
proximo do MWCO podem ser apenas parcialmente retidos. A retengdo na membrana depende do tamanho molecular
e da forma do soluto. Para a maioria das aplicagdes, o peso molecular € um parametro conveniente para utilizar na
avaliacdo das caracteristicas de retengdo. Para obter melhores resultados, utilize uma membrana com um MWCO pelo
menos duas vezes inferior ao peso molecular do soluto proteico que se pretende concentrar. Consulte a tabela 2.

Tabela 2. Retencao tipica dos marcadores proteicos

Marcador/Concentrasio.  ovemmiay e e o e o e o
a-Quimotripsinogénio (1 mg/mL)  25.000 10K > 95 > 95 15
Citocromo c (0,25 mg/mL) 12.400 > 95 > 95 15
Vitamina B-12 (0,2 mg/mL) 1.350 < 15 < 15 15

Condig0es de centrifugagdo: rotor basculante (4000 x g) ou rotor de angulo fixo de 35° (7500 x g), volume inicial de 4 mL,
temperatura ambiente, n = 6 (valor médio de 3 lotes de dispositivo).

Os fatores que determinam a recuperagdo da amostra incluem a natureza do soluto proteico em relagao
ao MWCO do dispositivo escolhido, a concentracdo inicial e o fator de concentracdo. A tabela 3 mostra as
recuperacgoes tipicas para o dispositivo Amicon® Ultra-4 10K.

Tabela 3. Recuperacgdo de concentrado tipica

Volume de Fator de Recuperagao de
concentrado (L) concentracao (x) concentrado (%)
Dispo- Tempo de ~ ~ ~
Marcador/ ~ sitivo centrifuga- Basculante Angulo Basculante Angulo Basculante Angulo
Concentracao ~ ; fixo fixo fixo
MWCO ¢ado (min)
Citocromo ¢ 10K 15 76 54 52,3 76,6 97,3 98,5

(0,25 mg/mL)

Condigdes de centrifugacdo: rotor basculante (4000 x g) ou rotor de angulo fixo de 35° (7500 x g), volume inicial de 4 mL,
temperatura ambiente, n = 6 (valor médio de 3 lotes de dispositivo). Os volumes sombreados foram retirados da tabela 1.
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Maximizar a recuperacao da amostra

A baixa recuperacdo da amostra no concentrado pode dever-se a perdas por adsorcdo, sobreconcentragao
ou passagem de amostra através da membrana.

e As perdas por adsorcdo dependem da concentracdo do soluto, da sua natureza hidrofébica, da temperatura
e do tempo de contacto com as superficies do dispositivo de filtracdo, da composigdo das amostras e do pH.
Para minimizar as perdas, remova as amostras concentradas imediatamente apds a centrifugagdo.

e Se a concentragdo inicial da amostra for alta, monitorize o processo de centrifugacdo de modo a evitar a
sobreconcentracdo da amostra. A sobreconcentracdo pode levar a precipitagdo e a potencial perda da amostra.

e Se a amostra parecer estar a atravessar a membrana, escolha um dispositivo Amicon® Ultra-4 com MWCO mais baixo.

Como quantificar recuperacoes

Calcule a recuperacao total, a percentagem de recuperagao de concentrado e a percentagem de recuperagao de
filtrado utilizando o método seguinte. O procedimento fornece um valor muito aproximado das recuperagées para
solucdes que tenham concentragées de até, grosso modo, 20 mg/mL.

NOTA: as técnicas de ensaio adequadas incluem espetrofotometria de absorgdo, radioimunoensaio,
indice refratario e condutividade.

Procedimento de pesagem direta

A densidade da maior parte das proteinas diluidas é quase igual a densidade da agua (ou seja, 1 g/mL).
Usando esta propriedade, os volumes de concentrado e filtrado podem ser quantificados por pesagem

e conversdo das unidades de gramas para mililitros. Esta técnica é valida apenas para solugdes com
concentracdes de aproximadamente 20 mg/mL ou menos.

e Antes da utilizacdo, pese em separado o dispositivo de filtracdo vazio, o tubo de centrifugagdo e um tubo
vazio para recolha de concentrado.

e Encha o dispositivo de filtragdo com solugdo e volte a pesa-lo.
e Monte o dispositivo e centrifugue de acordo com as instrucgdes.
e Recolha o concentrado com uma pipeta e distribua-o para o tubo de recolha de concentrado previamente pesado.
e Retire o dispositivo do tubo de centrifugacao e pese o tubo de centrifugacdo e o tubo de recolha de concentrado.
e Subtraia os pesos do dispositivo/tubos vazios para calcular os pesos do material inicial, do filtrado e do concentrado.
e Analise o material inicial, o filtrado e o concentrado para determinar a concentragdo do soluto.
e Calcule as recuperagdes a partir dos dados do peso/volume e as concentragdes medidas da seguinte forma:
W, = peso total do concentrado antes do ensaio

W, x C, W, = peso do material inicial original
W; = peso do filtrado

% de recuperagao de concentrado = 100 x

W, x C,
W, x G C. = concentragdo do concentrado
% de recuperacdo de filtrado = 100 x C, = concentrag?o do r_naterial inicial original
W, x C, C; = concentragdo do filtrado

% de recuperagao total = % de recuperagao de concentrado + % recuperacgao de filtrado

Especificacoes
Volume inicial maximo de amostra Dimensodes
Rotores basculantes e de angulo fixo (45° e 35°) 4,0 mL Dispositivo de filtragdo no tubo (tapado)
Rotor de angulo fixo (23°) 3,5mL Comprimento: 124 mm Diametro: 17,3 mm
Volume tipico final de concentrado 50-100 pL Dispositivo de filtracao
Forca centrifuga relativa maxima Comprimento: 73,4 mm Didmetro: 17,2 mm
Rotor basculante 4000 x g Materiais de construgao
Rotor de angulo fixo 7500 x g Dispositivo de filtragdo Copolimero de estireno/butadieno
Area de membrana ativa 3 cm? Membrana CeILIJIoseN regenerada de baixo nivel
de ligagao Ultracel®
Tubo de filtrado Polipropileno
Tampa do filtrado Polipropileno

Revestimento do filtrado Polietileno
Filtro MWCO 10K
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Compatibilidade quimica

Os dispositivos de centrifugagdo Amicon® Ultra destinam-se a ser utilizados com fluidos bioldgicos
e solugBes aquosas. Antes de utilizar, verifique a compatibilidade quimica entre a amostra e o dispositivo.
Aceda a SigmaAldrich.com/FilterChemicalCompatibility para obter mais informagdes.

Encomenda do produto

Compre produtos on-line em SigmaAldrich.com.

Descrigdao Qtd/emb Numero de catalogo
8 UFC801008D
Amicon® Ultra-4 24 UFC801024D
96 UFC801096D
Aviso

Fornecemos informagdes e damos aconselhamento aos nossos clientes sobre tecnologias de aplicagdo e assuntos
regulamentares tanto quanto é do nosso melhor conhecimento e capacidades, mas sem obrigagdo ou responsabilidade
civil. Os nossos clientes devem sempre cumprir as leis e os regulamentos em vigor. Também se aplica no que diz
respeito a quaisquer direitos de terceiros. As informagdes de aconselhamento por nds fornecidas ndo isentam os
nossos clientes da sua prépria responsabilidade em verificar a adequacdo dos nossos produtos ao fim pretendido.

Coleta e eliminacao

Todas as amostras tém de estar claramente identificadas. Para a obtencdo e preparagao das amostras,
tem de se usar instrumentos adequados.

NOTA: siga as precaucdes de eliminacdo de itens contaminados com materiais potencialmente infeciosos ou com
risco bioldgico de acordo com todos os regulamentos internacionais, comunitarios, nacionais e locais em vigor.

Assisténcia técnica

Visite a pagina de assisténcia técnica no nosso website em SigmaAldrich.com/techservice.

Qualquer incidente grave com este dispositivo deve ser notificado ao fabricante e a autoridade competente
do pais onde o utilizador se encontra estabelecido.

Garantia normal

A garantia aplicavel aos produtos indicados nesta publicacdo pode ser encontrada em SigmaAldrich.com/terms.

Historico de revisoes

2021-0UT e Instrucdes de utilizagdo PR05779 Data de publicagdao OUT 2021 — substituiu
o PR0O5139.

e Adicdo dos simbolos de Instruges de utilizagdo, embalagem danificada e limites
de temperatura.

e Criagdo das ligagdes de Compatibilidade quimica e Informagdo sobre encomendas
ao website.

¢ Adicdo de informagado sobre Eliminagdo e Reclamagdes.
e Adicdo de informacdo sobre o Responsavel no Reino Unido e simbolo UKCA.

2024-MAR e Figura 1 corrigida.
e "Materiais de construgao": texto sobre a tampa do filtrado corrigido para polipropileno.
2024-0UT e Adicdo a tabela Definigdes de simbolos: CH-REP, Importador, IUD.

e Adigdo do simbolo UKCA na pagina de titulo.

2025-JUL e Adicdo do idioma esloveno.
e Remogdo da tabela de definicGes de simbolos.
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EAANVIKG
Eicaywyn

Ol CUOKEUEG PUYOKEVTPIK®OV PIATpwV Amicon® Ultra-4 10K napgExouv Taxeia ungpdindnon, e TNV IKavoTnTa
yia uypnAoUG OUVTEAECTEG CUMNUKVWONG Kal EUKOAN avakKTnon CUNNUKVOPATOG and apdiég Kal OUVOETEG UNTPEG
delypdTwv. O katakdpuPog oXedIAoHOG Kal To 31aBEaipo eUBadov empaveiag HePBpAavng NapexXouv Taxeia
ene€epyaoia deiypaTtog, uwnAn avaktnon deiypaTog (Tunika navw and 90% apaiol diaAlpartog évapéng) kai
IkavoTnTa 80nAdaciag cupnikvwonc. O Tunikdg Xpovog sneEepyaaiac sival 10 €éwg 20 Aentd. H ndAwaon d1aAuTAg
ouaiag kal n enakoAoudn punavon TnG NERBPAvVNG eAaxioTomnoloUvTal anod Tov KaTakdopu@o oxediaouo, Kal £va
(PUOIKO 0TABEPO OTOMN OTN CUOKEUN QIATPOU anoTpenel TNV nepidivnon €wg Tnv Enpavaon kal duvnTikn anwAeia
deiypaTtog. To oupnUKvwpa CUAAEYETal ano Tn deEapevr) deiyaTog TNG CUCKEUNG QIATPOU XPNOILOMOoIWVTAG
nineTopa, evw To unepdindnua oUAAEYETAl OTO NAPEXOPEVO PUYOKEVTPIKO OwAnvdaplo. H nepidivnon Tng
OUOKEUNG MMNOpPEi va Yivel o oTPOPEa €iTe NEPIOTPEPOEVOU KAdou (yia BEATIOTN anodoan) ite oTabepng ywviag.
O1 ouokeugg Amicon® Ultra-4 10K napExovTal un anooTelpwPEVEG Kal npoopilovTal yia pia Xpron Jovo.

Mpoopidopevn xpnon

Ol OUOKEUEG (PUYOKEVTPIKOV QIATpwV Amicon® Ultra-4 gival avaA®olleg, Hiag xpriong CUOKEUEG QIATpOU
unepdinBnaong yia in vitro diayvwaTikn Xpnon yia Tnv eneepyaaia BIoAoyIKWV dIAAUPATWY OTO €UPOG
oykou 1-4 mL. MpoopilovTal yia XpAon yia Tn cuhnUKvwaon BIOAOYIKWV SEIYHATWY, ONwe opou, oUpwy,
gyKe@alovwTiaiou uypoU Kal AAA®WV CWHATIKOV Uyp®V NpIV ano Tnv in vitro diayvwaoTIKh avaAuon.

H ouokeun npoopileTal yia pia xprnon HOvo Kal npénel va XpnoldonoleiTal anod enayyeAUaTIeG EpyacTnpiou.

Eqappoyeg
e SUMNUKVWON BIOAOYIK®V JEIYUATWV MOU MEPIEXOUV avTiyova, avTiowpara, eviupd, VOUKAEVIKG o&Ea (deiypaTa
DNA/RNA, &iTe poVNG €iTe dINANG £AIKAC), MIKPOOPYAVIOHOUG, ekAoUouaTa OTHANG Kal kekaBapueva deiypaTa

o KaBapon HAKPOMOPIaGKWY MEPWYV MOU AVEUPIOKOVTAl O EKXUAIOMATa I0TOKAAANIEPYEIAG KAl KUTTAPIKA AUpaTa,
aQaipeon €KKIVNTH, CUVOETMV | HOPIAK®V ONUAVOEWV ano &va Peiypa avtidpaong kai npwTeivikr apaipeon npiv
ano 1o HPLC

e AQaAdTtwon, avraAiayr pubuioTikoU diaAUpatog f diadinénon

Mapexopeva UAIKaG w—— Kanak

H ouokeur) Amicon® Ultra-4 10K napéxeral Je €va kandki, Jia OUOKEUN QIATpou
Kal éva owAnvapio pUYOKEVTPNONG.

AnaiToUpevog eE0NAICHOG

o DUYOKEVTPOG HE OTPOPEA EITE NEPICTPEPOUEVOU KAdoU (KATA NpoTipunon) &iTe
oTabepng ywviag pe unodoxEg/gopeic nou pnopolv va dexToUv ocwAnvapia
17 mm x 124 mm 15 mL kwvikoU nuBuéva
MPOZOXH: MNa tnv ano@uyn TnG BAGRNG 0TN CUCKEUN KATAa Tn
(PUYOKEVTPNON, EAEYETE TNV KABapon npiv and Tnv nepidivnaon.

e MinéTopag e puyxog 200 WIKPOAITpwV (ML) yia avakTnon CUPNUKV®OUATOG

KataAAnAoTnTa

SUVIOTOVTAl NPOKATAPKTIKEG MEAETEG aVAKTNONG KAl GUYKPATNONG Yia Tn d1acpAAion TnNG KAataAAnAOTNTAg
yia Tnv npoopilopevn Xpnon. BA. Tnv evotnTa “Tponog nocoTIKOMOINCEWY AVAKTATEWV”.
AnoOnkeuon kai otabepoTnTa

AvaTpEETE OTNV ETIKETA TOU NPOIOVTOG YIa TIG OUVORKEG anobrkeuong kal Tn didpkela {wng og anobrnkeuaon.

‘EKNAuocn npiv ano Tn Xxpnon

O1 pepBpaveg unepdindnong oTiG ouokeuég Amicon® Ultra-4 10K nepi€xouv IXVonoooTNTEG YAUKEPIVNG.

Edv auTo To UAIKO ennpealel TNV avaAuaon, eKNAUVETE TN OUOKEUN ME puBUIoTIKO diaAupa n udwp Milli-Q® npiv
ano Tn xpnon. Eav n napepBoAn cuveyileral, eknAuvete pe 0,1 N NaOH akoAouBoUpevo and deUTepn nepidivnon
puBuioTikoU diaAUpaTog f UdaTog Milli-Q®.

MPOZOXH: Mnv aQnVveTe TN MEPBPAVN OTIC CUOKEUEG PiIATpou Amicon® Ultra va EnpavBei petd and tnv Uypavon
auTnc. Eav dev XpnoILOMOINCETE TN CUOKEUN APECWG HETA TNV EKNAUCH, APROTE TO UYPO OTN HEUPRPAVN £WG OTOU
XpnoigonoinBei n cuokeun.
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G D
TpONOG XPIONG TWV CUCKEUWYV (PUYOKEVTPIKOU (piATpou Amicon® Ultra-4

1. MpoobéaTe €wc kal 4 mL deiypaTog (3,5 mL €av XpnaoidonolsiTe oTpoPEa oTabepng ywviag 23°) oTn GUOKEUN
@iATpou Amicon® Ultra.

2. TonoBeTrOTE PIa NWHATIOPEVN CUCKEUN QIATPOU OTOV OTPOMEA PUYOKEVTPOU (KATA NMPOTIPNGON
nepioTpepopevou kadou). EElcopponnoTe pe Opola ouokeun). Mpiv and Tn xpnon, eAéyETe Tnv kabapon
TNG PUYOKEVTPOU.

3. 'OTav XpnOoIHOMOIEITE £€vaVv OTPOPEU NEPICTPEPOHEVOU KASOU, nepIdIVIOTE TN CUOKEUN OE £WG
4.000 x g yia nepinou 10-20 AenTa.

4, 'OTav XpnoIHONoIEiTE Eévav oTPOPEA OTAOEPNG YWViAG, NpooavaToAioTe Tn CUCKEUN HE TO NAdicio
NG HePPBpAvng va BAEnel Npog Ta Ndvw kai nepidivioTe o€ €wg 7.500 x g yia nepinou 10-20 AenTa.

ZHMEIQZH: AvaTpéEte otnv Eikdva 1 kai Tov Mivaka 1 yia Tunikoug Xpovoug nepidivnong.

5. Tia Tnv avaktnon TnS CUMNUKVWHEVNG SIAAUTAC ouaiag, EI0AYETE £vav MINETOPA OTO KATW PEPOC TNG CUOKEUNG
PIATPOU Kal anocUpeTe To deiypa XPNOIKONOI®VTAG Kia Kivnon capwong anod nAeupd o nAsupd yia Tn
d1ac@alion TNG OAIKAG avakTnong. To unepdinbnua unopei va UAAGCOETAl OTO (PUYOKEVTPIKO OWANVApIOo.

ZHMEIQZH: Na BEATIOTN avakKTNon, a@aipéOTE TO CUMNUKVWHEVO deiyua apéows JETA TN PUYOKEVTPNON.
ZHMEIQZH: To @iATpo unopei va pn Asitoupyei owoTd €av apebei va EnpavOei peta Tnv uypavon.

A@aAarwon i d1iadinénon

AQaAaTwon, avraillayn pudbuioTIKwV dIaAUpAaTwV ) diadindnaon ival onuavTikeG YEBodol yia apaipeon aAdTwv
1 SIaAUT®V o€ dIaAUpaTa nou NepiEXOUV BIOPOPIAKEG ouaieg. H apaipeon aAdTwy n n avtaAiayr pubpIoTIK®V
SIaAUNATWV Pnopouv va eniTeuxBolv oTn cuokeur Amicon® Ultra-4 pe cupnUkvwon Tou deiypaTog, Kal KaToniv
avaoloTaon ToU CUPNUKV®PATOG OToV apXIko OYKo JEiyUaTog He onolovdnnoTe emBuunTd diaAuTn. H diadikaaia
“eknAuong” ynopei va snavaAn@Bsi ¢wg 6Tou PEIWBEl EMApK®E N CUYKEVTPWON TWV HOAUCHATIKOV OIGAUMEVWV
MIKPOUOPIAK®V OUCI®V. ALITE TO NAPAdEIyPa NAPAKATW.

5 MpooBeaTe 3,95 mL U
Mep1dIvAoTE yIa . . NepidiviaTe yia
n oupnrl'JKvmcr] 19 mM NaCl n pU9'|J|0T|Ko @ n %’Upl‘lnl'JKVLL)YOI']
d1aAupa avraAAayng @
> —
4 mL 1 mg/mL 50 pL 80 mg/mL 4 mL 1 mg/mL 50 pL 80 mg/mL
nPwTEivnG Og nPwTeivng oc npwTeivng oc npPwTeivng og
100 mM NacCl 100 mM NacCl 11,1 mM NacCl 11,1 mM NacCl
= ==| 100 mM NaCl = 11,1 mM NaCl
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Anodoon
Eikova 1. Tunikog 0YKoG 3InORHAToG EVavTi XpOvou
PuOuoOG pong nep1divnong
O1 napayovTeg nou ennpealouv Tov pubuod pong nepiAappavouy 40 /@/
OUYKEVTPWON dsiypaTog, OYKo €vapeng, XNHIKN @Uon dIaAuTAG 3,5
ouaciag, OXETIKA PUYOKEVTPIKN dUvaun, ywvia oTpopEa 3.0
(PUYOKEVTPOU, TUMO WePPBpavng kal Bepuokpaaia. H Eikdva 1 kai
o Mivakag 1 pnopoUv va xpnaiponoin8ouyV yia TOV UNOAOYIGHO Tou 25
anaroUPevou Xpdvou yia TNV eniTeuEn dedopévou 6ykou dINBRUATog 2,0 4 TPOGEAS NEPIOTPOPIKOL Ko

/ —8—3TpopEag oTabepng ywviag
1,5 /
1,0

0,5

I GUUNUKVOPATOG. ‘Evag TUnIkog Xpovog nepidivnong yia deiyua

4 mL sival nepinou 10 £€wg 20 AenTd. Eve To peyaAUTEPO PEPOC TOU
deiypartocg dindeital ota npwTta 10 €wg 15 AenTa PUYOKEVTPNONG,

0 XapNnAOTEPOG OYKOG CUMNUKV®NATog (30-75 pl) emituyxaverai
META TNV nepidivnon yia 15 €wg 20 AenTd.

'Oykocg dindrparog (mL)

00 %4r—7—7—F7—+—F+— 77T
0 5 10 15 20

Xpovog nepidivnong (min)
SUVONKeG NePIdivnong: STPOMEAG NEPICTPEPOHEVOU KAdou,
4.000 x g n oTpoeag aTtabepng ywviag, 7.500 x g, Bepuokpaaia
dwpariou, dykog évapéng 4 mL.
XpNOILOMNOIOUKEVOG NPWTEIVIKOG deikTnG: KuTOXpwa ¢, n=6.
Mivakag 1. TunikoG 0YKOG CUHMMUKVMHATOG EVAvTl XPOvou nepidivnong
'OYKOG CUHNUKV®OHAaTog (HL)

naplai)\(l%%‘:]oqq(min) STPOPEAG NEPICTPEPOHEVOU KAdoU 4.000 x g ZTpoEag oTadeprg ywviag 35° 7.500 x g
10 176 97
15 76 54
20 58 35

SuvBnkeg nepidivnong: Ogppokpacia dwuariou, dykog évapéng 4 mL.
XpNOoILONOIOUKEVOC NPWTEIVIKOG deikTNG: KUTOXpwHa ¢, N=6 (P€an TIUn 3 napTidwVv GUOKEUWV).
O1 OKIQOPEVOI OYKOI XpNOIKONoIfBnKav yia Tov unoAoyiopd TNG NPWTEIVIKAG avakTnong atov Mivaka 3.

MP®TEIVIKA CUYKPATNON KAl AVAKTNON CUHNUKVAOHATOG

O1 XpNOIKOMNOIOUUEVEC MEPBPAVEG OTIG CUOKEUEC Amicon® Ultra xapakTnpifovTal anod Wia TR anokKonng HopiakoU
Bapoug (MWCO), dnAadn Tnv 1KavoTNTa TOuG va cuykpatoUv popia navw ano €va KabopioPEVo Popiako BApog.

O1 3IaAUTEG ouaieg PE poplaka Bapn nAnaiov Tng MWCO unopei va ouykpatoUvTal JOVO MEPIKWG. H ouykpaTtnon Tng
HeMBPAvNG EapTATAl anod To PEYEBOG Kal TO OXNKa TwV Hopiwv TNG dIAAUTAG ouadiag. Ma TIG NEPIOCOTEPES EPAPHOYEG,
TO Hoplakd BApog gival pia BoAIKr NAPAPETPOG YIa XPrion OTNV EKTIMNON TwWV XAPAKTNPIOTIKWV CUYKPATNONG.

Ma kaAUTEpa anoTeAEoATA, XPNOIKONOINGTE Wia PePBpavn e pia MWCO TouAdaxioTov dU0 QOPEG HIKPOTEPN ano

TO Hoplakd BAPOG TNG NPWTEIVIKAG dIAAUTHG 0UCIiag MOU OKOMEVUETE VA CUUNUKVWOETE. AvaTpeETe aTov Mivaka 2.

Mivakag 2. Tunikr CUYKPATNON NPWTEIVIKOV SEIKTOV

% ZUuyKpAaTnong o . Xpovog
AcikTnG/ZupuniUkvwon Mopiako Bapog orovl\(’:l?' MepioTpEPOHEVOU z{:qglévlfpangir(]]q nepi1divnong
ne kGdou pPncy S (min)
a-XupoBpuwivoyovo (1 mg/mL) 25.000 10K >95 >95 15
KuTdxpwua c (0,25 mg/mL) 12.400 >95 >95 15
Bitapivn B-12 (0,2 mg/mL) 1.350 <15 <15 15

ZuvOnKeg NepIdivnong: STpoPEag NePIOTPEPOPEVOU Kadou, 4.000 x g n oTpoeag oTabepnq ywviag 35°, 7.500 x g, dykog
€vapéng 4 mL, Beppokpacia dwpaTiou, N=6 (PEan TIKA 3 NAPTIOWYV CUOKEUMV).

O1 napdyovTeg nou npoadiopilouv TNV avaktnon deiypatog nepIAapBavouv Tn eUGON TNG NPWTEIVIKAG SIAAUTAG
ouaiag nou oxeTileTal ge TNV MWCO TnG OUOKEUNG NOoU €NIAEXTNKE, TN CUYKEVTPWON EVAPENG KAl TOV OUVTEAEDTN
oupnukvwong. O Mivakag 3 napéxel TUNIKEG AVAKTAOEIG yia Tn ouokeur) Amicon® Ultra-4 10K.

Mivakag 3. Tunikn avakTnon CUHNUKVOUATOG
‘'OykKoG SuvTeEAEOTAG AvakTnon
CUHMNUKVOHAaToG (ML) oupnUkvewong (X) oupnukveparog (%)
MWCO Xpoévog MepioTpe- 2Ta- MepioTpe- ZTa- MepioTpe- ZTa-

. _negP1divnong @opevou  Osprig POHEVOU  Oepri¢ POMEVOU  OepPRnG
GUCKEUNG " (min) Kadou ywviag Kadou ywviag Kadou ywviag

AgikTnG/Zupniukvwon

Kutoxpwua c
(0,25 mg/mL)
SuVvBnKeg Nepidivnong: STpopEag NePIOTPEPOPEVOU Kadou, 4.000 x g r oTpoeag otabepng ywviag 35°, 7.500 x g, dykog
€vapéng 4 mL, Beppokpacia dwuaTtiou, N=6 (Péon TiUA 3 NapTidwv cuokeuwv). O1 okiaouévol oykol eAngBnoav ano Tov Mivaka 1.

10K 15 76 54 52,3 76,6 97,3 98,5
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MeyioTonoinon ThG avakTnong deiyparog

XapnAr avaktnon deiypddTog 0To CUNNUKVWUA HNOPEi va oPeIAETAl O MPOOPOPNTIKEG ANWAEIEG, UNEPOUUNUKVW®ON
) diodo deiypaTtog HEoW TNG HEMBPAVNG.

o OI NPOOPOPNTIKEG ANWAEIEG EEAPTMVTAI ANO TN CUYKEVTPWAN TNG JIAAUTAC ouadiag, Tnv udpo®oBn euUaon autng, Tn
Beppokpaaia kal Tov Xpovo enagng WE TIG ENIPAVEIEG TNG CUCKEUNG QIATPoU, Tn oUvBeon Tou deiypaTog kal To pH. MNa
TNV €AaxIOTONOINGN TWV ANWAEI®V, APaIPECTE TA CUMNUKVWKUEVA JEiyNATa AUECWG HETA TN PUYOKEVTPIKN nepidivnon.

e Edv n oupnukvwaon deiypatog Evapéng sival uynAn, napakoAoudbnoTte Tn diadikacia puUyoKEVTPNONG Yid TNV
ano@uyn TNG UNEPOUNNUKVWONG Tou deiypuaTog. H unepoupnuUkvwon Wnopei va odnynoel o€ kabignon kai
duvnTikn anwAeia deiypaTog.

e Edav 70 dciypa qaiveral va nepvasl NEOW TNC HEPBPAvNG, EMIAEETE pia ouokeur) Amicon® Ultra-4 xapnAdtepng MWCO.

TpONOG NOCOTIKONOINONG AVAKTHOEWV

YnoAoyioTe TNV OAIKR avakTnon, To N0C00TO TNG AVAKTNONG CUKNUKVMUATOG KAl TO MOC00TO avakTnong
3INBnuaTog Ye Xpnaon TG Nnapakatw pebodou. AuTh n diadikaacia NapeXel GTEVR MPOCEYYION TWV AVAKTHOEWY
yia diaAlpaTa nou €X0UV CUYKEVTPWOEIG £wG nepinou 20 mg/mL.

SHMEIQZH: O1 KaTAAANAEG TEXVIKEC NPOCDIOPICTHOU NEPIAQUBAVOUV (PACKATOPWTOUETPIA anoppoPnang,
padioavooonpoadiopiopo, SeikTn dilaBAaong Kal aywyigoTnTa.
‘Apeon di1adikacia Juyiocparog

H nukvoTNTa TWV NEPICCOTEPWV APAIDV MPWTEIVAOV gival axedov ion PE TNV NUKVOTNTA Tou vepou (dnA. 1 g/mL).
XpnoigonoiwvTag auThyv TRV 1I310TNTA, 01 OYKOI CUMNUKVWUATOG Kal 3IndrAuaTog pnopoUv va nogoTikonoindouv pe
CUyI0N AUTOV KAl HETATPOMNNA TWV HovAadwyv ano ypapudapia o XIAIOGTOAITpA. AUTH N TEXVIKN €ival €ykupn PoOvo yia
S1aAUpATa PE CUYKEVTPWOEIG Nepinou 20 mg/mL i AiydTepo.

e [piv anod Tn xpnon, Quyiote EexwpioTd TNV adeia CUOKEUN QIATPOU, TO PUYOKEVTPIKO OWANVAPIO KAl €va AJEI0
OWANVAPIO YIa TN GUAAOYN CUMMUKVOUATOG.

e [eyioTe TN ouokeun QIATpou pe diaAupa kal enavaluyioTe.
e SUVAPHOAOYNOTE TN CUOKEUN KAl (PUYOKEVTPNOTE CUUPWVA HE TIC 0dnYieC.
o SUAAEETE TO CUMNUKVWHA KE €vav NINETopa Kal SIaVEUETE To 0TO NPOlUYICHEVO CWANVAPIO CUAANOYNC CUMMUKVMOUATOG.
e AQQIPECTE TN GUCKEUN ano To PUYOKEVTPIKO OWANVApPIOo Kal JUYIOTE TO PUYOKEVTPIKO CWANVAPIO KAl
TO OWANVAPIO CUAANOYNG GUHNUKVOUATOG.
e AQQIpECTE TO BAPOG TNG AOEIAG CUOKEUNG/CWANVAPIWY YIa TOV UNOAOYIOHO TwV BapwV Tou UAIKOU &vapénc,
Tou 3INBRAKATOG KAl TOU CUMMNUKV®KUATOG.
e KavTe npoodiopioud Tou UAIKOU €vapéng, Tou dINBrAnaTog Kal ToOu CUPNUKV®UATOG Yia TOV npoadiopiguo TG
OUYKEVTPWONG dIaAUTAG ouaiac.
e YNoAoyioTe TIC avakThoEeIG XpnaolhonolwvTag Ta dedopéva BApoug/OyKou Kal TIG METPNOEITEG OUYKEVTPWOEIC WG €ENG:
W, = 0AIkO BAPOC CUMNUKV®UATOC NPIV anod ToV NpoadiopioHo

% avakTNoN CuPRUKVGUAToC = 100 X % W, = Bapog apyikoU UAIkoU &vapéng
W, x C, W, = Bapog dinbriparog
% avakTtnon dinénuatoc = 100 x Lf & Ec Z gﬂYKE"VTpmon GUHHUISVGJ)EJGTQC'
W, x C, o YKEVTPWON apXIkoU UAIKoU &vapgng

C; = ouykévTpwan dinbruarog
% OAIKR avakTnon = % avakTnon CUKNUKVOMATOG+ % avaktnon dinénuaTog

MpodiaypaEg
M£yI10TOG apXIKOG OYKOG deiyHaTog AlaoTaocsig
ZTpocpégq nsplmpoapmop kadou kal 40 mL SUOKEUN QIATpoOU 0g cwAnvapio (NWUATIOPEVO)
OTPOPEiG 0TaBEPNG Ywviag (45° kal 35°) ' Mrkog: 124 mm AiapeTpog: 17,3 mm
>Tpogéag oTabepng ywviag (23°) 3,5mL SUOKEUT QIATPOU
Tunikog TEAIKOG OYKOG CUMNUKV®MAToG 50-100 pL MAkoc: 73,4 mm AiapeTpoc: 17,2 mm
M£yi0Tn OXETIKN QUYOKEVTPIKA dUvaun YAIK@l KATAOKEUNG
ZTPOPEAG NEPIOTPOPIKOU KaSOU 4.000 x g SUOKEUR PIATPOU ZUMNOAUHEPEG OTUPEVioU/BouTadleviou
>Tpogéag oTabepng ywviag 7.500 x g ) Ultracel® xapnAnc 8Eopeuonc
Evepyo suBadov pePBPAvng 3 cm? Meuppavn avaysvvnuévn KuTTapivn
ZwAnvapio dindrpatog MoAunponuAevio
Kanaki dinénuartog MoAunponuAévio
Enévduaon dinBnuaTtog  MoAuaiBuAévio
DiATpO MWCO 10K
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XnUikn cupBaroTnTa

O1 puyokevTpIkéG NAGkeg Amicon® Ultra npoopilovTal yia Xprnon Ke BioAoyikd uypd kal udaTika diaAupara.
Mpiv anod Tn xpnon, eAéyETe To deiypa yia XNUIKM cudpaTodTNTA PE TN OUOKeUR. MeTaBeite otn dieuBuvon
SigmaAldrich.com/FilterChemicalCompatibility yia nepioodTepeg nAnpopopisg.

MNapayyeAia npoiovrog

MnopeiTe va ayopdacsTe auTd Ta npoiovta diadikTuakd oTov 1oTdTono SigmaAldrich.com.

. Mooor./ . .
Mepiypapn Suokeuaoia Ap1Opog kataAdyou
8 UFC801008D
Amicon® Ultra-4 24 UFC801024D
96 UFC801096D
ZnHeEinon

Mapéxoupe NANPOPOPIEG Kal GUPPBOUAEG OTOUG NEAATEG KA YIA TEXVOAOYIKEG EQPAPHOYEG KAl KAVOVIOTIKA B€uaTa
OTO HEYIOTO TWV YVAOOEWV KAl TWV SUVATOTATWV HAG, aAAd Xwpig unoxpewan f euBuvn. O1 1IoxUoVTEG VOHOI Kal Ol
Kavoviopoi 8a npénel va TnpolvTal g OAEG TIG NEPINTWOEIG and Toug NeAATeS pag. AuTto 1oxUel eniong 6cov agopa
onoladnnoTe dIKaIwPaATa TWV TPITwV. O NTANPoPOpieC Kal oI GUPPBOUAEG pag dev anaAAdooouV TOUG NEAATEG KA
ano Tnv euBUVN TOUG yia ToV EAEYX0 TNG KATAAANAOTNTAG TwV NPOIOVTWV KA YIa TOV NPOBAEMNOUEVO OKOMO.

ZuAAoyn kai d1a0son

'OAa Ta deiypaTta npénel va gépouv oa®n onpavon. Fia Tn Afjyn Kai Tnv npoeToipaacia Twv delyHaTwy npénel
va xpnoigonoloUvTal KataAAnAa opyava.

SHMEIQZH: AkoAouBnoTe TIG MPOoPUAGEEIC yia Tn d1aBsan TwV €1dWV NMou £XOUV HOAUVOEI pe duvnTIKA HOAUCHATIKO
1 €nikivOuvo BIOAOYIKO UAIKO GUHPWVA KE OAOUC Toug 10XU0VTEG JIEBVEIG, KpaTIKOUG Kal TOMIKOUG KAvOVIOHOUG.

Texvikn unooTnpign

MMOPEITE Va ENIOKEPTEITE TN 0€Aida TEXVIKAC UNOCTAPIENG oTOoV SIKTUAKO Wag Tomno ato SigmaAldrich.com/techservice.

KaBe coBapod cuuBav nou oxeTileTal JE AUTO TO NPOIOV Ba MPENEl va avaPEPETAl OTOV KATAGKEUAOTH KAl OTIG
apHOdIEG apxEG Tou KPATOUG 6rnou BpiokeTal n €dpa Tou XpnaoTn.
Tuniki gyyunon

H 1oxUouca syylnon yia Ta npoiovTa nou avaypdgovTtdl o€ auTtn Tn dnuoaicuon aveupiokeral atn dielBuvaon
SigmaAldrich.com/terms.

IoTOpPIKO AVABEWPROEWV

2021-OKT e IFU PRO5779 Hpep. €kd. OKT. 2021 - AvTikatéotnoe PR05139.

e MpoaTednkav cUpBoAa Odnyiwv Xpnong (IFU), Znuidg cuokeuaaiag
kal Opiou Beppokpaciag.

e MAnpoopieg nepi Xnuikng cupBaTdéTNTAG Kal MapayyeAiag ouvdEBnKav e Tov IGTOTOMO.

e MpoaTednkav nAnpopopicg nepi AiaBeonc kal NMapanovwv.

e MpoaTédbnkav nAnpogopicg YneuBuvou npoownou oto H.B. kal ZupBoiou UKCA.
2024-MAP e AI0pBwon Eikovag 1.

e «YAIKG KATAoKeUNG»: AIOpOwWoN TOU KEIPEVOU YIA TO KANAki dinnuaTtog oc
noAunponuA&vio.

2024-0KT e MpoaoTednkav oTov nivaka Opiopoi oupBoAwv: CH-REP, Eicaywyeag, UDI.

e [pooTednke To oUPPBoOA0 UKCA otn oeAida TiTAou.

2025-JUL e [poaTEBNKE N OAOBeVIKH YAWoOQ.

o AQaipgdnke o nivakag Opiouoi CUPBOAWV.
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Nederlands

Inleiding

Amicon® Ultra-4 10K-centrifugefilterhulpmiddelen bieden snelle ultrafiltratie, met de mogelijkheid voor

hoge concentratiefactoren en eenvoudige concentraatrecovery uit verdunde en complexe monstermatrices.

Het verticale ontwerp en het beschikbare membraanoppervlak bieden snelle monsterverwerking, hoge
monsterrecovery (doorgaans meer dan 90% uit de verdunde startoplossing) en de mogelijkheid voor een
80-voudige concentratie. De typische verwerkingstijd bedraagt 10 tot 20 minuten. Polarisatie van de opgeloste
stof en de daarop volgende vervuiling van het membraan worden geminimaliseerd door het verticale ontwerp, en
een fysieke deadstop in de filterunit voorkomt droogdraaien en mogelijk verlies van het monster. Het concentraat
wordt uit het monsterreservoir van de filterunit gehaald met behulp van een pipet, terwijl het ultrafiltraat wordt
verzameld in de bijgeleverde centrifugebuis. De filters kunnen worden gecentrifugeerd in een centrifuge met
bucket (voor optimale prestatie) of een rotor met vaste hoek. Amicon® Ultra-4 10K-hulpmiddelen worden niet-
steriel geleverd en zijn uitsluitend bedoeld voor eenmalig gebruik.

Beoogd gebruik

Amicon® Ultra-4-centrifugefilterhulpmiddelen voor eenmalig gebruik zijn bestemd voor in vitro diagnostisch
gebruik voor het verwerken van biologische oplossingen met een volume van 1-4 mL. Ze zijn bestemd
voor het concentreren van biologische monsters zoals serum, urine, cerebrospinale vloeistof en andere
lichaamsvloeistoffen, voorafgaand aan in vitro diagnostische analyse. Hulpmiddel voor eenmalig gebruik
door laboratoriumanalist.

Toepassingen

e Concentreren van biologische monsters die antigenen, antilichamen, enzymen, nucleinezuren (DNA/RNA-
monsters, enkel- of dubbelstrengs), micro-organismen, kolom-eluaten en gezuiverde monsters bevatten

e Zuiveren van macromoleculaire componenten in weefselkweekextracten en cellysaten, verwijderen van primer,
linkers of moleculaire labels van een reactiemix en eiwitverwijdering voorafgaand aan HPLC

e Ontzouten, bufferuitwisseling of diafiltratie

Geleverde materialen

Het Amicon® Ultra-4 10K-hulpmiddel wordt geleverd met dop, filter en
centrifugebuis.

Benodigde apparatuur

e Centrifuge met bucket (voorkeur) of rotor met vaste hoek met houders voor
15 mL-buizen van 17 mm x 124 mm met kegelvormige onderzijde

—— Centrifugebuis
LET OP: Om schade aan de unit tijdens het centrifugeren te voorkomen,

controleert u de vrije ruimte voorafgaand aan het centrifugeren.

e Pipet met punt van 200 microliter (ML) voor concentraatrecovery

Geschiktheid

Er worden voorbereidende recovery- en retentiestudies aanbevolen om geschiktheid voor beoogd gebruik te garanderen.
Raadpleeg het hoofdstuk “Kwantificeren van recovery’s”.

Opslag en Stabiliteit

Raadpleeg het productetiket voor opslagomstandigheden en houdbaarheid.

Spoelen voor gebruik

De ultrafiltratiemembranen in Amicon® Ultra-4 10K-hulpmiddelen bevatten sporen van glycerine. Als dit materiaal
de analyse stoort, moet het hulpmiddel voorafgaand aan het gebruik met buffer- of Milli-Q®-water worden
gespoeld. Als de interferentie aanhoudt, spoelt u met 0,1 N NaOH gevolgd door een tweede centrifugestap

met buffer- of Milli-Q®-water.

LET OP: Laat het membraan in Amicon® Ultra-filterhulpmiddelen niet uitdrogen als het nat is. Als u het
hulpmiddel niet onmiddellijk na voorspoelen gebruikt, laat u vioeistof op het membraan totdat het hulpmiddel
wordt gebruikt.
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Aanwijzingen voor gebruik van Amicon® Ultra-4-
centrifugefilterhulpmiddelen

1. Voeg maximaal 4 mL monster toe (3,5 mL bij gebruik van een rotor met vaste hoek van 23°) aan het
Amicon® Ultra-filtratiehulpmiddel.

2. Plaats de afgedekte unit in de centrifugerotor (bij voorkeur bucket); bied tegengewicht met een gelijksoortig
item. Controleer de vrije ruimte in de centrifuge voor gebruik.

3. Wanneer u een bucketrotor gebruikt, centrifugeer dan met maximaal 4000 x g gedurende ongeveer
10-20 minuten.

4. Wanneer u een rotor met vaste hoek gebruikt, plaats het hulpmiddel dan met het membraanpaneel
omhoog en centrifugeer met maximaal 7500 x g gedurende ongeveer 10-20 minuten.
LET OP: Raadpleeg Afbeelding 1 en Tabel 1 voor gebruikelijke centrifugeertijden.

5.

Steek voor recovery van de geconcentreerde opgeloste stof een pipet tot op de bodem van de filterunit en

trek het monster op met een zijdelingse veegbeweging om te zorgen voor volledige recovery. Het ultrafiltraat
kan worden bewaard in de centrifugebuis.

LET OP: Haal het monster er voor optimale recovery onmiddellijk na het centrifugeren uit.
LET OP: Het filter werkt mogelijk niet goed als het na het natmaken uitdroogt.

Ontzouten of diafiltratie

Ontzouten, bufferuitwisseling of diafiltratie zijn belangrijke methoden voor het verwijderen van zouten of
oplosmiddelen in oplossingen die biomoleculen bevatten. De verwijdering van zouten of de uitwisseling
van buffers kan worden uitgevoerd met het Amicon® Ultra-4-hulpmiddel door het monster te concentreren
en vervolgens het concentraat met het gewenste oplosmiddel te reconstitueren tot het oorspronkelijke
monstervolume. Het proces van “uitwassen” kan worden herhaald tot de concentratie van de vervuilende
opgeloste microstof voldoende is verminderd. Zie onderstaand voorbeeld.

Voeg 3,95 mL van U
Centrifugeer om 10 mM NaCl of 5 % Centrifugeer om
te concentreren uitwisselingsbuffer toe A te concentreren
. —
4 mL van 50 pL van 4 mL van 50 pL van
1 mg/mL eiwit 80 mg/mL eiwit 1 mg/mL eiwit

80 mg/mL eiwit

in 100 mM NacCl in 11,1 mM NacCl

in 100 mM NacCl

in 11,1 mM NacCl

|

=

—

=| 11,1 mM NaCl

100 mM NaCl

]
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Prestatie
Stromingssnelheid Afbeelding 1. Typisch filtraatvolume vs. centrifugeertijd
Factoren die de stromingssnelheid beinvlioeden zijn onder 40 /@/
andere monsterconcentratie, startvolume, chemische aard van 3,5
de opgeloste stof, relatieve centrifugeerkracht, hoek van de = 3,0
centrifugerotor, membraantype en temperatuur. Afbeelding 1 =
en Tabel 1 kunnen worden gebruikt om de benodigde tijd in te B’ 2,5
schatten voor het bereiken van een bepaald volume van filtraat of € 20 —+ Bucketrotor
concentraat. Een typische centrifugeertijd voor een monster van S s / —*—Rotor met vaste hoek
4 mL is ongeveer 10 tot 20 minuten. Terwijl het grootste gedeelte ® /
van het monster in de eerste 10 tot 15 minuten centrifugeren E 1,0
wordt gefilterd, wordt het kleinste concentraatvolume (30-75 uL) = o5
bereikt na 15 tot 20 minuten centrifugeren. 0.0
"o s 10 15 20

Centrifugeertijd (min)

Centrifugeervoorwaarden: Bucketrotor, 4000 x g of rotor met
vaste hoek, 7500 x g, kamertemperatuur, startvolume 4 mL.
Gebruikte eiwitmarker: Cytochroom c, n=6.

Tabel 1. Typisch concentraatvolume vs. centrifugeertijd
Concentraatvolume (L)
Centrifugeertijd

h Bucketrotor 4000 x g 35° rotor met vaste hoek 7500 x g
(min)
10 176 97
15 76 54
20 58 35

Centrifugeervoorwaarden: Kamertemperatuur, startvolume 4 mL.
Gebruikte eiwitmarker: cytochroom ¢, n=6 (gemiddelde waarde van 3 hulpmiddelpartijen).
De gearceerde volumes zijn gebruikt voor de berekening van eiwitrecovery in Tabel 3.

Eiwitretentie en concentraatrecovery

De membranen die gebruikt worden in Amicon® Ultra-hulpmiddelen, hebben een bepaalde cut-offwaarde voor het molecuulgewicht
(MWCO), dat wil zeggen een bepaald vermogen om moleculen boven een specifiek molecuulgewicht vast te houden. Opgeloste
stoffen met molecuulgewicht dichtbij de MWCO worden mogelijk slechts gedeeltelijk vastgehouden. Membraanretentie is
afhankelijk van de molecuulgrootte en -vorm van de opgeloste stof. Voor de meeste toepassingen is het molecuulgewicht een
handige parameter bij de bepaling van retentiekenmerken. Gebruik voor de beste resultaten een membraan met een MWCO van
ten minste twee maal kleiner dan het molecuulgewicht van het opgeloste eiwit dat u wilt concentreren. Raadpleeg Tabel 2.

Tabel 2. Typische retentie van eiwitmarkers

Marker/concentratie Molec':uul- MWCO_ van % retentie % retentie vaste Centrifu_geertijd
gewicht unit bucket hoek (min)
a-chymotrypsinogeen (1 mg/mL) 25.000 10K >95 >95 15
Cytochroom c (0,25 mg/mL) 12.400 >95 >95 15
Vitamine B12 (0,2 mg/mL) 1350 <15 <15 15

Centrifugeervoorwaarden: Bucketrotor, 4000 x g, of 35° rotor met vaste hoek, 7500 x g, 4 mL startvolume, kamertemperatuur,
n=6 (gemiddelde waarde van 3 hulpmiddelpartijen).

Factoren die de monsterrecovery bepalen zijn onder andere de aard van het opgeloste eiwit in verhouding tot de
gekozen MWCO-unit, startconcentratie en concentratiefactor. In Tabel 3 worden typische recovery’s vermeld voor
het Amicon® Ultra-4 10K-hulpmiddel.
Tabel 3. Typische concentraatrecovery
Concentraatvolume Concentratiefactor Concentraatrecovery

(uL) (x) (%)
MWCO Centrifu- Met Met Met
Marker/concentratie it geertijd Bucket vaste Bucket vaste Bucket vaste
van uni (min) hoek hoek hoek
Cytochroom ¢ 10K 15 76 54 52,3 76,6 97,3 98,5

(0,25 mg/mL)

Centrifugeervoorwaarden: Bucketrotor, 4000 x g, of 35° rotor met vaste hoek, 7500 x g, 4 mL startvolume, kamertemperatuur,
n=6 (gemiddelde waarde van 3 hulpmiddelpartijen). De gearceerde volumes zijn afkomstig uit Tabel 1.
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Maximaliseren van monsterrecovery

Lage monsterrecovery in het concentraat kan te wijten zijn aan adsorptief verlies, overconcentratie of passeren
van het monster door het membraan.
o Adsorptief verlies hangt af van de concentratie van de opgeloste stof, de hydrofobe aard, temperatuur en
de contactduur met het filter unit opperviak, monstersamenstelling en pH. Om het verlies tot een minimum
te beperken verwijdert u de geconcentreerde monsters onmiddellijk na draaien in de centrifuge.

e Als de aanvangsconcentratie van het monster te hoog is, controleert u het centrifugeerproces om overconcentratie
van het monster te vermijden. Overconcentratie kan leiden tot precipitatie en mogelijk monsterverlies.

¢ Als het monster door het membraan lijkt te gaan, kies dan een Amicon® Ultra-4-hulpmiddel met een lagere MWCO.

Kwantificeren van recovery’s

Bereken de totale recovery, het percentage van de concentraatrecovery en het percentage filtraatrecovery
met behulp van onderstaande methode. De procedure biedt een goede benadering van de recovery’s voor
oplossingen met een concentratie tot ongeveer 20 mg/mL.

LET OP: Geschikte testtechnieken zijn onder meer absorptiespectrofotometrie, radio-immuunassay,
brekingsindex en geleidbaarheid.

Directe weegprocedure

De dichtheid van de meeste verdunde eiwitten is bijna gelijk aan de dichtheid van water (1 g/mL). Met deze

eigenschap kunnen de concentraat- en filtraatvolumes worden gekwantificeerd door ze te wegen en de eenheden

van gram naar millimeter te converteren. Deze techniek geldt alleen voor oplossingen met concentraties van

ongeveer 20 mg/mL of minder.

e Weeg voor gebruik eerst afzonderlijk de lege filterunit, de centrifugebuis en een lege buis voor
concentraatverzameling.

e Vul de filterunit met oplossing en weeg opnieuw.

e Zet de filterunit in elkaar en centrifugeer volgens instructies.

e VVerzamel het concentraat met een pipet en doe het in de vooraf gewogen concentraatverzamelbuis.

e Verwijder de filterunit uit de centrifugebuis en weeg de centrifugebuis en de concentraatverzamelbuis.

e Trek het gewicht van de lege unit/de buizen af om het gewicht van het startmateriaal, het filtraat en het
concentraat te bepalen.

e Analyseer startmateriaal, filtraat en concentraat om de concentratie van de opgeloste stof te bepalen.

e Bereken de recovery met behulp van gewicht/volumegegevens en de gemeten concentraties

als volgt: .
W, = totaalgewicht van concentraat voorafgaand aan analyse

W. x C, W, = gewicht van oorspronkelijk startmateriaal

% concentraatrecovery = 100 x W; = gewicht van filtraat

W, x C,
W, x C; C. = concentratie van concentraat
% filtraatrecovery = 100 X C, = oorspronkelijke concentratie van het startmateriaal
W, x G, C; = concentratie van het filtraat

% totale recovery = % concentraatrecovery + % filtraatrecovery
Specificaties

Maximaal oorspronkelijk Afmetingen

monst lum
onstervolume Filterunit in buis (afgedekt)

Bucketrotor en rotor met vaste hoek

(45° en 35°) 4,0 mL Lengte: 124 mm Diameter: 17,3 mm
Rotor met vaste hoek (23°) 3,5mL Filterunit
Lengte: 73,4 mm Diameter: 17,2 mm

Typisch uiteindelijk concentraatvolume 50-100 pL

Maximale relatieve centrifugale kracht Constructiematerialen

Bucketrotor 4000 x g Filterunit Copolymeer styreen/butadieen
Rotor met vaste hoek 7500 x g Membraan Ultracel® laag-bindende geregenereerde cellulose
Actief membraanoppervlak 3 cm? Filtraatbuis Polypropyleen

Filtraatdop Polypropyleen
Filtraatvoering Polyethyleen
Filter MWCO 10K
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Chemische compatibiliteit

Amicon® Ultra centrifugal-hulpmiddelen zijn bedoeld voor gebruik met biologische vloeistoffen en
waterige oplossingen. Controleer voor gebruik het monster op chemische compatibiliteit met het hulpmiddel.
Ga naar SigmaAldrich.com/FilterChemicalCompatibility voor meer informatie.

Bestellen product

Koop producten online via SigmaAldrich.com.

Beschrijving Hoev./pk Catalogusnummer
8 UFC801008D
Amicon® Ultra-4 24 UFC801024D
96 UFC801096D
Kennisgeving

Wij bieden naar ons beste weten en vermogen informatie en advies aan onze klanten over
applicatietechnologieén en bepalingen, echter zonder enige verplichting of aansprakelijkheid. Bestaande wet-
en regelgeving dient in alle gevallen door onze klanten te worden nageleefd. Dit is tevens van toepassing wat
betreft eventuele rechten van derde partijen. Onze informatie en adviezen ontheffen klanten niet van hun eigen
verantwoordelijkheid om de geschiktheid van onze producten voor het beoogde doel te controleren.

Inzameling en afvoer

Alle monsters moeten duidelijk worden geétiketteerd. Voor het verkrijgen en prepareren van monsters dienen
daarvoor geschikte instrumenten worden gebruikt.

LET OP: Volg de aanwijzingen voor het afvoeren van items die verontreinigd zijn met mogelijk infectieuze of
gevaarlijke biologisch materiaal volgens alle toepasselijke internationale, federale, provinciale en plaatselijke
regelgeving.

Technische assistentie

Bezoek de techservicepagina op onze website op SigmaAldrich.com/techservice.

Elk ernstig incident met dit hulpmiddel dient gemeld te worden aan de fabrikant en de bevoegde instantie van
het land waar de gebruiker is gevestigd.

Standaardgarantie

De toepasselijke garantie voor de producten die in deze publicatie worden genoemd vindt u op
SigmaAldrich.com/terms.

Herzieningsgeschiedenis

OKT 2021 e IFU PR05779 Datum uitgifte OKT 2021 - Vervangt PR05139.
e IFU-, verpakkingsschade- en temperatuurlimietsymbolen toegevoegd.

e Chemische compatibiliteit en bestelinformatie gekoppeld aan website.

e Informatie over afvoer en klachten toegevoegd.

e Verantwoordelijk persoon VK en UKCA-symboolinformatie toegevoegd.
MRT 2024 e Afbeelding 1 gecorrigeerd.

e 'Constructiematerialen': filtraatdop gecorrigeerd naar polypropyleen.

OKT 2024 e Toegevoegd aan tabel met definities van symbolen: CH-REP, Importeur, UDI.
e UKCA-symbool toegevoegd op titelpagina.

JUL 2025 e Sloveense taal toegevoegd.

e Tabel met definities van symbolen verwijderd.
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(N
Dansk

Introduktion

Amicon® Ultra-4 10K centrifugalfilteranordninger giver hurtig ultrafiltrering med mulighed for hgje
koncentrationsfaktorer og nem koncentratgenfinding fra fortyndede og komplekse prgvematricer. Det vertikale
design og det tilgeengelige membranoverfladeareal giver hurtig prgvebehandling, hgj prgvegenfinding (typisk
over 90 % af den fortyndede startoplgsning) samt mulighed for 80 ganges koncentration. Den typiske
behandlingstid er 10 til 20 minutter. Polarisering af oplgst stof og efterfglgende tilsmudsning af membranen
minimeres af det vertikale design, og et fysisk fast stop i filteret forhindrer centrifugering til tgrhed og potentielt
prgvetab. Koncentratet opsamles fra filteranordningens prgvereservoir ved brug af en pipette, mens ultrafiltratet
opsamles i det leverede centrifugergr. Anordningen kan centrifugeres i en udsvingsrotor (giver optimal ydelse)
eller en vinkelrotor. Amicon® Ultra-4 10K anordninger leveres ikke-sterile og er kun beregnede til engangsbrug.

Tilsigtet brug

Amicon® Ultra-4 centrifugalfilteranordninger er ultrafiltreringsanordninger til engangsbrug, som er beregnede
til in vitro-diagnostik til behandling af biologiske oplgsninger i volumenintervallet 1-4 mL. De er beregnede
til at koncentrere biologiske prgver sdsom serum, urin, cerebrospinalvaeske og andre legemsvaesker inden

in vitro-diagnostisk analyse. Udstyr til engangsbrug, som er beregnet til at blive anvendt af faguddannet
laboratoriepersonale.

Anvendelser

e Koncentrering af biologiske prgver, som indeholder antigener, antistoffer, enzymer, nukleinsyrer (DNA/RNA-
prgver, enten enkelt- eller dobbeltstrengede), mikroorganismer, sgjleeluater og oprensede prgver

e Rensning af makromolekylaere komponenter fundet i vaevskulturekstrakter og cellelysater, fijernelse af primer,
linkere eller molekylmeaerkninger fra en reaktionsblanding samt proteinfjernelse inden HPLC

e Afsaltning, bufferudveksling eller diafiltrering

Medfglgende materialer w—— Heette

Amicon® Ultra-4 10K anordningen leveres med en heette, en filteranordning og

et centrifugergr. Filteranordning

P3kraevet udstyr

e Centrifuge med udsvingsrotor (foretreekkes) eller vinkelrotor med brgnde/
holdere med kapacitet til 15 mL-rgr pa 17 mm x 124 mm med konisk bund

L . . . o —— Centrifugergr
FORSIGTIG: Kontrollér frirum inden centrifugering for at undga

beskadigelse af anordningen under centrifugering.

e Pipette med spids p& 200 mikroliter (uL) til koncentratgenfinding

Egnethed

Det foresl3s at udfgre preeliminaere genfindings- og retentionsundersggelser for
at sikre egnetheden til den tilsigtede anvendelse.
Se afsnittet “"Kvantitetsbestemmelse af genfindinger”.

Opbevaring og stabilitet

Se produktmeaerkningen for oplysninger om opbevaringsbetingelser og holdbarhed.

Skylning inden brug

Ultrafiltreringsmembranerne i Amicon® Ultra-4 10K anordningerne indeholder spor af glycerin. Hvis dette
materiale fordrsager interferens i forbindelse med analysen, skal anordningen skylles med buffer eller Milli-Q®
vand fgr brug. Hvis interferensen varer ved, skal anordningen skylles med 0,1 N NaOH efterfulgt af endnu en
centrifugering med buffer eller Milli-Q® vand.

FORSIGTIG: Membranen i Amicon® Ultra-filteranordningerne ma ikke tgrre ud, efter den er blevet vaedet.
Hvis anordningen ikke anvendes umiddelbart efter skylning, skal der blive vaeske tilbage p& membranen, indtil
anordningen skal anvendes.
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S3adan anvendes Amicon® Ultra-4 centrifugalfilteranordninger

1. Tilszet op til 4 mL prgve (3,5 mL ved brug af en vinkelrotor p& 23°) til Amicon® Ultra-filteranordningen.

2. Szt haetten pa filteranordningen og anbring den i centrifugerotoren (udsvingsrotor foretraekkes). Dan
modvaegt med en tilsvarende anordning. Kontrollér frirummet i centrifugen fer brug.

3. Ved anvendelse af en udsvingsrotor centrifugeres anordningen ved maksimalt 4.000 x g i
ca. 10-20 minutter.

4. Ved anvendelse af en vinkelrotor vendes anordningen med membranpanelet opad og centrifugeres ved
maksimalt 7.500 x g i ca. 10-20 minutter.
BEMZAERK: Se figur 1 og tabel 1 vedrgrende typiske centrifugeringstider.

5.

For at genfinde koncentreret oplgst stof skal man indsaette en pipette i bunden af filteranordningen og

udtreekke prgven ved brug af en fejende bevaegelse fra side til side for at sikre fuldstaendig genfinding.
Ultrafiltratet kan opbevares i centrifugergret.

BEMZ/ERK: For at opna optimal genfinding skal koncentreret prove fjernes umiddelbart efter centrifugering.

BEMZAERK: Filteret fungerer muligvis ikke efter hensigten, hvis det tgrrer ud, efter det er blevet vaedet.

Afsaltning eller diafiltrering

Afsaltning, bufferudveksling eller diafiltrering er vigtige metoder til fjernelse af salte eller oplgsningsmidler
i oplgsninger, der indeholder biomolekyler. Fjernelse af salte eller udveksling af buffere kan udfgres i
Amicon® Ultra-4 anordningen ved at koncentrere prgven og derefter rekonstituere koncentratet til den
oprindelige prgvevolumen med det gnskede oplgsningsmiddel. “Udvaskningsprocessen” kan gentages, indtil
koncentrationen af de kontaminerende mikropartikler er tilstraekkeligt reduceret. Se eksemplet nedenfor.

Tilsaet 3,95 mL af U
Centrifuger for 10 mM Nacl eller 5 Centrifuger for
at koncentrere udvekslingsbuffer A at koncentrere
> —
4 mL af 50 pL af 4 mL af 50 pL af
1 mg/mL 80 mg/mL 1 mg/mL 80 mg/mL
protein i protein i protein i protein i
100 mM NacCl 100 mM NacCl 11,1 mM NaCl 11,1 mM NaCl
= 100 mM NaCl = =| 11,1 mM NaCl
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Ydelse
Flowhastighed Figur 1. Typisk filtratvolumen vs. centrifugeringstid
Faktorer, som pavirker flowhastigheden, omfatter 40 /@/
prgvekoncentration, startvolumen, det oplgste stofs kemiske 3,5
egenskaber, den relative centrifugalkraft, centrifugerotorens T30
vinkel, membrantype og temperatur. Figur 1 og tabel 1 kan é '
benyttes til at ansla den tid, som er pakraevet for at opna en given < 25 )
maengde filtrat eller koncentrat. Den typiske centrifugeringstid € 2,0 +U.dsvmgsr0tor
for en prgve pa 4 mL er ca. 10 til 20 minutter. Mens det 2 s / —#=Vinkelrotor
meste af prgven filtreres i Igbet af de fgrste 10 til 15 minutter % ' /
af centrifugeringen, opnas den laveste koncentratvolumen 5 10
(30-75 plL) efter centrifugering i 15 til 20 minutter. T os
0,0 é————+——————

0 5 10 15 20
Centrifugeringstid (min.)
Centrifugeringsbetingelser: Udsvingsrotor, 4.000 x g, eller
vinkelrotor, 7.500 x g, rumtemperatur, 4 mL startvolumen.
Anvendt proteinmarkgr: Cytochrom c, n=6.
Tabel 1. Typisk koncentratvolumen vs. centrifugeringstid

Koncentratvolumen (pL)

Centrifugeringstid (min.) Udsvingsrotor 4.000 x g 35° vinkelrotor 7.500 x g
10 176 97
15 76 54
20 58 35

Centrifugeringsbetingelser: Rumtemperatur, 4 mL startvolumen.
Anvendt proteinmarkgr: Cytochrom c, n=6 (middelveerdi for 3 apparatpartier).
Grétonede volumener blev anvendt til beregningen af proteingenfinding i tabel 3.

Proteinretention og koncentratgenfinding

De membraner, der anvendes i Amicon® Ultra-anordninger er kendetegnede ved en afskaringsvaerdi for
molekylvaegten (MWCO) - hvilket vil sige deres evne til at tilbageholde molekyler over en bestemt molekylvaegt.
Oplgste stoffer med en molekylvaegt taet p& MWCO tilbageholdes muligvis kun delvist. Membranretentionen
afhaenger af det oplgste stofs molekylstgrrelse og -form. Molekylvaegt er ved de fleste anvendelser en egnet
parameter til brug ved vurdering af retentionskarakteristika. For at opnd de bedste resultater skal der bruges en
membran med en MWCO, der er mindst to gange mindre end molekylvaegten for det oplgste proteinstof, som
skal koncentreres. Se tabel 2.

Tabel 2. Typisk retention af proteinmarkgrer

Markgr/Koncentration Molekylvaegt Ano;ddvls?gens ::s;ei::j::ioot:’r oei.:it;:ﬂg:' Centriz:?iﬁti)ngstid
a-Chymotrypsinogen (1 mg/mL) 25.000 10K >95 >95 15
Cytochrom c (0,25 mg/mL) 12.400 >95 >95 15
Vitamin B-12 (0,2 mg/mL) 1.350 <15 <15 15

Centrifugeringsbetingelser: Udsvingsrotor, 4.000 x g, eller 35° vinkelrotor, 7.500 x g, 4 mL startvolumen, rumtemperatur, n=6
(middelveerdi for 3 apparatpartier).

Faktorer, som er afggrende for prgvegenfinding, omfatter det oplgste proteinstofs egenskaber i forhold til den
valgte anordnings MWCO, startkoncentration samt koncentrationsfaktor. Tabel 3 viser typiske genfindinger for
Amicon® Ultra-4 10K anordningen.

Tabel 3. Typisk koncentratgenfinding

Koncentratvolumen (pL) Koncentrationsfaktor (x) Koncentratgenfinding (%)

Markegr/ Anordningens Centrifugeringstid

Koncentration MWCO (min.) Udsvingsrotor Vinkelrotor Udsvingsrotor Vinkelrotor Udsvingsrotor Vinkelrotor

Cytochrom c
(0,25 mg/mL)

Centrifugeringsbetingelser: Udsvingsrotor, 4.000 x g, eller 35° vinkelrotor, 7.500 x g, 4 mL startvolumen, rumtemperatur,
n=6 (middelvaerdi for 3 apparatpartier). De gratonede volumener blev taget fra tabel 1.

10K 15 76 54 52,3 76,6 97,3 98,5
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Maksimering af prgvegenfinding

Lav prgvegenfinding i koncentratet kan skyldes adsorptionstab, overkoncentrering eller passage af prgve
gennem membranen.

e Adsorptionstab afhaenger af det oplgste stofs koncentration, dets hydrofobe egenskaber, temperatur og
kontakttid med filteranordningens overflader, prgvesammensatning og pH. For at minimere tab skal
koncentrerede prgver fjernes umiddelbart efter centrifugering.

¢ Hvis prevens startkoncentration er hgj, skal centrifugeringsprocessen overvages for at undga
overkoncentrering af prgven. Overkoncentrering kan medfgre bundfeeldning og potentielt prgvetab.

e Hvis det lader til, at prgven passerer igennem membranen, skal der veelges en Amicon® Ultra-4 med en
lavere MWCO.

Kvantitetsbestemmelse af genfindinger

Beregn samlet genfinding, procentvis koncentratgenfinding og procentuvis filtratgenfinding ved brug af
nedenstdende metode. Proceduren giver en teet tilneermelse af genfindinger for oplgsninger med koncentrationer
pd op til ca. 20 mg/mL.

BEMZAERK: Egnede analyseringsteknikker omfatter absorptionsspektrofotometri, radioimmunanalyse,
brydningsindeks og konduktivitet.
Direkte vejningsprocedure

Massefylden for de fleste fortyndede proteiner er naesten lig med massefylden for vand (dvs. 1 g/mL). Ved
at benytte denne egenskab kan koncentrat- og filtratvolumener kvantitetsbestemmes ved at veje dem

og konvertere enhederne fra gram til milliliter. Denne teknik er udelukkende gyldig for oplgsninger med
koncentrationer pd ca. 20 mg/mL eller derunder.

e Inden brug vejes den tomme filteranordning, centrifugergret og et tomt rgr til koncentratopsamling separat.
e Fyld filteranordningen med oplgsning og vej igen.

e Saml anordningen, og centrifugér i henhold til anvisningerne.

e Opsaml| koncentratet med en pipette, og dispenser det til et forhandsvejet koncentratopsamlingsrer.

e Fjern anordningen fra centrifugergret, og vej centrifugergret og koncentratopsamlingsrgret.

e Fratreek vaegten af de(n) tomme anordning/rgr for at beregne vaegten af startmateriale, filtrat og koncentrat.
e Analysér startmaterialet, filtratet og koncentratet for at bestemme koncentrationen af oplgst stof.

¢ Beregn genfindinger ved brug af vaegt-/volumendata og de mélte koncentrationer som fglger:

% koncentratgenfinding = 100 x & W, = samlet veegt af koncentratet fgr analysen
W, x G, W, = vaegten af det oprindelige startmateriale
W, x C; W; = filtratets veegt
% filtratgenfinding = 100 x m C. = koncentratkoncentration

C, = koncentrationen af det oprindelige startmateriale
% samlet genfinding = % koncentratgenfinding + % filtratgenfinding  C: = filtratkoncentration

Specifikationer
Maksimal indledende prgvevolumen Dimensioner
Udsvingsrotor og vinkelrotor (45° og 35°) 4,0 mL Filteranordning i rgr (med heette pasat)
Vinkelrotor (23°) 3,5mL Lengde: 124 mm Diameter: 17,3 mm
Typisk endelig koncentratvolumen 50-100 pL Filteranordning
Maksimal relativ centrifugalkraft Lengde: 73,4 mm Diameter: 17,2 mm
Udsvingsrotor 4.000 x g Fremstillingsmaterialer
Vinkelrotor 7.500 x g Filteranordning  Styren/butadien-copolymer
Aktivt membranareal 3 cm? Membran UItrag:eI? regenereret cellulose med
lav binding
Filtratrgr Polypropylen
Filtrathzette Polypropylen
Filtratindsats Polyethylen
Filter MWCO 10K
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Kemisk kompatibilitet

Amicon® Ultra-centrifugeringsanordninger er beregnede til at blive anvendt med biologiske vaesker og vandige
oplgsninger. Inden brug skal det kontrolleres, at prgven er kemisk kompatibel med anordningen. G3 til
SigmaAldrich.com/FilterChemicalCompatibility for naermere.

Produktbestilling

Produkter kan bestilles pd internettet pa SigmaAldrich.com.

Beskrivelse Antal/pakke Katalognummer
8 UFC801008D
Amicon® Ultra-4 24 UFC801024D
96 UFC801096D
Bemaeerkning

Vi informerer og radgiver vores kunder om applikationsteknologi og juridiske forhold efter bedste viden og evne,
men uden forpligtelse eller ansvar. Vores kunder skal under alle omstaendigheder overholde de gaeldende love
0g bestemmelser. Dette gaelder ogsd med henblik pd eventuelle tredjeparter. Oplysninger og rddgivning fra os
fratager ikke kunderne deres ansvar for at kontrollere, at vores produkter egner sig til det tilsigtede formal.

Prgveudtagning og bortskaffelse

Alle prgver skal forsynes med tydelige etiketter. Der skal anvendes egnede instrumenter til udtagning og
klarggring af prgverne.

BEMZAERK: Fglg forholdsreglerne for bortskaffelse af genstande, der er forurenede med potentielt smittefarlige
eller farlige biologiske materialer i henhold til alle gaeldende internationale, nationale og lokale bestemmelser.

Teknisk assistance

Tag et kig pd siden med teknisk service pd vores websted pd adressen SigmaAldrich.com/techservice.

Alle alvorlige haendelser med tilknytning til denne anordning skal indberettes til producenten og den kompetente
myndighed i det land, hvor brugeren er registreret.

Standardgaranti

Den geeldende garanti for de produkter, der er anfgrt i dette dokument, kan findes pa adressen
SigmaAldrich.com/terms.

Revisionshistorik

2021-OKT e Brugsanvisning PR05779 udgivelsesdato OKT 2021 - Erstattede PR05139.
e Symboler for brugsanvisning, beskadiget emballage og tilladt temperatur tilfgjet.

e Oplysninger om kemisk kompatibilitet og bestilling tilknyttet til hjemmesiden.
e Oplysninger om bortskaffelse og klager tilfgjet.
e Oplysninger om den ansvarlige i Storbritannien og UKCA-symbolet tilfgjet.

2024-MAR e Figur 1 korrigeret.

¢ "Fremstillingsmaterialer": Filtrathaette, korrigeret tekst til polypropylen.
2024-0OKT o Tilfgjet til tabellen Symboldefinitioner: CH-REP, Importgr, UDI.

e Tilfojede UKCA-symbol pa titelsiden.
2025-JUL ¢ Tilfgjet slovensk.

e Fjernet tabellen Symboldefinitioner.
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Svenska

Introduktion

Amicon® Ultra-4 10K-centrifugfilterenheter ger snabb ultrafiltrering med kapacitet fér héga
koncentrationsfaktorer och enkelt koncentratutbyte fran spadda och komplexa provmatriser. Den lodréta
utformningen och tillgédnglig membranytarea ger snabb provbehandling, hdgt provutbyte (vanligtvis hogre an
90 % av den spadda startlésningen) och kapacitet for 80-faldig koncentration. Typisk bearbetningstid ar 10 till
20 minuter. Polarisering av l6sta amnen och efterfdljande blockering av membranet minimeras genom den
lodrata utformningen och ett fysiskt stopp i filterenheten forhindrar for 1ang centrifugeringstid, uttorkning och
mojlig provfériust. Koncentratet samlas in fran filterenhetens provkarl med anvandning av en pipett medan
ultrafiltratet samlas in i det medfdljande centrifugroret. Enheten kan centrifugeras i en "swinging bucket"-rotor
(fér optimal prestanda) eller i en rotor med fast vinkel. Amicon® Ultra-4 10K-enheterna levereras icke-sterila
och &r endast avsedda fér engdngsbruk.

Avsedd anvandning

Amicon® Ultra-4-centrifugfilterenheter ar ultrafiltreringsfilterenheter avsedda for engéngsbruk och for in vitro-
diagnostisk anvandning for bearbetning av biologiska Iésningar med en volym pd 1 till 4 mL. De &r avsedda fér
att koncentrera biologiska prover sdsom serum, urin, cerebrospinalvatska och andra kroppsvétskor fére in vitro-
diagnostisk analys. Enheten &r avsedd fér engangsbruk och fér anvéndning av laboratoriepersonal.

Anvandningsomraden

¢ Koncentrering av biologiska prover inneh3llande antigener, antikroppar, enzymer, nukleinsyror (DNA-/RNA-
prover, antingen med enkel eller dubbel strang), mikroorganismer, kolonneluat och renade prover.

e Rening av makromolekylara komponenter i vavnadsodlingsextrakt och cellysat, avlagsnande av primer,
ldnkande enheter eller molekylmarkdrer fran en reaktionsblandning och avldgsnande av protein fére
hogupplosande vatskekromatografi.

e Avsaltning, buffertutbyte eller diafiltrering.

Tillhandahdllet materiel

Amicon® Ultra-4 10K-enheten levereras med ett lock, en filterenhet och
ett centrifugror.

Nodvandig utrustning

e Centrifug med "swinging bucket"-rotor (helst) eller en rotor med fast
vinkel med brunnar/h&llare som rymmer 17 mm x 124 mm 15 mL ror
med konisk botten.

FORSIKTIGHET: Kontrollera for lamplig frigéng innan du centrifugerar
for att undvika skada p8 enheten under centrifugering.

¢ Pipett med spets p8 200 mikroliter (uL) fér insamling av koncentrat.

Lamplighet

Preliminara utbytes- och retentionsstudier rekommenderas for att sakerstalla I1dmpligheten fér den avsedda anvandningen.
Se avsnittet "Hur utbytet kvantifieras".

Forvaring och stabilitet

Se produktmarkningen for f('jrvaringsférhgllanden och hallbarhet.

Forskoljning

Ultrafiltreringsmembranen i Amicon® Ultra-4 10K-enheterna innehdller sparmangder av glycerin. Skélj enheten
med buffert eller Milli-Q®-vatten fore anvandning om detta material interfererar med analysen. Skolj med 0,1 N
NaOH om interferensen fortsatter och centrifugera sedan en andra gadng med buffert eller Milli-Q®-vatten.

FORSIKTIGHET: L3t inte membranet i Amicon®-ultrafilterenheterna torka ut efter att det har vétts. Om du inte
tanker anvanda enheten direkt efter skdljningen, lamna viatska pd membranet tills enheten ska anvandas.
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Hur Amicon® Ultra-4-centrifugfilterenheter ska anvandas

1. Tillsatt upp till 4 mL prov (3,5 mL om du anvander en rotor med fast vinkel pé 23°) till Amicon®-
ultrafilterenheten.

2. Placera filterenheten med lock i centrifugrotorn (helst "swinging bucket") och anvand en liknande enhet som
motvikt. Kontrollera centrifugen for lamplig frigdng innan den anvénds.

3. Centrifugera enheten vid maximalt 4 000 x g i cirka 10-20 minuter vid anvandning av en
"swinging bucket"-rotor.

4. Placera enheten med membransidan riktad uppat och centrifugera vid maximalt 7 500 x g i cirka
10-20 minuter vid anvandning av en rotor med fast vinkel.
OBS: Se figur 1 och tabell 1 for typiska centrifugeringstider.

5.

For in en pipett i botten av filterenheten for att samla in det koncentrerade 16sta amnet och avlagsna provet
genom en svepande rorelse fran sida till sida for att sakerstélla ett fullstandigt utbyte. Ultrafiltratet kan

forvaras i centrifugroret.
OBS: Avlagsna det koncentrerade provet omedelbart efter centrifugering for optimalt utbyte.

OBS: Filtret kanske inte fungerar som det ska om det torkar ut fére vatningen.

Avsaltning eller diafiltrering

Avsaltning, buffertutbyte eller diafiltrering ar viktiga metoder for att avldgsna salter eller I6sningsmedel
ilésningar innehallande biomolekyler. Avldgsnande av salter eller buffertutbyte kan utféras i Amicon® Ultra-4-
enheten genom att koncentrera provet och sedan rekonstituera koncentratet till den ursprungliga provvolymen

med Onskat I6sningsmedel. Denna "tvattprocess" kan upprepas tills koncentrationen av det kontaminerande
I&gmolekyldra &mnet har minskats tillrackligt. Se exemplet nedan.

Tillsatt 3,95 mL av U
Centrifugera for 10 mM NacCl eller o % Centrifugera for
att koncentrera utbytesbuffert A att koncentrera
> —
4 mL av " 50 pL av 4 mL av 50 pL av
1 mg/mL protein 80 mg/mL 1 mg/mL 80 mg/mL protein
i 100 mM NacCl protein i 100 mM protein i i11,1 mM NaCl
NaCl 11,1 mM NaCl
==| 100 mM Nacl o= E=

e = | 11,1 mM NacCl
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Prestanda

Flddeshastighet Figur 1. Typisk filtratvolym jamfort med centrifugeringstid
Faktorer som paverkar flddeshastigheten omfattar 40 F’7
provkoncentration, startvolym, det I6sta @mnets kemiska 3,5
egenskaper, relativ centrifugalkraft, centrifugrotorns vinkel, :’g 30
membrantyp och temperatur. Figur 1 och tabell 1 kan anvandas ~
for att uppskatta den tid som kravs for att uppnd en given g 2,5 . "Swinging bucket-rotor
filtrat- eIIeor koncentratvolym. En typisk centrifugeringstid for 2 20 / e Rotor med fast vinkal
ett prov pa 4 mL ar cirka 10 till 20 minuter. Medan den storsta 2
delen av provet filtreras under de forsta 10 till 15 minuterna % ' /
av centrifugeringen, s& uppnas den lagsta koncentratvolymen s L0 /
(30-75 uL) efter centrifugering i 15 till 20 minuter. i 0,5

W0y T s 0 s 20

Centrifugeringstid (min)

Centrifugeringsforhallanden: "Swinging bucket"-rotor, 4 000 x g, eller
rotor med fast vinkel, 7 500 x g, rumstemperatur, 4 mL startvolym.
Anvanda proteinmarkdrer: Cytokrom c, n=6.

Tabell 1. Typisk koncentratvolym jamfort med centrifugeringstid

Koncentratets volym (uL)

Centrifugeringstid (min) "Swinging bucket”-rotor 4 000 x g Rotor med fast vinkel pa 35° 7 500 x g
10 176 97
15 76 54
20 58 35

Centrifugeringsforhdllanden: Rumstemperatur, 4 mL startvolym.
Anvanda proteinmarkorer: Cytokrom ¢, n=6 (medelvarde for 3 enhetssatser).
Skuggade volymer anvandes for berdkning av proteinutbyte i tabell 3.

Proteinretention och koncentratutbyte

Membranen som anvands i Amicon®-ultraenheterna karakteriseras av gransvardet for molekylvikt (MWCO),
d.v.s. deras formaga att halla kvar molekyler éver en specifik molekylvikt. Lésta &mnen med molekylvikter nara
MWCO kan kanske endast delvis hallas kvar. Membranretentionen beror pa det I6sta &mnets molekylstorlek och
-form. For de flesta tillampningar ar molekylvikt en lamplig parameter fér att bedéma retentionsegenskaper.
For basta resultat rekommenderas att man anvander ett membran med ett MWCO som &r minst tvd ganger
lagre an molekylvikten for det l6sta proteindmnet som man avser att koncentrera. Se tabell 2.

Tabell 2. Typisk retention av proteinmarkorer

Markor/koncentration Molekylvikt E';dlﬁt:eg s "sv:/i;;?::n;iuocnk’et" ol;’a;ett:; tli((e,r’ Centrif(t:rgﬁenr)ingstid
a-kymotrypsinogen (1 mg/mL) 25 000 10K >95 >95 15
Cytokrom c (0,25 mg/mL) 12 400 >95 >95 15
Vitamin B12 (0,2 mg/mL) 1 350 <15 <15 15

Centrifugeringsfoérhallanden: "Swinging bucket"-rotor, 4 000 x g, eller rotor med fast vinkel pad 35°, 7 500 x g, 4 mL startvolym,
rumstemperatur, n=6 (medelvarde fér 3 enhetssatser).

Faktorer som bestammer provutbyte omfattar det I6sta proteinamnets egenskaper relativt valt
MWCO for enheten, startkoncentration och koncentrationsfaktor. Tabell 3 anger typiska utbyten
fér Amicon® Ultra-4 10K-enheter.

Tabell 3. Typiskt utbyte i koncentratet

Koncentratets Koncentrationsfaktor Koncentratutbyte

volym (uL) (x) (%)
Centrifu-
" . Enhetens . . "Swinging Fast "Swinging Fast "Swinging Fast
Markor/koncentration MWCO ge{::igns)tld bucket" vinkel bucket" vinkel bucket" vinkel
Cytokrom c 10K 15 76 54 52,3 76,6 97,3 98,5

(0,25 mg/mL)

Centrifugeringsforhallanden: "Swinging bucket"-rotor, 4 000 x g, eller rotor med fast vinkel p& 35°, 7 500 x g, 4 mL startvolym,
rumstemperatur, n=6 (medelvarde for 3 enhetssatser). Skuggade volymer togs fran tabell 1.

PRO5779w  Rev 07/25 49 of 112



Maximera provutbyte

L&gt provutbyte i koncentratet kan bero pa adsorptionsforluster, dverkoncentrering eller transport
av prov genom membranet.

¢ Adsorptionsforluster beror pd det I6sta &mnets koncentration, det I16sta &mnets hydrofoba egenskaper,
temperatur och tid for kontakt med filterenhetens ytor, provsammansattning och pH. Avlagsna de
koncentrerade proverna omedelbart efter centrifugering for att minimera férluster.

e Om koncentrationen av ursprungsprovet ar hog ska man dvervaka centrifugeringen for att undvika
dverkoncentrering av provet. Overkoncentrering kan leda till fallning och eventuellt provfériust.

e Om provet verkar passera genom membranet ska man vélja en Amicon® Ultra-4-enhet med lagre MWCO.

Hur utbytet kvantifieras

Berakna totalt utbyte, procent utbyte i koncentratet och procent utbyte i filtratet genom att anvanda metoden nedan.
Metoden ger en god uppskattning av utbytet i I6sningar som har koncentrationer pd upp till ungefar 20 mg/mL.

OBS: Lampliga analysmetoder ar bl.a. absorptionsspektrofotometri, radioimmunanalys, refraktivt index och
konduktivitet.

Direkt vagningsmetod

Densiteten for de flesta spadda proteinldsningar ar nara identisk med densiteten for vatten (d.v.s. 1 g/mL).
Genom att anvénda denna egenskap kan koncentrat- och filtratvolymerna kvantifieras genom vagning och

genom att byta ut gram mot milliliter. Denna metod géller bara l6sningar med koncentrationer pa ungefar

20 mg/mL eller mindre.

e VVag den tomma filterenheten, centrifugréret och ett tomt provror for insamling av koncentrat separat
fore anvandning.

e Fyll filterenheten med I6sning och vég pé nytt.

e Montera enheten och centrifugera enligt anvisningar.

e Samla in koncentratet med en pipett och dispensera det i det tidigare védgda koncentratinsamlingsroret.
o Avlagsna enheten fran centrifugréret och vag centrifugréret och koncentratinsamlingsroret.

e Subtrahera vikten av den tomma enheten/réren for att berakna vikten av ursprungsmaterialet, filtratet och
koncentratet.

¢ Analysera ursprungsmaterialet, filtratet och koncentratet fér att bestdmma det |6sta @mnets koncentration.
e Berdkna utbytena genom att anvanda uppgifterna om vikt/volym och de uppmatta koncentrationerna enligt foljande:

W. = koncentratets totala vikt fére filtreringen

W, x C ¢ - .
. c c W, = ursprungsmaterialets vikt
0, = o
%o utbyte i koncentratet = 100 xW0 % C, W, = filtratets vikt
W; x C; C. = koncentratets koncentration

% utbyte i filtratet = 100 x C, = ursprungsmaterialets koncentration

W, %
o X Co C; = filtratets koncentration

% totalt utbyte = % utbyte i koncentratet + % utbyte i filtratet

Specifikationer
Maximal initial provvolym Dimensioner
"Swinging bucket”-rotorer och rotorer med 4.0 mL Filterenhet i ror (med lock)
fast vinkel (45¢ och 35°) , Langd: 124 mm Diameter: 17,3 mm
Rotor med fast vinkel (23°) 3,5mL Filterenhet
Typisk slutlig koncentratvolym 50-100 pL Langd: 73,4 mm Diameter: 17,2 mm
Maximal relativ centrifugalkraft Konstruktionsmaterial
"Swinging bucket"-rotor 4000 x g Filterenhet Sampolymer, styren/butadien
Rotor med fast vinkel 7500 xg Membran Ultracel® Iagbindande regenererad cellulosa
Aktiv membranyta 3 cm? Filtratrr Polypropen
Filtratlock Polypropen
Filtratinsats Polyetylen
Filter MWCO 10K

PRO5779w  Rev 07/25 50 of 112



(e —
Kemisk kompatibilitet

Amicon®-ultracentrifugenheter ar avsedda att anvandas for biologiska vatskor och vattenldésningar.
Kontrollera om provet &r kemiskt kompatibelt med enheten fére anvandning. Mer information finns pa
SigmaAldrich.com/FilterChemicalCompatibility.

Produktbestillning
Kop produkterna online pa SigmaAldrich.com.
Beskrivning Antal/forp. Katalognummer
8 UFC801008D
Amicon® Ultra-4 24 UFC801024D
96 UFC801096D
Meddelande

Vi tillhandahaller information och rad till vara kunder om applikationsteknologier och regulatoriska fragor efter
bésta formaga, men utan ansvar och skyldigheter. Befintliga lagar och férordningar ska i samtliga fall iakttas av
vara kunder. Detta galler dven med avseende pd eventuella rattigheter for tredje part. Information och rad fran
oss befriar inte vara kunder fr@n deras eget ansvar att kontrollera vara produkters Iamplighet for det avsedda
andamalet.

Insamling och avfallshantering

Alla prover maste férses med tydlig mérkning. Ldmpliga instrument ska anvandas fér provtagning
och provberedning.

OBS: Folj forsiktighetsatgarderna for kassering av foremal som kontaminerats med potentiellt smittférande
och farliga biologiska amnen enligt alla tilldampliga internationella, federala, statliga och lokala férordningar.

Teknisk hjalp

G& in pd var tekniska servicesida p& SigmaAldrich.com/techservice.

Eventuella allvarliga tillbud med denna enhet ska rapporteras till tillverkaren och behdérig tillsynsmyndighet
i det land dar anvandaren ar etablerad.

Standardgaranti

Den giltiga garantin for produkterna i denna publikation finns pd SigmaAldrich.com/terms.

Revisionshistorik

2021-OKT e IFU PR0O5779 utfardandedatum OKT 2021 - ersatte PR05139.
e Tillagg av symboler for bruksanvisning, forpackningsskada och temperaturgrans.

e Information om kemisk kompatibilitet och bestallningar lankad till webbplatsen.
e Tillagg av information om avfallshantering och klagomal
e Tillagg av information om ansvarig person i Storbritannien och UKCA-symbol

2024-MAR e Figur 1 korrigerad
e "Konstruktionsmaterial”: Filtratlock, text korrigerades till polypropen
2024-0OKT e Lades till i tabellen med symbolférklaringar: CH-REP, Importér, UDI

e Lade till UKCA-symbolen p3 titelsidan
2025-JUL e Slovenska lades till som sprak.

e Tabellen Symbolférklaringar togs bort.
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Latviski

Ievads

Amicon® Ultra-4 10K centriftigas filtra ierices nodrosina atru ultrafiltréSanu ar iesp&ju panakt augstus
koncentracijas faktorus un vieglu koncentrata uztvérumu no atSkaiditdm un sarezgitam paraugu matricam.
Vertikala konstrukcija un membranas virsmas laukums nodrosina atru parauga apstradi, augstu parauga
uztvérumu (parasti augstaku par 90% sakuma atskaidita skiduma) un 80-kartigu koncentraciju. Standarta
apstrades laiks ir 10—20 mintes. Vertikala konstrukcija samazina izSkidusas vielas polarizacijas risku un
sekojoSo membranas sabojasanos, bet fizikalais atduris filtra iericé novérs koncentrésanos lidz sausumam
un parauga zaudésanu. Koncentratu savac no filtra ierices parauga rezervuara ar pipetoru, bet ultrafiltratu
savac komplekta ieklautaja centrifigas mégené. Ierici var centrifugét piekares (efektivai veiktspé&jai) vai
lenka centrifiigas rotoros. Amicon® Ultra-4 10K ierices tiek piegadatas nesterilas un ir paredzétas tikai
vienreizé&jai lietosanai.

Paredzetais lietojums

Amicon® Ultra-4 centrifiigas filtra ierices ir vienreizlietojamas ultrafiltréSanas filtra ierices in vitro diagnostikas
noliikiem 1—4 mL tilpuma diapazona biologisko Skidumu apstradei. Tas paredzéts izmantot, lai pirms in vitro
diagnostiskas analizes veikSanas koncentrétu biologiskos paraugus, pieméram, serumu, urinu, cerebrospinalo
Skidrumu un citus kermena skidrumus. Ierice ir paredzéta vienreizgjai lietosanai, un ta jaizmanto laboratorijas
profesionaliem.

Izmantojums

e Biologisko paraugu, kas ieklauj antigénus, antivielas, enzimus, nukleinskabes (DNS/RNS paraugus gan
vienkarsi, gan divkarsi savitus), mikroorganismus, kolonnas eluatus un attiritus paraugus, koncentrésana.

e Audu kultlras ekstraktors un siinu lizatos esoSo makromolekularo komponentu attiriSana, praimera, saistitdja
vai molekularo identifikatoru aizvaksana no reakcijas maisijuma un proteinu aizvaksana pirms HPLC.

e AtsaloSana, bufera skiduma maina vai diafiltracija.

Komplekta ieklautie piederumi wm—— Vacing

Amicon® Ultra-4 10K ierice tiek piegadata kopa ar vacinu, filtra ierici un

centrifligas mégeni. Filtra ierice

NepiecieSamais aprikojums

e Centrifuga ar piekares (ieteicams) vai lenka rotoru ar bedritém/ligzdam,
kas ir piemérotas 17 mm X 124 mm 15 mL koniskas apaksas mégeném.

- ) . o - ) —— Centrifligas mégene
UZMANIBU! Lai centrifugésanas laika ierici nesabojatu, pirms

centrifugéSanas parbaudiet, vai ir ievérota centrifugésanai
nepiecieSama atstarpe.

e Pipetors ar 200 mikrolitru (L) galu koncentrata uztvérumam.

Piemerotiba

Lai nodrosinatu piemérotibu paredzétajai izmantosanai, ieteicams veikt sakotné&jas uztversanas un aiztures pétijumus.
Skatiet sadalu “Uztverta daudzuma kvantifikacijas norades”.

Uzglabasana un stabilitate

Uzglabasanas apstaklus un glabasanas laiku skatiet izstradajuma mark&juma.

Skalosana pirms lietosanas

Amicon® Ultra-4 10K iericu ultrafiltréSanas membranas ir neliels daudzuma glicerina. Ja Sis materials traucé veikt
analizi, pirms lietoSanas izskalojiet ierici ar bufera skidumu vai Milli-Q® Gdeni. Ja traucéjumi nepazid, izskalojiet
ar 0,1 N NaOH un veiciet otru centrifugéSanu ar bufera skidumu vai Milli-Q® Gdeni.

UZMANIBU! P&c Amicon® Ultra filtra ieri¢u saslapinadanas nelaujiet tam izz{t. Ja ierici nav paredzéts lietot
uzreiz péc skaloSanas, atstajiet uz membranas nedaudz skidruma.
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G D
Amicon® Ultra-4 centrifiigas filtra iericu izmantosana
1,

Ielejiet Amicon® Ultra filtra iericeé lidz 4 mL parauga (3,5 mL, ja tiek izmantots 23° lenka rotors).
2.

Aiztaisiet vacinu un ievietojiet filtra ierici centrifigas rotora (ieteicams izmantot piekares rotoru).

Lidzsvarojiet ar lidzigam iericEém. Pirms izmantosanas parbaudiet, vai ir ievérota centrifugésanai
nepiecieSama atstarpe.

Ja lietojat piekares rotoru, centrifug€jiet ierici, neparsniedzot 4000 x g, aptuveni 10-20 minutes.

Ja lietojat lenka rotoru, novietojiet ierici, lai membranas panelis bltu vérsts uz augsu, un centrifugéjiet,
neparsniedzot 7500 x g, aptuveni 10-20 minutes.

PIEZIME. Standarta centrifugé3anas laiku skatiet 1. att&la, ka ari 1. tabula.

Lai pilniba uztvertu visu koncentréto izskiduso vielu, ievietojiet pipetoru Iidz filtra ierices pamatnei un, viegli
Spojot ierici no sana uz sanu, iznemiet paraugu. Ultrafiltratu drikst glabat centrifligas mégené.

PIEZIME. Vislabakajam uztvérumam iznemiet koncentr&to paraugu uzreiz péc centrifugéanas.

PIEZIME. Filtrs var nedarboties pareizi, ja tam péc saslapindsanas Jauj izZat.

Atsalosana vai diafiltracija

Atsalosana, bufera Skiduma maina vai diafiltracija ir svarigas metodes, ka skidumos ar biomolekulam likvidét

.......

“Skalosanas” procediru drikst turpinat tikmér, kamér nevélamas mikrovielas koncentracija ir pietiekami
samazinata. Skatiet talak aprakstito pieméru.

Pievienojiet 3,95 mL ar
10 mM NaCl vai nomainiet ) %

Centrifugéjiet,
lai koncentrétu

Centrifugéjiet,
lai koncentrétu

bufera $kidumu @
> —
4 mL ar "l 50 pL ar 4 mL ar 50 pL ar
1 mg/mL 80 mg/mL 1 mg/mL 80 mg/mL
proteinu proteinu proteinu J/| proteinu
% | 100 mM NaCl Y| 100 mM NacCl 11,1 mM NaCl W| 11,1 mM NacCl
= ==| 100 mM NaCl = =

U U W W 11,1 mM NaCl
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Darbiba
Plusmas atrums 1. attéls. Standarta filtrata tilpums pret centrifugésanas laiku
Faktori, kas ietekmé plismas atrumu, ieklauj parauga 40 /@/
koncentraciju, sakuma tilpumu, izSkidusas vielas kimiskas 3,5
ipatnibas, relativo centrbédzes speku, centrifigas rotora NI
lenki, membranas tipu un temperatiru. 1. attélu un 1. tabulu é '
var izmantot, lai noteiktu laiku, kas nepiecie$ams filtrata @ 25
. = . o= s L . S —a—Piekares rotors
vai koncentrata vajadziga tilpuma sasniegsanai. Standarta 320
centrifugésanas laiks 4 mL paraugam ir aptuveni 10-20 minites. =i / —*-Lenka rotors
Lai gan vairums paraugu filtréjas centrifugéSanas pirmajas S /
10-15 minQtés, zemakais koncentrata tilpums (30-75 pL) tiek '§ 1,0
sasniegts péc 15-20 mindsu centrifugésanas. T s
0,0 v
0 5 10 15 20

Centrifugésanas laiks (min.)
Centrifugésanas nosacijumi: piekares rotors, 4000 x g, vai lenka
rotors, 7500 x g, istabas temperatira, 4 mL sakuma tilpums.
Izmantotais proteina markieris: citohroms ¢, n= 6.

1. tabula. Standarta koncentrata tilpums pret centrifugésanas laiku

Koncentrata tilpums (pL)

Cegi;:(i:u(gnfié:.l;as Piekares rotors 4000 x g 35° lenka rotors 7500 X g
10 176 97
15 76 54
20 58 35

CentrifugéSanas nosacijumi: istabas temperatira, sakuma tilpums: 4 mL.
Izmantotais proteina markieris: citohroms ¢, n = 6 (3 ieriCu partijas vidéja vértiba).
Proteinu uztvéruma aprékinasanai 3. tabula tika izmantoti ieénotie apjomi.

Proteina aiztureésana un koncentrata uztvérums

Amicon® Ultra iericés izmantotas membranas raksturo molekulmasas robeza (MWCO); tas ir, to sp&ja aizturét molekulas,
kas parsniedz noteiktu molekulmasu. 1zskidusas vielas, kuru molekulmasa ir tuvu MWCO, var tikt aizturétas tikai dal&ji.
Membranas aizture ir atkariga no izskidusas vielas molekulu lieluma un formas. Lielakaja dala gadijumu molekulmasa ir
érts parametrs aiztures ipatnibu novértésanai. Lai iegltu vislabakos rezultatus, izmantojiet membranu ar MWCO, kas ir
vismaz divas reizes mazaka par koncentré&jama proteina skiduma vielas molekulmasu. Skatiet 2. tabulu.

2. tabula. Proteina markieru standarta aizture

Markieris/koncentracija Molekulmasa ﬁ:‘:\i’%e; %;’iaeiﬁ::;e' % aizture, lenkis Celnatirl'(i:u&e;:?:.r;as
a-himotripsinogéns (1 mg/mL) 25 000 10K > 95 > 95 15
Citohroms ¢, (0,25 mg/mL) 12 400 > 95 > 95 15
Vitamins B-12 (0,2 mg/mL) 1350 < 15 < 15 15

CentrifugéSanas nosacijumi: piekares rotors, 4000 x g, vai 35° lenka rotors, 7500 x g, sakuma tilpums: 4 mL, istabas
temperatira, n = 6 (3 ieriCu partijas vidéja vértiba).

Faktori, kas nosaka parauga uztvérumu, ieklauj proteina izskidusas vielas Tpatnibas attieciba pret ierices MWCO,
sakuma koncentraciju un koncentracijas faktoru. 3. tabula paradits Amicon® Ultra-4 10K ierices standarta uztvérums.

3. tabula. Standarta koncentrata uztvérums

Koncentrata Koncentracijas Koncentrata
tilpums (pL) faktors (x) uztverums (%)
Markieris/ Ierices Centrifuge-
koncentracija Mwco Sanas laiks Piekare Lenkis Piekare Lenkis Piekare Lenkis
(min.)
Citohroms c, 10K 15 76 54 52,3 76,6 97,3 98,5

(0,25 mg/mL)

CentrifugéSanas nosacijumi: piekares rotors, 4000 x g, vai 35° lenka rotors, 7500 x g, sakuma tilpums: 4 mL, istabas
temperatira, n = 6 (3 ieri€u partijas vidéja vértiba). Izmantoti 1. tabuld noraditie ieénotie apjomi.

PRO5779w  Rev 07/25 54 of 112



Maksimala parauga uztvéruma nodrosinasana
Zemu parauga uztvérumu var izraisit adsorbcijas zudumi, parmériga koncentracija vai parauga izk|Gsana caur membranu.

e Adsorbcijas zudumi ir atkarigi no izskidusas vielas koncentracijas, tas hidrofobajam ipatnibam, temperatiras
un kontakta ar filtra ierices virsmam laika, parauga sastava un pH. Lai mazinatu zudumus, iznemiet
koncentrétos paraugus uzreiz péc centrifugésanas.

e Ja sakuma parauga koncentracija ir augsta, lai novérstu parauga parmeérigu koncentraciju, uzraugiet
centrifugéSanu. Parmériga koncentracija var izraisit izgulsnéSanos un parauga zaudésanu.

e Ja Skiet, ka paraugs izklUst caur membranu, izvélieties Amicon® Ultra-4 ierici ar mazaku MWCO.

Uztverta daudzuma kvantifikacijas norades

Turpmak aprakstita metode lauj aprékinat kop€jo uztvérumu, koncentrata uztvéruma procentualo attiecibu un
filtrata uztvéruma procentualo attiecibu. Procedira lauj noteikt aptuvenu uztverta daudzuma vértibu skidumiem
ar koncentraciju lidz aptuveni 20 mg/mL.

PIEZIME. Piemérotas analizes metodes ietver absorbcijas spektrofotometriju, radioimiinanalizi, refrakcijas
koeficientu un vaditspéju.

Tiesa sversana
Vairumam atskaidito proteinu blivums ir gandriz tads pats ka Gdenim (proti, 1 g/mL). Ievérojot So ipasibu,

lai kvantificetu koncentrata un filtrata tilpumus, tie ir janosver, bet mérvienibas no gramiem janomaina uz
mililitriem. ST metode ir deriga tikai $kidumiem, kuru koncentracija ir aptuveni 20 mg/mL vai mazaka.

e Pirms lietoSanas nosveriet tukso filtra ierici, centrifligas mégeni un tukSo koncentrata mégeni.

e Uzpildiet ierici ar Skidumu un nosveriet.

e Samontgjiet ierici un centrifigu saskana ar instrukcijam.

e Savaciet koncentratu ar pipetoru un iepildiet iepriek$ nosvérta koncentrata mégeneé.

e Iznemiet ierici no centrifligas mégenes un nosveriet centrifligas mégeni un koncentrata mégeni.

e Lai aprékinatu sakuma vielas, filtrata un koncentrata svaru, atnemiet tuksas ierices/mégenes svaru.
e Lai noteiktu izskidusas vielas koncentraciju, analiz&jiet sakuma materialu, filtratu un koncentratu.

e Aprékiniet uztverto daudzumu, izmantojot svara/tilpuma datus un koncentraciju mérijumu, saskana ar talak

noradito formulu: . - . -
W, = kop€jais koncentrata svars pirms analizes

W, x C. W, = sakotnéja sakuma materiala svars
% koncentrata uztvérums = 100 x ————— W, = filtrata svars
W, x C, f
W, x C C. = koncentrata koncentracija
% filtrata uztvérums = 100 x —— C, = sakotnéja sakuma materiala koncentracija
W, x G, C; = filtrata koncentracija

% kopéjais uztvérums = % koncentrata uztvérums + % filtrata uztvérums

Specifikacijas
Maksimalais sakuma parauga tilpums Izmeéri
Piekare un lenka rotori (45° un 35°) 4,0 mL Filtra ierice mé&gené (ar vacinu)
Lenka rotors (23°) 3,5mL Garums: 124 mm Diametrs: 17,3 mm
Standarta gala koncentrata tilpums 50-100 pL Filtra ierice
Maksimalais relativais centrbédzes speks Garums: 73,4 mm Diametrs: 17,2 mm
Piekares rotors 4000 x g Materialu sastavs
Lenka rotors 7500 x g Filtra ierice: kopoliméra stiréns/butadiéns
Aktivais membranas laukums 3 cm? Ultracel® redeneréta celuloze ar zemu

Membrana:

saistisanas spéju
Filtrata mégene: polipropiléns
Filtrata vacins:  polipropiléns
Filtrata ieliktnis: polietilens

Filtrs: MWCO 10K
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Kimiska saderiba

Amicon® Ultra centrifigas ierices paredzétas izmantosanai ar biologiskiem skidumiem un tGdens Skidumiem.
Pirms lietoSanas parbaudiet, vai paraugs ir kimiski saderigs ar ierici. Lai uzzinatu vairak, apmeklg&jiet vietni
SigmaAldrich.com/FilterChemicalCompatibility.

Izstradajuma pasutisana

Iegadajieties izstradajumus tieSsaisté, vietné SigmaAldrich.com.

Apraksts Gab./iepak. Kataloga numurs
8 UFC801008D
Amicon® Ultra-4 24 UFC801024D
96 UFC801096D
Pazinojums

Més sniedzam informaciju un padomus musu klientiem par lietojumprogrammu tehnologijam un normativajiem
jautajumiem, cik vien labi zinam un sp&jam, bet bez pienakumiem vai atbildibas. Musu klienti visos gadijumos
ievéro spéka esosos normativos aktus. Tas attiecas ari uz treSo pusu tiesibam. Misu sniegta informacija un
ieteikumi neatbrivo masu klientus no atbildibas par to, lai tiktu parbaudita misu izstradajumu piemérotiba
paredzeétajam mérkim.

Savaksana un utilizacija
Visiem paraugiem jabut ar skaidri redzamu markéjumu. Lai iegltu un sagatavotu paraugus, jaizmanto pieméroti
instrumenti.

PIEZIME. Ievérojiet tddu objektu, kas piesarnoti ar potenciali infekciozu vai bistamu biologisku materialu,
utilizacijas piesardzibas pasakumus un veiciet to atbilstosi visiem spéka esosajiem starptautiskajiem, pavalsts,
rediona un viet&jiem noteikumiem.

Tehniskais atbalsts

Apmekléjiet tehnologiju pakalpojuma lapu msu timekla vietné SigmaAldrich.com/techservice.

Par jebkadiem nopietniem negadijumiem ar So ierici jazino razotajam un kompetentajai iestadei valsti,
kura atrodas lietotajs.

Standarta garantija

Saja publikacija noradito izstradajumu garantiju varat skatit timekla vietné SigmaAldrich.com/terms.

Parskatito izdevumu vésture

2021. gada oktobris e IFU PR05779 izdosanas datums: 2021. gada oktobris — aizvieto PR0O5139.
e Pievienoti IFU, iepakojuma bojajumu un temperatiras ierobezojumu simboli.

e Kimiska saderiba un pasitisanas informacija saistitas ar timekla vietni.
e Pievienota informacija par utilizEéSanu un stidzibam.

¢ Pievienota atbildiga persona Apvienotaja Karalisté un informacija par UKCA simbolu.

2024. gada marts e Korigéts 1. attéls.

e “Materialu sastavs”: filtrata vacins: teksts korigéts uz polipropilénu.

2024. gada oktobris e Pievienots simbolu definiciju tabulai: CH-REP, importétajs, UDI.
e Titullapa pievienots UKCA simbols.

2025. gada julijs e Pievienota slovénu valoda.

e Nonemta simbolu definiciju tabula.
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Lietuviskai
Ivadas

~Amicon® Ultra-4" 10K iScentriniy filtry prietaisai uztikrina greitg ultrafiltravima, leidZia naudoti didelius
koncentracijos faktorius ir lengvai regeneruoti koncentratg i$ praskiesty ir sudétingy méginiy matricy.
Vertikalus dizainas ir membranos pavirsSiaus plotas suteikia galimybe greitai apdoroti méginj, pasiekti didele
méginio regeneracija (paprastai didesne nei 90 % skiedinio pradinio tirpalo) ir koncentruoti net 80 karty.
Iprastas apdorojimo laikas yra 10-20 minuciy. Tirpinio poliarizacijq ir membranos uzsikimsima sumazina
vertikalus jrenginio dizainas. Visiskas fizinis sustabdymas filtro prietaise uzkerta kelig sukimui iki iSdziGvimo
ir méginio praradimo. Koncentratas is$ filtro prietaiso paimamas méginio rezervuaro pipete, o ultrafiltratas
surenkamas tiekiamame centrifugos mégintuvélyje. Prietaisq galima sukti atveréiamojo krepselio (optimalus
veikimas) arba fiksuotojo kampo rotoriuje. ,Amicon® Ultra-4" 10K prietaisai tiekiami nesterilQs ir yra skirti
naudoti tik vieng karta.

Paskirtis

~Amicon® Ultra-4" centrifugy filtry prietaisai yra vienkartiniai ultrafiltravimo filtry prietaisai, skirti naudoti in vitro
diagnostikos tikslais, apdoroti biologinius tirpalus 1-4 mL tdrio diapazone. Jie skirti koncentruoti biologiniams
meéginiams, tokiems kaip serumas, Slapimas, smegeny, skystis ir kiti kiino skysciai, pries atliekant diagnostine
analize in vitro. Prietaisas yra vienkartinis ir skirtas naudoti laboratorijos specialistui.

Naudojimas

e Biologiniy méginiy, kuriuose yra antigeny, antikiiny, fermenty, nukleino rigsciy (DNR / RNR méginiai, vienos
arba dvigubos grandinés), mikroorganizmuy, kolonélés eliuaty ir iSgryninty meginiy, koncentravimas.

e Makromolekuliniy komponenty, aptinkamy audiniy kultlros ekstraktuose ir lasteliy lizatuose, iSgryninimas,
praimeriy, jungiamuyjy medzZiagy ar molekuliy zymeny pasalinimas i$ reakcijos misinio ir baltymy pasalinimas
pries HPLC.

e Gelinimas, buferinio tirpalo pakeitimas arba diafiltracija

Tiekiamos medziagos ws—— Dangtelis

+~Amicon® Ultra-4" 10K prietaisas tiekiamas su dangteliu, filtravimo prietaisu ir
centrifugos meégintuveliu. Filtro prietaisas

Reikalinga jranga

e Centrifuga su atvercéiamojo krepselio (pageidaujama) arba fiksuotojo kampo
rotoriumi su Sulinéliais / laikikliais, kur gali tilpti 17 mm x 124 mm 15 mL
megintuveéliai, kuriy dugnas kuginis

—— Centrifugos mégintuvélis
PERSPEJIMAS. Kad i§vengtuméte prietaiso gedimo centrifuguojant, prie$
sukdami patikrinkite tarpa.

e Pipeté su 200 mikrolitry (pL) antgaliu koncentratui regeneruoti

Tinkamumas

Silloma atlikti pirminius regeneracijos ir sulaikymo tyrimus, kad baty uztikrintas tinkamumas paskirciai.
Zr. skyriy ,Kaip regeneracija isreikéti skaiciais".

Laikymas ir stabilumas

Laikymo salygas ir tinkamumo laikg Zitrékite gaminio etiketéje.

Pries naudodami isplaukite

~Amicon® Ultra-4" 10K ultrafiltravimo membranos prietaisuose yra nedidelis kiekis glicerino. Jei $i medziaga
trukdo analizei, pries naudodami nuplaukite prietaisg buferiniu tirpalu arba ,Milli-Q®" vandeniu. Jei trukdZiai
tesiasi, nuplaukite 0,1 N NaOH, paskui — antrg kartg buferiniu tirpalu arba ,Milli-Q®" vandeniu.

PERSPEJIMAS. Neleiskite ,Amicon® Ultra" filtro prietaisy membranai i§dzidti. Jeigu prietaiso nenaudojate
i karto po plovimo, membranoje palikite skyscio, iki prietaisas vél bus naudojamas.
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Kaip naudotis ,,Amicon® Ultra-4" centrifugos filtry prietaisais

1. I,Amicon® Ultra" filtro prietaisq jpilkite iki 4 mL meginio (3,5 mL, jei naudojate 23° fiksuotojo
kampo rotoriy).

2. Uzdengta filtro prietaisg jdékite | centrifugos rotoriy (pageidaujama - | atverc¢iamajj krepselj); sureguliuokite
pusiausvyrg panasiu prietaisu. PrieS naudodami patikrinkite centrifugos tarpa.

3. Kai naudojamas atverc¢iamojo krepselio rotorius, sukite prietaisg daugiausia 4 000 x g apytiksliai
10-20 minudiy.

4. Kai naudojamas fiksuotojo kampo rotorius, prietaisg paverskite membranos skydeliu | virsy ir sukite
daugiausia 7 500 x g apytiksliai 10-20 minuciy.

PASTABA. [prastq sukimo laikg zr. 1 paveikslélyje, taip pat 1 lenteléje.

5. Norédami regeneruoti koncentrato tirpinj, pipete jkiskite | filtravimo prietaiso dugng ir pritraukite méginio
isiibavimo judesiu, kad baty uZtikrinta visiSka regeneracija. Ultrafiltratg galima laikyti centrifugos
megintuvélyje.

PASTABA. Optimaliai regeneracijai koncentruota meéginj iSimkite iSkart po centrifugavimo.

PASTABA. Filtras gali tinkamai neveikti, jei po sudrékinimo jam leidziama iSdziGti.

Geélinimas arba diafiltracija

Gélinimas, buferinio tirpalo pakeitimas ar diafiltracija yra svarbts drusky ar tirpikliy salinimo is tirpaly, kuriuose
yra biomolekuliy, metodai. Drusky pasalinimas arba buferiy keitimas gali biti atliktas naudojant ,,Amicon®
Ultra-4" prietaisg, koncentruojant meéginj, tada atkuriant koncentratg iki pradinio méginio tario bet kuriuo
norimu tirpikliu. ISplovimo procesg galima kartoti, kol bus pakankamai sumazinta uztersty mikrotirpiy medziagy
koncentracija. Zr. pavyzdj toliau.

Pripilkite 3,95 mL 10 mM U
Sukite, kad baty] NaCl arba pakaitinio @ Sukite, kad baty]
koncentruojama L oncentruojama
buferinio tirpalo =
> —

4 mL 1 mg/mL 50 pL 80 mg/mL 4 mL 1 mg/mL 50 pL 80 mg/mL
baltymo 100 mM baltymo 100 mM baltymo 11,1 mM baltymo 11,1 mM
NaCl NaCl NaCl NaCl

= ==| 100 mM NaCl = 11,1 mM NaCl
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(D
Veikimas

Tékmes greitis 1 pav. Tipiskas filtrato tiris ir sukimosi laikas

Tékmeés greiciui turi jtakos méginio koncentracija, pradinis 40

tdris, tirpinio cheminis pobudis, santykiné centrifugavimo jéga, 3,5 /

centrifugos rotoriaus kampas, membranos tipas ir temperatira.

Laika, per kurj bus pasiektas reikiamas filtrato ar koncentrato ?EI >0

tdris, galima nustatyti pagal 1 paveikslélj ir 1 lentele. [prastas ~ 25 —

4 mL méginio sukimo laikas yra apytiksliai 10-20 minuéiy. S 20 - Awverdiamolo krepsello rotorius

DidZioji dalis meginio i&filtruojama per pirmasias 10-15 minudiy, o 1s / ~# Fiksuotojo kampo rotorius

0 maziausias koncentrato tdris (30-75 pL) pasiekiamas sukant ‘@ ' /

15-20 minudiy. ﬁ 1,0
0,5
o

0 5 10 15 20

Sukimo laikas (min.)

Sukimo salygos. Atverc¢iamojo krepselio rotorius, 4 000 x g, arba fiksuotojo
kampo rotorius, 7 500 x g, kambario temperatira, 4 mL pradinis tdris.
Naudojamas baltymy zymuo. Citochromas ¢, n=6.

1 lentelé. Tipiskas koncentrato tiiris ir sukimosi laikas
Koncentrato turis (pL)

Sukimo laikas (min.) Atverciamojo krepselio rotorius 4 000 x g 35° fiksuotojo kampo rotorius 7 500 x g

10 176 97
15 76 54
20 58 35

Sukimo salygos. Kambario temperatira, 4 mL pradinis tdris.
Naudojamas baltymy Zzymuo. Citochromas c, n=6 (vidutiné 3 prietaisy partijos verté).
Baltymuy regeneracijos skaiciavimams pagal 3 lentele buvo naudojami uzdengti tdriai.

Baltymy sulaikymas ir koncentrato regeneracija

~Amicon® Ultra" prietaisy naudojamos membranos pasizymi molekulinés maseés riba (MWCO), t. y. gebé&jimu
iSlaikyti molekules virsijus nurodytg molekuline mase. Tirpiniai, kuriy molekulinis svoris artimas MWCO, gali bdti
sulaikomi tik i$ dalies. Membranos sulaikymas priklauso nuo tirpinio molekulés dydzio ir formos. Dauguma atvejy
molekulinis svoris yra tinkamas parametras sulaikymo charakteristikoms jvertinti. Kad baty uztikrinti geriausi
rezultatai, naudokite membranas su tokiu MWCO, kuris bent du kartus mazesnis nei baltymo tirpinio, kuris bus
koncentruojamas, molekulinis svoris. zr. 2 lentele.

2 lentelé. Iprastas baltymy Zymeny sulaikymas

0, i 0, i
Zymuo / koncentraca  Molekulinis  prietaiso UGG INSY i lotss g Sukdmo
krepselis kampas '
a-chimotripsinogenas (1 mg/mL) 25 000 10K >95 >95 15
Citochromas c (0,25 mg/mL) 12 400 >95 >95 15
Vitaminas B12 (0,2 mg/mL) 1 350 <15 <15 15

Sukimo salygos. Atverciamojo krepselio rotorius, 4 000 x g arba 35° fiksuotojo kampo rotorius, 7 500 x g, 4 mL pradinis tris,
kambario temperatira, n=6 (vidutiné 3 prietaisy partijos verte).

Méginio regeneracija priklauso nuo baltymo tirpinio pobtdzio, palyginti su pasirinkto prietaiso MWCO, pradinés
koncentracijos ir koncentravimo koeficiento. 3 lenteléje pateikiamos tipinés ,,Amicon® Ultra-4" 10K prietaiso
regeneracijos.

3 lentelé. Iprasta koncentrato regeneracija

Koncentrato turis Koncentravimo Koncentrato
(pL) koeficientas (x) regeneracija (%)
- - Sukimo Atver- . Atver- - Atver- :
Zymuo / koncentracija P;;Ilzzgo laikas éiamasis Fll(I;s;‘t:o;ass ciamasis Fll(lg::o;ass éiamasis FI':;SI:O;ZS
(min.)  krepselis P krepselis P krepselis p
Citochromas c (0,25 mg/mL) 10K 15 76 54 52,3 76,6 97,3 98,5

Sukimo salygos. Atver¢iamojo krepselio rotorius, 4 000 x g arba 35° fiksuotojo kampo rotorius, 7 500 x g, 4 mL pradinis taris,
kambario temperatira, n=6 (vidutiné 3 prietaisy partijos verté). Bendri tiriai buvo paimti i$ 1 lentelés.
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Méginio regeneracijos maksimizavimas

Maza méginio regeneracijg koncentrate gali lemti absorbcijos nuostoliai, per didelis koncentravimas arba méginio
peréjimas per membranag.

e Absorbcijos nuostoliai priklauso nuo tirpinio koncentracijos, jo hidrofobinés prigimties, temperattros, kontakto
su filtro prietaiso pavirsiumi laiko, méginio sudéties ir pH. Kad sumazéty nuostoliai, po centrifugos sukimo
nedelsdami iSimkite koncentruotus méginius.

e Jeigu pradiné méginio koncentracija didelé, stebékite centrifugavimo procesg, kad iSvengtuméte per didelio
meginio koncentravimo. Per didelis koncentravimas gali lemti precipitacijg ir méginio nuostolius.

e Jei atrodo, kad méginys praeina per membrang, pasirinkite Zemesne MWCO ,, Amicon® Ultra-4" prietaisa.

Kaip regeneracija isreiksti skaiciais

Apskaiciuokite bendrg regeneracijg, koncentrato regeneracijg procentais ir filtrato regeneracijq procentais toliau nurodytu
metodu. Procedira parodo apytikslj tirpaly, kuriy koncentracija - iki apytiksliai 20 mg/mL, regeneracijy, skaiciy.

PASTABA. Tinkami tyrimo metodai apima absorbcijos spektrofotometrijg, radioimuninj tyrima, IGZio rodiklj ir laiduma.

Tiesioginé svérimo procedira

Daugumos atskiesty baltymy tankis yra beveik lygus vandens tankiui (t. y. 1 g/mL). Naudojantis Sia savybe
koncentrato ir filtrato tlrius galima iSreiksti kiekybiskai pasveriant ir matavimo vienetus paverciant i gramy,
i mililitrus. Sis metodas galioja tik tiems tirpalams, kuriy koncentracija apytiksliai 20 mg/mL arba mazesné.

e Pries naudodami atskirai pasverkite tuscig filtro prietaisg, centrifugos mégintuvélj ir tusciq megintuvélj,
skirtg koncentratui paimti.

e Filtro prietaisg pripildykite tirpalo ir vél pasverkite.

e Surinkite prietaisg ir centrifuguokite pagal instrukcijas.

e Pipete surinkite koncentrata ir iSpilkite | pasverta koncentrato surinkimo mégintuvélj.

o Prietaisg iSimkite i$ centrifugos mégintuvélio ir pasverkite centrifugos megintuvélj bei koncentrato surinkimo mégintuvelj.
e Atimkite tuscio prietaiso / meégintuvéliy svorj ir apskaiciuokite pradinés medziagos, filtrato ir koncentrato svorj.
o Istirkite pradine medziaga, filtratg ir koncentratg ir nustatykite tirpinio koncentracija.

o Apskaiciuokite regeneracijg pagal svorio / tlirio duomenis ir nustatytg koncentracija:

W. = bendra koncentrato maseé pries tyrimg
W, x C, W, = pirminis pradinés medziagos svoris

Koncentrato regeneracija % = 100 x W; = filtrato svoris

W, x C,
W, x C C. = koncentrato koncentravcija
Filtrato regeneracija % = 100 x C, = pirminé pradinés medziagos koncentracija
W, x C, C; = filtrato koncentracija

Bendra regeneracija % = koncentrato regeneracija % + filtrato regeneracija %

Specifikacijos
Didziausias pradinis méginio tiiris Matmenys

Atverciamasis krepselis ir fiksuotojo Filtro prietaisas mégintuvélyje (uzdengtas)

kampo rotoriai (45° ir 35°) 4,0 mL

Ilgis: 124 mm Skersmuo: 17,3 mm
) . . °

Fiksuotojo kampo rotorius (23°) 3,5mL Filtro prietaisas
Iprastas galutinis koncentrato turis 50-100 pL ligis: 73,4 mm Skersmuo: 17,2 mm
Didziausia santykiné centrifugos jéga Konstrukcijos med¥iagos

Atverciamojo krepselio rotorius 4000 xg Filtro prietaisas Kopolimeras stirenas / butadienas

Fiksuotojo kampo rotorius 7 500 x g Membrans ,Ultracel® mafai besijungianti
Aktyvus membranos plotas 3 cm? regeneruota celiulioze

Filtrato

megintuveélis Polipropilenas

Filtrate cap Polipropilenas
Filtrate liner polietilenas
Filtras MWCO 10K
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Cheminis suderinamumas

,~Amicon® Ultra" centrifugos prietaisai skirti naudoti su biologiniais skysciais ir vandeniniais tirpalais.
Pries naudodami patikrinkite méginio cheminj suderinamuma_su prietaisu. Daugiau informacijos rasite
adresu SigmaAldrich.com/FilterChemicalCompatibility.

Gaminio uzsakymas

Isigykite gaminius internetu adresu SigmaAldrich.com.

v Kiekis -
Aprasas pakuotéje Katalogo numeris
8 UFC801008D
Amicon® Ultra-4" 24 UFC801024D
96 UFC801096D
Pastaba

Mes tiekiame informacijq ir patarimus savo klientams taikomuyjy technologijy ir teisiniais klausimais remdamiesi
savo geriausiomis ziniomis ir gebéjimais, taciau neprisimame jsipareigojimy ir atsakomybés. Visais atvejais
misy klientai turi laikytis galiojanciy jstatymuy ir taisykliy. Tai taip pat taikoma treciyjy Saliy teiséms.

Masy informacija ir patarimai neatleidzia masy klienty nuo atsakomybés tikrinti masy produkty tinkamumag
numatytam tikslui.

Rinkimas ir Salinimas
Visi meéginiai turi blti aiSkiai pazyméti. Méginiams imti ir paruosti turi bati naudojamos tinkamos priemonés.
PASTABA. Laikykités atsargumo priemoniy Salindami daiktus, uZterStus potencialiai uzkreciama arba pavojinga

biologine medziaga, vadovaukités visais galiojanciais tarptautiniais, federaliniais, valstijy ir vietos reglamentais.

Techniné pagalba

Apsilankykite misy interneto svetainés techninés priezitros puslapyje adresu SigmaAldrich.com/techservice.

Apie rimtus incidentus, susijusius su Siuo prietaisu, reikia pranesti gamintojui ir Salies, kurioje jsisteiges
naudotojas, kompetentingajai institucijai.

Standartiné garantija

Siame leidinyje i$vardyty gaminiy garantijgq galima rasti adresu SigmaAldrich.com/terms.

Perzilry istorija
2021 M. SPALIS e Naudojimo instrukcija PR05779 ISleidimo data 2021 M. SPALIS - pakeité PR05139.
e Pridéta naudojimo instrukcija, pakuotés pazeidimo ir temperatiiros apribojimo simboliai.

e Cheminio suderinamumo ir uZzsakymo informacija, susijusi su svetaine.

e Pridéta informacija apie Salinima ir skundus.

e Pridéta Jungtinés Karalystés atsakingo asmens ir UKCA simbolio informacija.
2024 M. KOVAS e Pakoreguotas 1 pav.

e Konstrukcijos medziagos Filtrato dangtelis pataisytas | polipropeleno.

2024 M. SPALIS e Pridéta prie simboliy apibréZ¢iy lentelés: CH-REP (atstovas), importuotojas, UDI.
e Pridétas UKCA simbolis antrastiniame lape.
2025 M. LIEPA e Pridéta sloveny kalba.

e Pasalinta lentelé Simboliy apibrézimai.
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Magyar
Bevezetés

Az Amicon® Ultra-4 10K centrifugalis szliréeszk6zok gyors ultrafiltralast biztositanak, magas koncentracios
tényezbkkel, valamint hig és 0sszetett mintamatrixokbdl vald konnyl koncentratum-visszanyeréssel.

A fliggbleges elrendezés és a rendelkezésre all6 membranfeliilet tertilete gyors mintafeldolgozast, magas
mintavisszanyerést (altalaban a hig kiindulasi oldat 90%-nal nagyobbat) és a 80-szoros koncentralas
képességét biztositja. A tipikus feldolgozasi idé 10-20 perc. Az oldott anyag polarizacidja és a membran ezt
kovetd dugulasa minimalis mértékd a fuggdbleges elrendezésnek kdszonhetden, és a fizikai végponttitralas
(deadstop) megakadalyozza a szarazra centrifugalast és a mintavesztést. A koncentratumot a sz(iréeszkoz
mintatartalyabdl pipettor segitségével kell eltavolitani, mig az ultrafiltratum a biztositott centrifugacsében gydlik
Ossze. Az eszkdz lengbkosaras (az optimalis mikodéshez) vagy rogzitett szogli rotorban is centrifugalhato.

Az Amicon® Ultra-4 10K eszk6zoket nem sterilen szallitjak, és csak egyszeri hasznalatra alkalmasak.

Javasolt felhasznalas

Az Amicon® Ultra-4 centrifugalis szliréeszkézok eldobhatd, egyszer hasznalatos ultrafiltralé eszk6zok bioldgiai
oldatok in vitro diagnosztikai feldolgozasara az 1-4 mL térfogattartomanyban. Biolégiai mintak, példaul szérum,
vizelet, agy-gerincveldi folyadék és mas testfolyadékok koncentralasara szolgalnak az in vitro diagnosztikai
elemzés el6tt. Egyszer hasznalatos eszkdz, amelyet laboratériumi szakemberek altali hasznalatra terveztek.

Alkalmazasok

e Antigéneket, antitesteket, enzimeket, nukleinsavakat (DNS/RNS mintak, egy- vagy kettds szalu),
mikroorganizmusokat, oszlopeludtumokat és tisztitott mintakat tartalmazo bioldgiai mintak koncentralasa

e A szovetkultUrabol nyert kivonatokban és sejtlizatumokban talalhaté makromolekularis 6sszetevdk tisztitasa,
a primer, a linkerek vagy a molekularis jelzék eltavolitasa a reakcidelegybdl, protein eltavolitdsa HPLC el6tt

e Somentesités, puffercsere vagy diafiltracio

Szallitott anyagok

Az Amicon® Ultra-4 10K készlilékhez egy kupak, egy szlir6eszkoz és egy
centrifugacsé tartozik.

Sziikséges felszerelés

e Lengdkosaras (ajanlott) vagy rogzitett szogli rotorral ellatott centrifuga
celldkkal/hordozdkkal, melyek 17 mm x 124 mm méret(i, 15 mL térfogatd,
kupos alju csovek elhelyezését biztositjak

VIGYAZAT: A készilék centrifugalds kézben bekovetkezd sérilésének
elkeriilése érdekében a centrifugalas el6tt ellendrizze a hézagot.

e Pipettdzd 200 mikroliteres (pL) pipettaval a koncentratum visszanyeréséhez

Alkalmassag

El6zetes visszanyerési és visszatartasi vizsgalatok végzése javasolt annak biztositasahoz,
hogy az eszk6z megfelel6 a kivant alkalmazashoz.
Lasd a ,Visszanyerések mennyiségi meghatédrozasa” c. fejezetet.

Tarolas és stabilitas

A taroldsi korilményeket és a felhasznalhatdsagi idét lasd a termék cimkéjén.

Oblités hasznalat el6tt

Az Amicon® Ultra-4 10K készllékekben lévé ultrafiltrald membranok nyomokban glicerint tartalmaznak. Ha ez az
anyag zavarja az elemzést, hasznalat el6tt dblitse le az eszkozt pufferrel vagy Milli-Q® vizzel. Ha az interferencia
tovabbra is fennall, dblitse le 0,1 N NaOH-val, majd egy masodik adag pufferrel vagy Milli-Q® vizzel.

VIGYAZAT: Ne hagyja, hogy az Amicon® Ultra sz(iréeszkézokben 1évé membran kiszaradjon, ha méar nedves.
Ha az oblitést kovetéen nem hasznalja fel azonnal az eszkozt, hagyjon folyadékot a membranon az eszkoz
hasznalataig.
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Az Amicon® Ultra-4 centrifugalis szliroeszk6zok hasznalata

1. Ontsdn legfeljebb 4 mL mintat (3,5 mL-t, ha 23°-0s régzitett sz6g(i rotort haszndal) az Amicon® Ultra
szlir6eszkozbe.

2. Tegye a kupakkal lezart szlir6eszkozt a centrifuga rotorjaba (leng6kosaras ajanlott), és egyensulyozza
ki egy hasonl6 eszk6z segitségével. Haszndlat el6tt ellendrizze a centrifuga mozgasterét.

3. Amikor leng6kosaras rotort hasznal, centrifugdzza az eszkézt 4000 x g maximumon korulbelll
10-20 percig.

4. Amikor rogzitett szogl rotort hasznal, az eszkéz membranpanelja felfelé nézzen, és centrifugazza
7500 x g maximumon koéralbelll 10-20 percig.

MEGJIEGYZES: A szokasos centrifugazasi idoket lasd az 1. abrén és az 1. tablazatban.

5. A koncentralt oldat eltavolitdsahoz helyezzen pipettat a szlireszkoz aljdra, majd a hegyét oldalirdnyban

oda-vissza mozgatva szivja fel a mintat, igy a teljes mennyiség eltavolithatd. Az ultrafiltratum
a centrifugacsében tarolhatd.

MEGJEGYZES: Az optimalis visszanyerés érdekében a centrifugalas utan azonnal tavolitsa el a koncentralt mintat.

MEGJEGYZES: El6fordulhat, hogy a sz(ir6 nem miikédik megfeleléen, ha nedvesités utan hagyja kiszaradni.

Somentesités vagy diafiltracio

A sdmentesités, a puffercsere vagy a diafiltracié fontos modszerek, melyek segitségével eltavolithatok a sok vagy
az olddszerek a biomolekulakat tartalmazd oldatokbdl. Az Amicon® Ultra-4 készlilékben a somentesités vagy
puffercsere elvégezhet6 a minta koncentralasaval, majd a koncentrdtumnak az eredeti mintatérfogatra torténé
visszaallitasaval, tetszbéleges oldoszerrel. A kimosasi folyamat addig ismételhetd, amig a kis mennyiségben jelen
1évd szennyezd anyag koncentracidja a kivant szintre csékken. Lasd az aldbbi példat.

Adjon hozza 3,95 mL
10 mM-os NaCl oldatot ) %

vagy cserepuffert @
> —

50 pL 80 mg/mL-es
protein 100 mM-os
NaCl oldatban

Centrifugalja a
koncentralashoz

Centrifugalja a
koncentralashoz

4 mL 1 mg/mL-es
protein 100 mM-os
NaCl oldatban

4 mL 1 mg/mL-es
protein 11,1 mM-os
NaCl oldatban

50 pL 80 mg/mL-es
protein 11,1 mM-os
NaCl oldatban

o —| 100 mM-os NaCl = 11,1 mM-os NaCl

U U oldat W U oldat
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Teljesitmény
1. dbra Tipikus filtratumtérfogat a centrifugalasi

Aramlasi sebesség idé fiiggvényében
Az dramlasi sebességet befolydsold tényezbk kozé tartozik a 40 /@/
minta koncentracidja, a kezdeti térfogat, az oldott anyag kémiai 3,5
természete, a relativ centrifugalis erd, a centrifugarotor szbge, g 3.0
a membran tipusa és a h6mérséklet. Hasznalja az 1. abrat és =
az 1. tablazatot az adott szlrlet- vagy koncentratum-térfogat S 25 ;
eléréséhez sziikséges idé megbecsiiléséhez. Egy 4 mL-es € 20 —+LengOkosaras rotor
minta szokasos centrifugaldsi ideje megkdzelitéleg 10-20 perc. ] s / —=—Rogzitett sz0gi rotor
Mig a minta legnagyobb részének szlirése a centrifugalas elsé g ' /
10-15 percében lezajlik, a legalacsonyabb koncentratum-térfogat ~§ 1,0
(30-75 yL) 15-20 perc centrifugalas utan érhetd el. ﬁ 0,5

0,0 ¥k+—r—"——"—"——+——17———

0 5 10 15 20

Centrifugadlasi idé (perc)

Centrifugalasi kérilmények: Leng6kosaras rotor (4000 x g) vagy rogzitett
sz6gli rotor (7500 x g), szobahdémérséklet, 4 mL kiinduldsi térfogat.
Alkalmazott proteinmarker: Citokrom ¢, n=6.

1. tablazat Szokasos koncentratumtérfogat a centrifugalasi id6 fliggvényében
Koncentratum térfogata (pL)
Centrifugalasi

idé (perc) Lengékosaras rotor 4000 x g 35°-0s rogzitett szogii rotor 7500 x g
10 176 97
15 76 54
20 58 35

Centrifugalasi korilmények: Szobahémérséklet, 4 mL kezdbétérfogat.
Alkalmazott proteinmarker: Citokrom c, n=6 (3 eszkoz gyartasi tétel atlagértéke).
A satirozott térfogatokat hasznaltuk az 3. tabldzatban mutatott protein visszanyerési értékek kiszamitasahoz.

Protein-visszatartas és koncentratum-visszanyerés

Az Amicon® Ultra készlilékekben hasznalt membranok jellemzdje a molekulatémeg-hatar (MWCO), vagyis a
meghatarozott molekulatomeg feletti molekuldk visszatartasara vald képességiik. Az MWCO-hoz kdzeli molekulatomeg(
oldott anyagokat csak részben tarthatja vissza a membran. A visszatartds az oldott anyag molekuldinak méretétdl és
alakjatdl fugg. Az alkalmazasok tébbségének esetében a molekulatémeg megfelelé paraméter a visszatartasi jellemzok
értékeléséhez. A legjobb eredmény érdekében hasznaljon olyan membrant, melynek MWCO értéke legalabb kétszer
kisebb, mint a koncentralni kivant oldott protein molekulatémege. Lasd a 2. tablazatot.

2. tablazat Proteinmarkerek tipikus visszatartasa

Marker/Koncentracio Molekulatomeg II;IS\IZ\II’(C(); O/O-ﬁzxsi,séssl(z::g:tés %;%sg:iits:tztastzagzés, Cei:%ri(f:gi:;?lsi
értéke

a-kimotripszinogén (1 mg/mL) 25 000 10K >95 >95 15

Citokrém ¢ (0,25 mg/mL) 12 400 >95 >95 15

B-12 vitamin (0,2 mg/mL) 1350 <15 <15 15

Centrifugalasi korilmények: Lengbkosaras rotor (4000 x g) vagy 35°-o0s rogzitett szog(li rotor (7500 x g, 4 mL-es kezdeti
térfogat), szobah6mérséklet, n=6 (3 eszkoz gyartasi tétel atlagértéke).

A mintavisszanyerést meghatarozé tényez6k kozé tartozik az oldott protein tulajdonsagai a valasztott
eszkéz MWCO értékéhez viszonyitva, a kezdeti koncentracié és a koncentralasi tényez6. A 3. tablazat az
Amicon® Ultra-4 10K eszkozre vonatkozd tipikus visszanyerési értékeket tartalmazza.

3. tablazat Tipikus koncentratum-visszanyerés

Koncentratum Koncentralasi Koncentratumvissza-
térfogata (pL) tényezo (x) nyerés (%)
Eszkdéz Centrifu- 2 Rog- 2 Rog- 2 Rog-
Marker/Koncentracio MWCO galasi idé Lengrgl;osa- zitett LengrgI;osa- zitett Lengr(;I;osa- zitett
értéke (perc) szogu szogu szogu
Citokrom c 10K 15 76 54 52,3 76,6 97,3 98,5

(0,25 mg/mL)

Centrifugalasi kortilmények: Lengbkosaras rotor (4000 x g) vagy 35°-os rogzitett szogli rotor (7500 x g, 4 mL-es kezdeti térfogat),
szobahdémérséklet, n=6 (3 eszkoz gyartasi tétel atlagértéke). Az arnyékolt térfogatok az 1. tablazatbdl szarmaznak.
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A mintavisszanyerés maximalizalasa

Az alacsony hatékonysagu mintavisszanyerés lehetséges okai az adszorpcié okozta veszteség, a tulkoncentrdlds,
illetve hogy a minta atjut a membranon.

e Az adszorpcié okozta veszteség az oldott anyag koncentracidjatdl, hidrofdbicitasatol, a szlir6eszkoz
hémérsékletétdl és a szlir6eszkoz felliletével vald érintkezés idejétdl, a minta Gsszetételétdl és a pH-tdl fugg.
A veszteség csokkentéséhez a centrifugalas befejezése utan azonnal tavolitsa el a koncentralt mintakat.

e Ha a kezdeti minta koncentracidja nagy, a minta tulkoncentralasénak elkertilése érdekében kdvesse figyelemmel
a centrifugalasi folyamatot. A tulkoncentralds csapadékképz6déshez és mintaveszteséghez vezethet.

e Ha Ugy tlnik, hogy a minta dthalad a membranon, valasszon egy alacsonyabb MWCO-érték(i Amicon® Ultra-4 eszkozt.

A visszanyerések meghatarozasa
Az aldbbi mddszer segitségével szamithatd ki a teljes visszanyerés, a koncentratum szazalékos visszanyerése és

oldatok esetében elért visszanyerésre.

MEGJEGYZES: A megfelel§ vizsgélati technikak kozé tartozik az abszorpciés spektrofotometria, a
radioimmunvizsgalat, a térésmutatd és a vezet6képesség.

Kozvetlen tomegmérési eljaras

A legtobb hig fehérjeoldat sir(isége majdnem megegyezik a viz slrliségével (tehat 1 g/mL). Ezt a tulajdonsagot felhasznalva
a mennyiségi meghatarozasahoz mérje meg a koncentratum és a filtratum témegét, majd valtsa at az egységet grammrol

e Hasznalat el6tt kiilon mérje meg az Ures szliréeszkdz, a centrifugacsd és a koncentratum gy(ijtéséhez
hasznalni kivant lres cs6é témegét.

e Toltse meg oldattal a sz(ir6eszkozt, és mérje meg Ujra.

e Szerelje 6ssze az eszkozt, és centrifugalja az utasitasok szerint.

e Szivja fel a koncentratumot egy pipetta segitségével, és adja hozza az elére lemért koncentratumgydjté csébe.
e Vegye ki az eszkdzt a centrifugacsobdl, majd mérje meg a centrifugacsdvet és a koncentratumgy(ijté csévet.
e \onja ki az Ures eszkdz/csbvek tomegét a kezdeti anyag, filtratum és koncentratum témegének kiszamitasahoz.

e Szamitsa ki a visszanyeréseket a kévetkezd képlet segitségével a tomeg/térfogat adatok és a mért

koncentracidértékek behelyettesitésével: . o o L
4 W, = a koncentratum teljes témege a vizsgalat elott

W, x C. W, = az eredeti kiindulasi anyag tomege
koncentratum-visszanyerési % = 100 x W xcC W, = a filtrdtum tomege
o 0
W, x G C. = a koncentratum koncentraci6ja
filtratum-visszanyerési % = 100 x C, = az eredeti kiindulasi anyag koncentraci6ja
W, x C, C; = a filtrdtum koncentracidja

Osszes visszanyerési % = koncentratum-visszanyerési % + filtratum-visszanyerési %

Specifikaciok
Maximalis kiindulasi mintatérfogat Méret

Lengdkosaras és rogzitett szogl rotor Sz(ir6eszkoz a cs6ben (kupakkal zart)

(45° és 35°) 4,0 mL )

HosszUsag: 124 mm Atméré: 17,3 mm
Rogzil 6gli 23° mL " "
ogzitett sz6gl rotor (23°) 3,5 Salirbeszkdz

Tipikus végso koncentratum térfogat 50-100 pL Hosszlisag: 73,4 mm Atmérd: 17,2 mm

Maximali lati ntrifugali 0 .
aximalis relativ centrifugalis ero Felhasznalt anyagok

Lengbk 4 X Y . . - .
engokosaras rotor 000 x g Szlroeszkoz Sztirol/butadién kopolimer
Rogzitett sz6gl rotor 7500 x . s g . .
9 9 g Membran Ultracel® alacsony kotédesl regeneralt celluléz
Aktiv membranfeliilet 3 cm? i L . i
Filtratumcso Polipropilén

Filtrdtumkupak  Polipropilén
Filtratumbélés Polietilén
Sz(ré MWCO 10K
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Kémiai kompatibilitas
Az Amicon® Ultra centrifugadlis szlir6eszk6zok bioldgiai folyadékokkal és vizes oldatokkal vald hasznalatra

szolgalnak. Hasznalat el6tt ellendrizze a minta és az eszk6z kémiai kompatibilitasat. Az elérhetéségekért
latogasson el a SigmaAldrich.com/FilterChemicalCompatibility oldalra.

Termék rendelése

A termékek online, a SigmaAldrich.com oldalon vasarolhatok meg.

Leiras db/csomag Katalogusszam
8 UFC801008D
Amicon® Ultra-4 24 UFC801024D
96 UFC801096D
Figyelmeztetés

Vevdinknek alkalmazasi technoldgidkrdl és jogszabalyi Gigyekrdl legjobb tudasunk és képességiink szerint,
de elkotelezettség és felelésségvallalas nélkll adunk informaciot és tandcsot. A meglevd torvényeket és
jogszabalyokat vevéinknek minden esetben figyelembe kell vennitk. Ez érvényes a harmadik felek jogaira
is. Informacidnk és tanacsaink nem mentik fel vevlinket a felel6sség aldl, hogy ellenérizzék termékeink
alkalmassagat az adott célra.

Gyljtés és hulladékkezelés

Minden mintat egyértelmuen jel6Ini kell. A mintak kinyeréséhez és el6készitéséhez megfelel6 eszkdzoket
kell hasznalni.

MEGJEGYZES: Kovesse a potencidlisan fert3z6 vagy veszélyes bioldgiai anyaggal szennyezett targyak
artalmatlanitdsara vonatkozo 6vintézkedéseket a vonatkozé nemzetkozi, szévetségi, allami és helyi
el6irdsoknak megfelelGen.

Miszaki tamogatas

Latogassa meg a muiszaki szerviz oldalunkat a honlapunkon: SigmaAldrich.com/techservice.

A készilékkel kapcsolatos barmilyen sulyos eseményt jelenteni kell a gyarténak és a felhasznalo tartdzkodasi
helye szerinti orszag illetékes hatdésaganak.

Altalanos garancia

A jelen kdzleményben felsorolt termékekre vonatkozo garanciardl a SigmaAldrich.com/terms oldalon tajékozddhat.

Feliilvizsgalati el6zmények
2021. OKT. o IFU PRO5779 Kiadés datuma: 2021. OKT. - A PR0O5139 helyébe Iépett.

o Kiegészitve IFU, csomagolassérilési és homérsékleti hatarértékre
vonatkozé szimbdlumokkal.

e Kémiai kompatibilitds és rendelési informacidék a weboldalon.
o Kiegészitve hulladékkezelésre és panaszokra vonatkozo informaciokkal.

o Kiegészitve az egyesilt kiralysagbeli felelés személy elérhetéségével
és az UKCA szimbdlummal.

2024. MARC e 1. 4bra javitva.

e ,Felhasznalt anyagok”: Filtratumkupak felirata javitva polipropilénre.
2024. OKT. e Hozzdadasra kerilt a szimboélumtablazathoz: CH-REP, Importér, UDI.

e UKCA szimbdlum hozzaadva a cimlaphoz.

2025. JUL. e Szlovak nyelv hozzaadasa.

e Szimbolumok meghatarozasa tablazat eltavolitasa.
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(e —
Cesdtina
Uvod
Centrifugacni filtracni prostfedky Amicon® Ultra-4 10K umoznuji rychlou ultrafiltraci s moznosti vysokych
koncentraénich faktorl a snadného ziskani koncentratu z nafedénych a komplexnich matrici vzork(. Diky svému
vertikalnimu provedeni a dostupné plode povrchu membrany je zpracovani vzork( rychlé, ma vysokou vyté&Znost
vzorku (obvykle vyssi nez 90 % oproti nafedénému vychozimu roztoku) a umozniuje 80nasobné zakoncentrovani.
Obvykla doba zpracovani je 10 az 20 minut. Vertikalni provedeni minimalizuje polarizaci rozpusténé latky
(solutu) a nasledné zaneseni membrany a diky fyzické zarazce ve filtracnim prostfedku nedojde k odstredéni
az do suchého stavu a potencidlnim ztratam vzorku. Koncentrat se z rezervoaru vzorku ve filtracnim prostiedku
odebira pipetorem a ultrafiltrat se sbira v dodané centrifuga¢ni zkumavce. Prostifedek je mozné odstredit ve
vykyvném rotoru (pro optimalni funkénost) nebo v rotoru s fixnim Uhlem. Prostfedky Amicon® Ultra-4 10K jsou
dodavany nesterilni a jsou uréeny pouze k jednorazovému pouZziti.

Urcené pouziti

Centrifugacni filtracni prostfedky Amicon® Ultra-4 jsou jednorazové, ultrafiltracni filtracni prostfedky urcené
pro diagnostické pouZiti in vitro pro zpracovani biologickych roztokd o objemu v rozmezi 1-4 mL. Jsou uréeny
pro zakoncentrovani biologickych vzorkd, jako je sérum, mo¢, mozkomi&ni mok a jiné t&lesné tekutiny,

pred diagnostickou analyzou in vitro. Prostfedek je urcen k jednordzovému pouziti a profesionalnimu pouziti
v laboratofi.

Pouziti
e Zakoncentrovani biologickych vzork{ obsahujicich antigeny, protilatky, enzymy, nukleové kyseliny (vzorky

DNA/RNA, bud jedno- nebo dvoutet&zcové), mikroorganismy a zakoncentrovani kolonovych eluatd ¢&i
purifikovanych vzorkd.

e Purifikace makromolekularnich slozek extraktl tkanovych kultur a bunéénych lyzatd, odstrafiovani primeru,
linkert nebo molekuldrniho znaéeni z reakéni smési; odstrafiovani proteinl pred HPLC.

e Odsolovani, vyména pufru nebo diafiltrace.

Dodavané materialy W Vitko
Prostfedek Amicon® Ultra-4 10K je dodavan s vickem, filtracnim prostiedkem

a centrifugac¢ni zkumavkou. ey, .
FiltraCni prostredek

PotFebné vybaveni

e Centrifuga s vykyvnym rotorem (doporuceno) nebo s rotorem s fixnim Uhlem
s jamkami/adaptéry pro 15 mL zkumavky o rozmérech 17 mm x 124 mm
s kénickym dnem.

UPOZORNENI: Pfed odstfed&nim zkontrolujte, zda je kolem centrifugy
dostatecny volny prostor, aby nedoslo k poskozeni zafizeni.

—— Centrifugacni
zkumavka

e Pipetor se $pi¢kou o objemu 200 mikrolitrd (uL) pro ziskani koncentratu.

Vhodnost pro dany acel

Pro ovéreni vhodnosti pro dany Ucel se doporucuje pfedem Zzjistit vytéznost
a zkontrolovat retenci. Viz oddil ,Stanoveni vytéznosti“.

Uchovavani a stabilita

Podminky uchovavani a doba pouzitelnosti viz Stitek produktu.

Proplachnuti pred pouzitim

Ultrafiltracni membrana v prostfedcich Amicon® Ultra-4 10K obsahuje stopova mnozstvi glycerinu. Pokud tento
material s analyzou interferuje, pred pouzitim prostfedek proplachnéte pufrem nebo Milli-Q® vodou. Bude-li

i nadale dochazet k interferenci, proplachnéte jej 0,1 N NaOH a poté znovu odstifedte pufr nebo Milli-Q® vodu.
UPOZORNENI: Po naviheni nenechte membrany filtraénich prostfedkd Amicon® Ultra vyschnout. Pokud
nebudete prostfedek ihned po proplachnuti pouZivat, tekutinu ponechte na membrané az do doby, kdy bude
prostredek pouzit.
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Jak centrifugacni filtracni prostredky Amicon® Ultra-4 pouzivat

1. Do filtracniho prostfedku Amicon® Ultra pfidejte az 4 mL vzorku (3,5 mL, pokud pouzivate rotor s fixnim
dhlem 23°).

2. Filtra¢ni prostifedek s nasazenym vi¢kem vlozte do rotoru centrifugy (doporucuje se vykyvny rotor)
a podobnym prostfedkem jej vyvazte. Pred pouzitim zkontrolujte okoli centrifugy.

3. Jestlize pouzivate vykyvny rotor, prostfedek odstredte pfi maximalné 4 000 x g po dobu pfiblizné
10-20 minut.

4. Jestlize pouzivate rotor s fixnim thlem, prostifedek nastavte tak, aby membranovy panel sméroval
vzhiru, a odstfedte jej pfi maximalné 7 500 x g po dobu pfiblizné 10-20 minut.
POZNAMKA: Obvyklé doby odstiedovani jsou uvedeny na obrazku 1 a v tabulce 1.

5.

Pro odebrani zakoncentrovaného solutu umistéte pipetor na dno filtracniho prostfedku a vzorek odsajte.
Pro ziskani celého objemu pipetorem pohybujte ze strany na stranu. Ultrafiltrat je mozno uchovavat

v centrifugacni zkumavce.
POZNAMKA: Pro zaji$téni optimalni vytéZnosti zakoncentrovany vzorek odeberte ihned po odstiedéni.
POZNAMKA: Pokud filtr nechate po navlhéeni vyschnout, nemusi fungovat spravné.

Odsolovani nebo diafiltrace

K vyznamnym metodam pro odstrariovani soli nebo rozpoustédel z roztokd obsahujicich biomolekuly patfi
odsolovani, vyména pufru ¢i diafiltrace. V prostfedku Amicon® Ultra-4 je mozné odstranéni soli ¢i vyménu
pufru provést tak, Ze se vzorek zakoncentruje a koncentrat je posléze rekonstituovan v pdvodnim objemu
vzorku jakéhokoli pozadovaného rozpoustédla. Tento ,vymyvaci* proces je mozno opakovat tak dlouho, dokud
koncentrace kontaminujici mikroslozky nepoklesne pod pfijatelnou mez. Viz priklad uvedeny nize.

—_—< Pridejte 3,95 mL U
OdstFedéni k za~ 10 mM NaCl nebo 6 @
vyménného pufru @
>

Odstredéni k za-
koncentrovani

koncentrovani

—
N

4 mL roztoku 50 pL roztoku 4 mL roztoku 50 pL roztoku

proteinu proteinu o koncentraci proteinu proteinu

o koncentraci 80 mg/mL ve o koncentraci o koncentraci
1 mg/mL ve Y| 100 mM NaCl 9| 1 mg/mLvV W| 80 mg/mL v
100 mM NacCl == ——| 11,1 mM NaCl == 11,1 mM NaCl

‘W 100 mM NaCl iuj 6 11,1 mM NaCl

PRO5779w  Rev 07/25 68 of 112



Funkcénost

Obrazek 1. Typicky objem filtratu vs.

Pratokova rychlost doba odstred’ovani

Mezi faktory urcujici pritokovou rychlost patfi koncentrace vzorku, 4,0
pocatecni objem, chemicka povaha rozpusténé latky, relativni 3,5 /
odstrediva sila, Uhel naklonu rotoru centrifugy, typ membrany = 50
a teplota. K odhadu doby potfebné k ziskani daného objemu c
filtrdtu nebo koncentratu Ize pouzit obrazek 1 a tabulku 1. Doba T 25
odstfedovani vzorku o objemu 4 mL obvykle &ini zhruba 10 a? ® 50 —+—Vykyvny rotor
20 minut. V&tsina vzorku se prefiltruje b&hem prvnich 10 az z / —#Rotor s fixnim Ghlem
15 minut odstfedovani, nejnizsiho objemu koncentratu (30-75 L) = 15 /
se vSak dosahne po odstfedovani po dobu 15-20 minut. %s 1,0

© 0,5

0,0 br———r—r—r———r———————
0 5 10 15 20

Doba odstredovani (min)

Podminky odstfedovani: Vykyvny rotor 4 000 x g nebo rotor
s fixnim Uhlem 7 500 x g, pokojova teplota, poc¢ate¢ni objem 4 mL.
Pouzity proteinovy marker: Cytochrom ¢, n = 6.

Tabulka 1. Typicky objem koncentratu vs. doba odstied’ovani

Objem koncentratu (pL)

Doba odstred’ovani (min) Vykyvny rotor 4 000 x g Rotor s fixnim thlem 35° 7 500 x g
10 176 97
15 76 54
20 58 35

Podminky odstfedovani: Pokojova teplota, pocate¢ni objem 4 mL.
Pouzity proteinovy marker: Cytochrom c, n = 6 (stfedni hodnota 3 Sarzi prostfedku).
Pro vypocet vytéznosti proteinu byly pouzity hodnoty ve stinovanych okénkach v tabulce 3.

Retence proteinu a vytéznost koncentratu

Pro membrany pouZzivané v prostfedcich Amicon® Ultra je charakteristickd mezni (cutoff) hodnota molekulové
hmotnosti (MWCO); to znamena jejich schopnost zadrzovat molekuly o molekulové hmotnosti vyssi, nez je
specifikovana mez. Pokud se molekulova hmotnost rozpusténé latky (solutu) blizi hodnoté MWCO, mize byt
zadrzena pouze Castecné. Retence v membrané zavisi na velikosti a tvaru molekuly solutu. Pro vétsSinu aplikaci
je molekulovd hmotnost vhodnym parametrem pro posouzeni retencnich charakteristik. K dosazeni optimalnich
vysledkl je vhodné pouzit membranu o hodnot&é MWCO alespori dvakrat nizéi, nez je molekulovd hmotnost
zakoncentrovavaného proteinového solutu. Viz tabulka 2.

Tabulka 2. Typické hodnoty retence proteinovych markerd

. Retence (%), Doba
0,
Marker/koncentrace Molekulova M"‘(C° R,etencg (%), rotor s fixnim odstfed’ovani

hmotnost prostredku vykyvny rotor , -

uhlem (min)
a-Chymotrypsinogen (1 mg/mL) 25 000 10K > 95 > 95 15
Cytochrom c (0,25 mg/mL) 12 400 > 95 > 95 15
Vitamin B-12 (0,2 mg/mL) 1 350 < 15 < 15 15

Podminky odstfedovani: Vykyvny rotor 4 000 x g nebo rotor s fixnim thlem 35° 7 500 x g, pocate¢ni objem 4 mL, pokojova
teplota, n = 6 (stfedni hodnota 3 SarZi prostfedku).

K faktorlim, které uréuji vyt&Znost vzorku, patfi povaha proteinového solutu vii&i hodnot& MWCO pouZitého prostiedku,
vychozi koncentrace a koncentracni faktor. Tabulka 3 obsahuje typické vytéznosti prostfedku Amicon® Ultra-4 10K.

Tabulka 3. Typické hodnoty vytéZnosti koncentratu

Objem koncentratu Koncentracni faktor VytéZnost
(uL) (x) koncentratu (%)
Doba . , Rotor , , Rotor . . Rotor
Marker/ D Ok, odstiedovani  VYKYVOY g fixnim  VYKYVOY g fixnim  VYKYVOY s fixnim
oncentrace prostredku (min) Ghlem Ghlem Ghlem
Cytochrom ¢ 10K 15 76 54 52,3 76,6 97,3 98,5

(0,25 mg/mL)

Podminky odstifedovani: Vykyvny rotor 4 000 x g nebo rotor s fixnim thlem 35° 7 500 x g, pocatecni objem 4 mL, pokojova
teplota, n = 6 (stfedni hodnota 3 Sarzi prostfedku). Stinované objemy byly pfevzaty z tabulky 1.
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Maximalizace vytéZnosti vzorktl

PFi¢inou nizké vytéZnosti latky v koncentratu mohou byt ztraty adsorpci, pFili$né zakoncentrovani nebo priichod
latky membranou.

e Ztraty adsorpci zaviseji na koncentraci solutu, jeho hydrofobni povaze, teploté a dobé styku s povrchem filtracniho
zarizeni, slozeni vzorku a na hodnoté pH. Pro minimalizaci ztrat odeberte koncentrovany vzorek ihned po odstfedovani.

e Pokud je vychozi koncentrace ve vzorku vysoka, sledujte proces odstfedovani, aby nedoslo k nadmeérnému
zakoncentrovani vzorku. Nadmé&rné zakoncentrovani mize vést k precipitaci a pfipadnym ztratam latky.

e Pokud se zda, ze vzorek prochdzi membranou, zvolte prostiedek Amicon® Ultra-4 s nizsi MWCO.

Stanoveni vytéznosti

Nize uvedenym postupem Ize vypocitat celkovou vytéznost, procentudlni vytéznost koncentratu a procentuadini vytéznost
filtratu. Postup poskytuje blizkou aproximaci vytéznosti v piipadé roztokd o koncentracich zhruba do 20 mg/mL.

POZNAMKA: Mezi vhodné metody analyzy patfi absorpéni spektrofotometrie, radioimunoanalyza, stanoveni
refrakéniho indexu a konduktivity.
Metoda primého vazeni

Hustota nejzfedénéjsich roztokd proteinl je prakticky rovna hustoté vody (tj. 1 g/mL). Na zakladé této
skute&nosti Ize objem koncentratu a filtratu zjistit vdZenim a pFevedenim jednotek z gram{ na mililitry. Tento
postup je moZné pouZivat pouze u roztokd, jejich? koncentrace neptesahuje zhruba 20 mg/mL.

e Pred pouZitim zvazte jednotlivé prazdny filtracni prostiedek, centrifugacni zkumavku a prazdnou zkumavku na
ziskany koncentrat.

e Naplnte filtracni prostfedek roztokem a znovu zvazte.

e Prostifedek sestavte a odstredte podle navodu.

e Pipetorem koncentrat odeberte a preneste jej do predem zvazené zkumavky na koncentrat.

e Prostredek vyjméte z centrifugacni zkumavky a centrifugacni zkumavku a zkumavku s koncentratem zvazte.

e Odectenim hmotnosti prazdného prostredku/zkumavek vypocitejte hmotnost vychoziho materialu, filtratu
a koncentratu.

e Stanovte koncentrace solutu ve vychozim materialu, filtratu a koncentratu.

¢ Za pouziti idajli o hmotnosti/objemu a stanovenych koncentraci vypocitejte vytéznosti podle nasledujicich vzorcd:

. ) ; W, x C, W, = celkova hmotnost koncentratu pred analyzou
% vytéznosti koncentratu = 100 x ————— W, = hmotnost plvodniho vychoziho materialu
W, x C, _ g
W; = hmotnost filtratu
o) ixy o We x C C. = koncentrace koncentratu
/o vyteznosti filtratu = 100 x W, x C, C, = koncentrace pvodniho vychoziho materialu

C: = koncentrace filtratu

celkova vytéznost (%) = vytéZnost koncentratu (%) + vytéznost filtratu (%)

Specifikace
Maximalni pocatecni objem vzorku Rozméry
Vykyvny rotor a rotor s fixnim Uhlem Filtracni prostfedek ve zkumavce (uzavieny)
(45° a 35°) 4,0 mL , .
Délka: 124 mm Prumeér: 17,3 mm
o, o
Rotor s fixnim uhlem (23°) 3,5mL Filtra&ni prostredek
Typicky objem konec¢ného koncentratu 50-100 pL Délka: 73,4 mm Primér: 17,2 mm
Maximalni relativni odstiediva sila . . s
Konstrukcni materialy
Vykyvny rotor 4000 x g Filtra¢ni prostredek Kopolymer styren/butadien
Rotor s fixnim Uhlem 7500 x g , . ®
- - Membrana Regenerovana celuléza Ultracel
Aktivni plocha membrany 3 cm? s nizkou vazebnou kapacitou
Zkumavka na filtrat Polypropylen
Vicko na filtrat Polypropylen
Vystelka Polyethylen
Filtr MWCO 10K
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Chemicka kompatibilita

Centrifugacni prostfedky Amicon® Ultra jsou uréeny pro pouziti s biologickymi tekutinami a vodnymi roztoky.
Pfed pouzitim prostfedku zkontrolujte, zda je s nim vzorek chemicky kompatibilni. Vice informaci naleznete na
adrese SigmaAldrich.com/FilterChemicalCompatibility.

Objednani vyrobku

Vyrobky je mozné zakoupit online na adrese SigmaAldrich.com.

Popis ks/bal. Katalogové cislo
8 UFC801008D
Amicon® Ultra-4 24 UFC801024D
96 UFC801096D
Poznamka

Nasim zakaznikim poskytujeme informace a rady tykajici se aplikacnich technologii a pravnich predpisG na
zakladé nasich nejlepSich védomosti a schopnosti, neprebirdme ale zadné zavazky nebo odpovédnost. Nasi
zdakaznici musi ve vSech pripadech brat v Gvahu platné zakony a predpisy a dodrZovat je. Uvedené plati i pro
pfipadna prava tretich stran. Nase informace a rady nezbavuji nase zakazniky jejich vlastni odpovédnosti za
kontrolu vhodnosti nasich produktd k predpokladanému UGcelu.

Sbér a likvidace
Véechny vzorky musi byt jasn& oznaéeny. K odb&ru vzork( a jejich ptipravé je nutné pouzit vhodné nastroje.

POZNAMKA: P¥i likvidaci poloZek kontaminovanych potencidlné infekénim & nebezpeénym biologickym
materidlem dodrzujte bezpecnostni opatfeni a postupujte dle vsech platnych mezinarodnich, federalnich, statnich
a lokalnich nafizeni.

Technicka podpora
Informace najdete na nasi strance technické podpory SigmaAldrich.com/techservice.

VSechny zavazné prihody souvisejici s timto prostfedkem musi byt hlaseny vyrobci a pfisluSnému organu v zemi
uZivatele.

Standardni zaruka
Informace o platné zaruce na vyrobky uvedené v tomto dokumentu Ize najit na strance SigmaAldrich.com/terms.

Historie revizi

Rijen 2021 e IFU PR0O5779 Datum vydani fijen 2021 - Nahradilo PRO5139.
e Pridany znacky IFU, poskozeni obalu a omezeni teploty.

e K informacim o chemické kompatibilité a objednavani pridan odkaz na webovou
stranku.

e Pridany informace o likvidaci a stiznostech.
e Pfidana zodpovédna osoba v UK a informace o znacce UKCA.

Brezen 2024 e Opraven obrazek 1.

e ,Konstruk¢ni materialy": Material vicka na filtrat opraven na polypropylen.
Rijen 2024 ¢ PFidano do tabulky definic symbolG: CH-REP, Dovozce a UDI.

e Na titulni strénku byla pfidéna znacka UKCA.

Cervenec 2025 o PFidana slovinétina.

e Odebrana tabulka Definice znacek.
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(N
Polski

Wprowadzenie

Filtry wirbwkowe Amicon® Ultra-4 10K zapewniajq szybka ultrafiltracje z mozliwoscig wysokich wspdtczynnikow
stezen i fatwego odzyskiwania koncentratu z rozciefnczonych i ztozonych matryc probek. Pionowa konstrukcja i
duza aktywna powierzchnia membrany zapewniajq szybki przebieg filtrowania, wysoki odzysk (na ogét >90%
roztworu poczatkowego substancji rozpuszczonej) i 80-krotne zatezanie. Typowy czas przetwarzania wynosi
mniej wiecej 10-20 minut. Pionowa konstrukcja ultrafiltra ogranicza polaryzacje substancji rozpuszczonej oraz
blokowanie membrany (fouling), a blokada w obrebie filtra zapobiega odwirowaniu roztworu do sucha i utracie
prébki. Koncentrat pobiera sie pipeta ze zbiorniczka na prébke, natomiast ultrafiltrat gromadzi sie w dostarczonej
probowce reakcyjnej. Urzadzenie mozna wirowa¢ w wiréwkach z koszami wychylnymi (rotor wychylny) (dla
uzyskania optymalnej wydajnosci) lub o statym nachyleniu (rotor katowy). Urzadzenia Amicon® Ultra-4 10K sg
dostarczane w stanie niejatowym i sq przeznaczone wytacznie do jednorazowego uzytku.

Przeznaczenie

Filtry wirbwkowe Amicon® Ultra-4 sg jednorazowymi urzadzeniami filtracyjnymi do zastosowan w diagnostyce
in vitro stuzacymi do przetwarzania roztwordw biologicznych w zakresie objetosci 1-4 mL. Przeznaczone sg do
zatezania prébek biologicznych, takich jak surowica, mocz, ptyn mdzgowo-rdzeniowy oraz inne ptyny ustrojowe
przed analizg metodami diagnostyki in vitro. Urzadzenie przeznaczone do jednorazowego uzytku i stosowania
przez profesjonalne laboratorium.

Zastosowania
e Zatezanie probek biologicznych zawierajacych antygeny, przeciwciata, enzymy, kwasy nukleinowe (DNA/RNA
jedno- lub dwuniciowe), drobnoustroje, eluaty w chromatografii kolumnowej i oczyszczone préobki substancji.

e Oczyszczanie zwigzkéw makroczasteczkowych z wyciggdéw hodowli tkankowych i lizatéw komdérkowych,
usuwanie primerdw, linkeréow lub znacznikdw molekularnych z mieszaniny reakcyjnej oraz odbiatczanie przed
HPLC.

e QOdsalanie, wymiana buforu lub diafiltracja.

Dostarczane materiaty

Urzadzenia Amicon® Ultra-4 10K sg dostarczane z korkiem, urzadzeniem
filtracyjnym i probéwka wirdwkowa.

Wymagane wyposazenie

e Wiréwka z koszem wychylnym (preferowana) lub o statym nachyleniu ze
studzienkami lub uchwytami na probdwki o dnie stozkowatym, wymiarach
17 x 124 mm i pojemnosci 15 mL.

Probdéwka reakcyjna

PRZESTROGA: przed wirowaniem nalezy sprawdzi¢ swobode ruchu koszy ) ‘
(do wirowania)

rotora, aby nie dopusci¢ do uszkodzenia urzadzenia.
e Pipetor z koncowka 200 mikrolitréw (uL) do odzyskiwania koncentratu.

Przydatnos¢ metody

Na podstawie wstepnych wynikéw badan odzysku i retencji potwierdzono
przydatnos$¢ metody do opisanych zastosowan.
Patrz punkt ,Metoda oznaczania odzysku”.

Przechowywanie i stabilnos¢
Sprawdzi¢ warunki przechowywania i okres trwatosci na etykiecie produktu.

Plukanie przed uzyciem

Membrany ultrafiltracyjne w urzadzeniach Amicon® Ultra-4 10K zawierajg $ladowe ilosci gliceryny. Jesli ten
materiat zaktdca analize, przed uzyciem nalezy przeptukaé urzadzenie buforem lub woda Milli-Q®. Jesli zaktdcenia
wystapig ponownie, nalezy przemy¢ 0,1 N NaOH, a nastepnie ponownie odwirowa¢ bufor lub wode Milli-Q®.
PRZESTROGA: nie dopusci¢ do wyschniecia membrany w urzadzeniach filtracyjnych Amicon® Ultra po
zamoczeniu. Jezeli urzadzenie nie jest uzywane niezwtocznie po ptukaniu, na membranie nalezy pozostawic ptyn
do momentu uzycia urzadzenia.
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Sposob korzystania z filtrow wirowkowych Amicon® Ultra-4

1. Doda¢ do 4 mL prébki (3,5 mL, jesli uzywany jest rotor o statym nachyleniu 23°) do urzadzenia filtracyjnego
Amicon® Ultra.

2. Wiozy¢ do wirdwki (preferowana wiréwka z koszem wychylnym) gotowy ultrafiltr zamkniety korkiem i
zrownowazy¢ podobnym urzadzeniem. Sprawdzi¢ swobode ruchu wirdwki przed uzyciem.

3. W przypadku stosowania rotora z koszem wychylnym wirowa¢ urzadzenie z maksymalng, sitq,
wirowania 4000 x g przez mniej wiecej 10-20 minut.

4. W przypadku stosowania rotora z koszem o statym wychyleniu filtr nalezy wiozy¢ tak, aby panel z

membrang byt skierowany ku gorze i odwirowa¢ z maksymalng sita wirowania 7500 x g przez mniej wiecej
10-20 minut.

UWAGA: patrz Rysunek 1 i Tabela 1, aby zapoznac sie z typowymi czasami wirowania.

5. Pobieranie substancji rozpuszczonej z zatezonego roztworu: wprowadzi¢ pipete do dolnej czesci ultrafiltra i

pobrac prébke, przesuwajac koncowke pipety z boku na bok. Ultrafiltrat mozna przechowywac w probéwce
reakcyjnej.

UWAGA: aby zapewni¢ maksymalny odzysk, zatezong probke nalezy pobrac¢ bezposrednio po zakonczeniu
wirowania.

UWAGA: filtr moze nie dziata¢ prawidtowo, jesli wyschnie po zmoczeniu.

Odsalanie lub diafiltracja

Odsalanie, wymiana buforow i diafiltracja to istotne metody eliminacji soli lub rozpuszczalnikow w

roztworach substancji biologicznych. Usuniecie soli lub wymiane buforéw mozna przeprowadzi¢ w urzadzeniu
Amicon® Ultra-4 poprzez zatezenie probki, a nastepnie odtworzenie koncentratu do pierwotnej objetosci probki
dowolnym rozpuszczalnikiem. Proces ,ptukania” mozna powtarza¢ do uzyskania zadowalajacego obnizenia
stezenia substancji zanieczyszczajacej. Patrz przyktad ponizej.

Dodac¢ 3,95 mL 10 mM U
roztworu NaCl lub 6

buforu wymiennego @
> —

50 pL roztworu
biatka 80 mg/mL
w 100 mM
roztworze NaCl

Odwirowac, aby
zatezy¢ roztwor

Odwirowac¢, aby
zatezy¢ roztwor

4 mL roztworu
biatka 1 mg/mL
w 100 mM
roztworze NaCl

4 mL roztworu
biatka 1 mg/mL
w1l,1 mM
roztworze NaCl

50 pL roztworu
biatka 80 mg/mL
w1l,1 mM
roztworze NaCl

—— = | 100 mM = = 11,1 mM

U U roztwér NaCl v U roztwér NaCl
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Wydajnosc¢

L Rysunek 1. Typowa objetos¢ filtratu w por.
Natezenie przeptywu Z czasem wirowania

Czynniki wptywajace na natezenie przeptywu obejmujq: stezenie 4,0

probki, objeto$¢ poczatkowg, wiasciwosci chemiczne substancji 3s /
rozpuszczonej, wzgledna site wirowania, kat wzgledem rotora, —
rodzaj membrany i temperature. Rysunek 1 i Tabela 1 mogaq stuzy¢ TE' 3,0
do oszacowania czasu wymaganego do uzyskania danej objetosci ~
) . - s A 3 2,5
filtratu lub koncentratu. Typowy czas wirowania probki o objetosci s
4 mL wynosi mniej wiecej 10-20 minut. Pozadane zatezenie 52,0 +§2:2:§ tzz:g ‘(’)"’;::;"::’m
probki najczesciej uzyskuje sie po 10-15 minutach wirowania. o s / " nachyleniu Y
Jednak w przypadku koncentratéw o niewielkich objetosciach 8 /
(30-75 L) konieczne jest wirowanie przez 15-20 minut. _"@; 1,0

8 0,5

0,0 fr—+——++——+r++—+7——
0 5 10 15 20

Czas wirowania (min)
Warunki wirowania: rotor z koszem wychylnym, 4000 x g lub
rotor z koszem o statym nachyleniu, 7500 x g, temperatura
pokojowa, objetos¢ poczatkowa 4 mL.
Uzyty marker biatkowy: cytochrom c, n = 6.

Tabela 1. Typowa objetos¢ koncentratu w por. z czasem wirowania
Objetos$¢ koncentratu (pL)
Czas wirowania (min) Rotor z koszem wychylnym 4000 x g Rotor z koszem o stalym nachyleniu 35° 7500 x g

10 176 97
15 76 54
20 58 35

Warunki wirowania: temperatura pokojowa, objeto$¢ poczatkowa 4 mL.
Uzyty marker biatkowy: cytochrom ¢, n = 6 (wartos¢ $rednia z 3 partii urzadzen).
Wartosci objetosci w zacienionych polach wykorzystano do obliczenia odzysku biatek w tabeli 3.

Retencja biatek i odzysk koncentratu

Membrany stosowane w urzadzeniach Amicon® Ultra charakteryzujg sie wartoscig graniczng masy
czasteczkowej (MWCO); oznacza to, ze majg one zdolnos¢ do zatrzymywania czasteczek powyzej okreslonej
masy czasteczkowej. Substancje rozpuszczone o masach czasteczkowych zblizonych do MWCO mogg by¢
zatrzymywane jedynie czesciowo. Retencja na membranie zalezy od wielkosci i ksztattu czasteczki substancji
rozpuszczonej. W przypadku wiekszosci zastosowan masa czasteczkowa jest wygodnym parametrem stuzacym
do oceny charakterystyki retencji. W celu uzyskania najlepszych wynikéw nalezy stosowa¢ membrany o
wartosci MWCO co najmniej dwukrotnie mniejszej niz masa czasteczkowa substancji biatkowej w roztworze
przeznaczonym do zatezania. Patrz Tabela 2.

Tabela 2. Typowe wartosci retencji markeréw biatkowych

Masa Wartosé Retencja (%) - Retencja (%) - Czas
Marker/stezenie czasteczkowa MWCO rotor z koszem rotor z koszem o wirowania
a ultrafiltra wychylnym statym nachyleniu (min)
a-chymotrypsynogen (1 mg/mL) 25 000 10 K > 95 > 95 15
Cytochrom c (0,25 mg/mL) 12 400 > 95 > 95 15
Witamina B12 (0,2 mg/mL) 1350 < 15 < 15 15

Warunki wirowania: rotor z koszem wychylnym 4000 x g lub rotor z koszem o statym wychyleniu 35° 7500 x g, objetos¢
poczatkowa 4 mL, temperatura pokojowa, n = 6 (warto$¢ érednia z 3 partii urzadzen).

Czynniki wptywajace na odzysk prébki obejmuja: rodzaj rozpuszczonej substancji biatkowej i warto$¢ MWCO
wybranego filtra, stezenie poczatkowe oraz wspdétczynnik zatezenia. Tabela 3 przedstawia typowe wartosci
odzysku dla urzadzenia Amicon® Ultra-4 10K.

Tabela 3. Typowe wartosci odzysku dla koncentratow

Objetos$¢ koncentratu Wspoéitczynnik 0Odzysk koncentratu
(ML) zatezenia (x) (%)
Wartos¢ Czas Rotor z Rotor z Rotor z
Marker/stezenie MWCO wirowania koszem S':;::y koszem SIE;:Y koszem S'E;iy
ultrafiltra  (min)  wychylnym wychylnym wychylnym
Cytochrom c 10 K 15 76 54 52,3 76,6 97,3 98,5

(0,25 mg/mL)

Warunki wirowania: rotor z koszem wychylnym 4000 x g lub rotor z koszem o statym wychyleniu 35° 7500 x g, objetos¢
poczatkowa 4 mL, temperatura pokojowa, n = 6 (wartos¢ srednia z 3 partii urzadzen). Wartosci objetosci w zacienionych polach
skopiowano z Tabeli 1.
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Maksymalizacja odzysku prébki
Niewielkie wartosci odzysku z koncentratu mogg wskazywac na utrate substancji rozpuszczonej wskutek
adsorpcji, nadmiernego zatezenia lub podczas przechodzenia substancji przez membrane.

e Straty wskutek adsorpcji zalezg od stezenia i wtasciwosci hydrofobowych substancji rozpuszczonej,
temperatury, czasu kontaktu substancji z powierzchnig urzadzenia filtracyjnego, sktadu oraz odczynu pH
probki. Aby zminimalizowac straty substancji, zatezong probke nalezy pobra¢ bezposrednio po zakonczeniu
wirowania.

e W przypadku roztworéw o wysokim stezeniu poczatkowym nalezy obserwowac stan probki podczas wirowania,
aby nie dopusci¢ do nadmiernego zatezenia roztworu. Nadmierne zatezenie moze skutkowaé wytracaniem
substancji i utrata przydatnosci diagnostycznej probki.

o Jesli wydaje sie, ze prébka przechodzi przez membrane, nalezy wybraé urzadzenie Amicon® Ultra-4 o nizszej
wartosci MWCO.

Metoda oznaczania odzysku

Ponizej przedstawiono metode obliczania odzysku catkowitego, odsetkowego odzysku koncentratu oraz
odsetkowego odzysku ultrafiltratu. Podana metoda pozwala na precyzyjne przyblizenie wartosci odzysku dla
roztwordéw o stezeniach mniej wiecej 20 mg/mL.

UWAGA: odpowiednie techniki testowe obejmujg spektrofotometrie absorpcyjng, test radioimmunologiczny,
wspotczynnik zatamania i przewodnictwo.

Wazenie

Gestos¢ wiekszosci badanych roztwordw biatek jest zblizona do gestosci wody (tj. 1 g/mL), a zatem objetosci

stezonego roztworu i filtratu mozna szacowac ilosciowo na podstawie pomiaru masy po przeksztatceniu jednostek

z gramow na mililitry. Metoda ma zastosowanie wytacznie dla roztworéw o stezeniach nieprzekraczajacych mniej

wiecej 20 mg/mL.

e Przed uzyciem nalezy zwazyc¢ oddzielnie pusty ultrafiltr, probéwke reakcyjng oraz pustg probowke na
koncentrat.

e Napetnié¢ ultrafiltr roztworem i ponownie zwazy¢.

e Zmontowac i odwirowac ultrafiltr zgodnie z instrukcjami.

e Pobrac koncentrat pipetg i przenies¢ do uprzednio zwazonej probowki na koncentrat.

o Wyjac ultrafiltr z probdwki reakcyjnej i zwazy¢ probowke reakcyjng oraz probdowke na koncentrat.

e Aby obliczy¢ mase materiatu poczatkowego, ultrafiltratu i koncentratu, nalezy odja¢ mase pustego ultrafiltra/
probdwek.

e Okresli¢ stezenie badanej substancji na podstawie oznaczen stezen materiatu wyjsciowego, ultrafiltratu oraz
koncentratu.

e Obliczy¢ wartosci odzysku na podstawie parametrow masy i objetosci oraz zmierzonych stezen:

W, x C W, = catkowita masa koncentratu przed oznaczeniem

% odzysku koncentratu = 100 ><W0 C, W, = masa oryginalnego materiatu wyjéciowego
W; = masa filtratu

W x C;
ﬁ C. = stezenie koncentratu

o X Lo C, = stezenie oryginalnego materiatu wyjsciowego
C; = stezenie filtratu

% odzysku filtratu = 100 x

odzysk catkowity (%) = odzysk koncentratu (%) + odzysk filtratu (%)

Charakterystyka techniczna
Maksymalna poczatkowa objetosc¢ prébki Wymiary

Rotory z koszem wychylnym lub o statym Ultrafiltr w probéwce zamknietej korkiem

. . 4,0 mL
o o I ,

nachyleniu (45° 1 35°) Dtugosé: 124 mm Srednica: 17,3 mm

Rotor z koszem o statym nachyleniu (23°) 3,5 mL Ultrafiltr
Typowa objetos¢ koncowa koncentratu 50-100 pL Dhugoéé: 73,4 mm Srednica: 17.2 mm
Maksymalna wzgledna sita wirowania Materiatly zastosowane w konstrukcji

Rotor z koszem wychylnym 4000 x g Ultrafiltr Kopolimer styren/butadien

Rotor z koszem o statym nachyleniu 7500 x g Stabo wiazaca celuloza

Membrana aza

Obszar aktywny membrany 3 cm? regenerowana Ultracel®

Probéwka na ultrafiltrat Polipropylen

Korek probowki na

ultrafiltrat Polipropylen
Warstwa aktywna Polietylen
probdwki na ultrafiltrat Y

Filtr MWCO 10K
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Kompatybilno$¢ chemiczna

Urzadzenia wiréwkowe Amicon® Ultra sg przeznaczone do stosowania z ptynami biologicznymi i roztworami
wodnymi. Przed uzyciem nalezy sprawdzi¢ kompatybilnos¢ chemiczng prébki z urzadzeniem. Szczegoétowe
informacje mozna znalez¢ na stronie SigmaAldrich.com/FilterChemicalCompatibility.

Zamawianie produktow
Kupuj produkty online na stronie SigmaAldrich.com.

Opis Ilos¢/op. Numer katalogowy
8 UFC801008D
Amicon® Ultra-4 24 UFC801024D
96 UFC801096D
Uwaga

Przekazujemy naszym klientom informacje i porady dotyczace zastosowan technologicznych i kwestii
regulacyjnych zgodnie z naszg aktualng wiedzg i mozliwosciami, jednak bez zobowigzan i odpowiedzialnosci.
Nasi klienci powinni zawsze stosowac sie do obowigzujacych przepiséw i regulacji prawnych. Dotyczy to rowniez
wszelkich praw stron trzecich. Nasze informacje i porady nie zwalniajg naszych klientéw z odpowiedzialnosci za
sprawdzenie przydatnosci naszych produktéw do okreslonych celéw.

Odbior i utylizacja
Wszystkie probki muszg by¢ wyraznie oznaczone. Do pobierania i przygotowania probek nalezy uzy¢
odpowiednich instrumentéw.

UWAGA: nalezy przestrzegac srodkdw ostroznosci dotyczacych utylizacji elementéw skazonych materiatami
potencjalnie zakaznymi lub stanowigcymi zagrozenie biologiczne zgodnie ze wszystkimi obowigzujacymi
przepisami miedzynarodowymi, federalnymi, stanowymi i lokalnymi.

Wsparcie techniczne

Zapraszamy na strone serwisu technicznego w naszej witrynie internetowej pod adresem
SigmaAldrich.com/techservice.

Kazdy powazny incydent dotyczacy tego urzadzenia powinien zostac zgtoszony producentowi i wtasciwemu
organowi kraju, w ktérym uzytkownik ma siedzibe.

Standardowa gwarancja
Gwarancja dla produktéw wskazanych w niniejszej publikacji znajduje sie pod adresem SigmaAldrich.com/terms.

Historia zmian
pazdziernik 2021 r. e IFU PR05779, Data wydania: pazdziernik 2021 r. — zastgpiono wersjg PR05139.

e Dodano symbole IFU, uszkodzenia opakowania i limitu temperatury.

e Punkty ,Kompatybilno$¢ chemiczna” oraz ,Zamawianie produktow” zostaty powigzane
ze strong internetowa.

e Dodano informacje dotyczace usuwania i reklamacji.

e Dodano informacje dotyczace osoby odpowiedzialnej w Wielkiej Brytanii i symbolu
UKCA.

marzec 2024 r. e Poprawiono Rysunek 1.

e ,Materiaty zastosowane w konstrukcji”: zmieniono tekst dotyczacy korka probdéwki na
filtrat na , polipropylen”.

pazdziernik 2024 r. e Dodano do tabeli definicji symboli: CH-REP, Importer, UDI.

e Dodano symbol UKCA na stronie tytutowej.

lipiec 2025 r. e Dodano jezyk stowenski.
e Usuniegto tabele , Definicje symboli”.
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IxC®IC

Amicon® )L +S-4 10KIZDR 712 —T /N1 R B WERHRED RSN BIRES S OEM 2 7L M)y I D5 ORER
EURHDBZICTEIZMEEEIFE ARLBENZBEZRBELEI. EERT AV ERAFIBRIRERX VT L ORERIZGEWT > TILAL
E. BW\WH U 7ILEIUE (FEAPELARD SBEI%IU ) K U80EDiEMEEE N it L £ T2 %M A NIBRRTI$10~200TY,
AEMEELOEETEIXTLYDT7I) IS BB R T YA VRO TRIEICHRD T, 7oL 2 —F /N1 RIS 2215 LEERE
HZDT. REVNLBERE LU VT IBROT M ZHFE T RAZBRMNIBEINORODBERBREICINETNTIKD
CRIRFICGEMBARIZERY N EFRLTI N E—TNA AT VT ILBRHSEINTE LT, 7 /1 UL (REAMERENESNB) X1V T
NTYRRA FREBEEAO—2—H TEOTEFET.Amicon® I)L+S5-4 10KF N1 RIF GERE TR SN TE D 1B D AHER T
BETY,

B&

Amicon® Ultra-42 0 710 L Z—FT N1 R 1~4 mLOBEDEYFNAR T Y EMOZKBICLET S EWMETOI I
A—XBEAZBTAINE—TNAZATYT, CNEDT/NA U, MIE RN B R, b L UZDMOER R EZ > EFOSZK a0 2R
TR EENELTVET,CORRIESVIILA—XT . SROEMABEICKZERZERLTVET,

TI)r—o3>

o HIRHUK B S (B X112 A DODNA/RNAY VFIL) AW, DS LAER. BEOBRY U TILEZSATEYY VT
DEHE

o MRS EME TR SN DBELARIICE 1T 38N FRODBE.RIGEEMICEITET SAIP) v H—#P D FIRILDBR
K. BLUHPLCEID RNV BlRE

o BB Ny T7—3H oIBR8

Hiaam

Amicon®JJLtZF-4 10KTFNA RIS F vy S TN E—F NI RE LR DERE THERIN
TWE9d,

WELIER

e 17mm X 124 mm®D15 mLA#EARE RN TIZVTIL/FrUT DRV IN
Ry bO—42— (#5) £ ZBEEAO—2— T E0ROE
ER RO P OSBRI BEICT IREF Ty I LTS L,

o SEMEREIUNDI=8.200%1 70Uy ML (UL) kiEhH B E Ry~

B

EREMICEALTVSDERRICT 570 BHOBINS & RISOHBRT 3T L EHEL
ia—c

MENREEERBILT 35HI Ot 2 B BRI,

FRESLUREN
RER M CEMIRICOVTIE BB AL E B I,
Fik

Amicon® JJ)L+Z-15 10KT/NA ZDBRAZBA L TL UG HEDTIVEU D ZEATWES. COMBLNDHETIT 3158 1E /Y
T7—FBMIlli-QOKTTNAREFHRL TSV EDH<IHEIE.0.1N NaOHTY VR L EBICNyT7— E 1 IEMilli-Q®K T
EDEERZE L TEEL,

AR AMicon® VILES TN E—TNAZD TN =3 —EFRS LIcSRBR T ER VTSIV FRDOERICT N REFED AL
BRI TNARZFERTEETRAY T LY LICRIEFZRELTELTLIETL,

PRO5779w  Rev 07/25 77 of 112



D
Amicon®IILES-4B DR 7L E—F N1 ADERE

1. 4mLQ3EEAO—2—XEFEADHEE3.5 ML) UTOH > FILEAMICON®IILEF-4T7 1)L Z—F N1 RN Z £ 55
2. FyvTERIFTIAIINEZ—TNA DR LA—F—ICBDTET (R IN Ty bR EHRE) FEOTNAITNZVXZLD
FIFEAREFNICRODBO T SEERERLTIET L,
RAT Ny b O—2—%ERAT 35S 5 KA4,000 X gTH10~200EEEZ I B TR T L,
4. BEEAO—F—ZERTIHE ATLUNXIID EZAKEST/NARZEDFIF. &R KT,500 X gTH10~200 EEERIET
<I2E0,
EEENEORBREIE KIS IORIEBRBLTIEIL,
5. BiEagzhiNd37OIliE T0IILZ—FTNARODERICERY M EFRAL EAARICHH LANSLEERVENS LS.
FEEAREINZITOTIE TV RAZBRIFGRODBEARE ICRETITET
FIREREND D GRODBEDR TRIZTIEICBISRBEY VIV ERDH L TIE S W,
FEIUESLIE T E—DZOREIRLTLES L T EZ—HDELEEELAVWRNAH D £T,
B8 & 7= (335 518
BRE Ny 77— 3B A B EF D FEECARICE VW TE X ISARERETZEERFETTAmicon® JILES-4

TNAREFESTHBEIBORESLIVONY T7 - W T 2R B L RICERR e HELDOBRE TTOT U TILEXTHETIL

TRITTEL G U2y a7 UM 07O RISGEBOBRED FAENTDICERIND T THRORLTERTUTOHZSREL
TLIETL,

3.95mLD10 mM U

NaClFE = 1332/ \y 5

T7—%EMRAET @
> —

100 mMM®NaClH 100 mM®NaCldic, 11.1 mM®NaClHic, 11.1 mM®NaClsh

2.4 mLD1 mg/mL 50 uLD80 mg/mLE> 4mLD1 mg/mLZ> IC.50 uLd
BUNDE No& No& 80 mg/mLEVINOE
= = 100 MM®NaCl = 11.1 mM®Nacl
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k3
i3 B 1 —ARE A E TR O BERY
FRICHETIERL LTI Y7L BAS R AN E. A8 0 )
SHEOAGEOHO— 2B AV TLYDEA T B LRETT ML R1D 3.5
SIFTERBORRE SRR EGE DIV BRI TEE 30
Fod MLOY > T IL TOIEEN LR OREIE HI10~200TT. Z2<DHVTFILT .
BEAOEONS510~155TABINFTH RLEVERHREE E 25 -
(30~75 pb) ICET 3OIFEOBIAN 515~ 205 TT, B 2.0 e ATYINTYRAZS
@ / = EEAO—F—
',lf% 1.5 /
0 1.0
0.5
o0 ¥
0 5 10 15 20

B O (9)

BIOEM RV NR Iy bO—4— (&10:714,000 X g) £zl
BEAO—4— (EDH7,500 X g) . Ei&.FIAES mL,
2 NOBI—H— T hI0OLcn=6,

K1, —RELIEREENE DR

BEEE (L)
O (9) 2LV N rybO—42—= 4,000 X g 35°BEEAO—4—7,500 X g
10 176 97
15 76 54
20 58 35

B ER FHBRE4 ML
BYUNIBEI—H— ¥ rI0L4LCn=6(FN1XOY F3DDFEHIE) .
REDBBIFRITODR /NI BEINOFHEICER.

2NV BRIFLRMEREIRE

Amicon® TILESTFNARUCHERD XV IL U B FEAY AT (MWCO)H BB LICEDFBFIF SN TV E L TADEHEIN
IR FREEIDASLNFERIFT BN HDE T MWCOEFEDD FEZRHDBFEIFIBOBICLAMRIFINEL A AL TLVOR
RN AEOD FH A XERICEKEFLEF T BT T VT —2as it B VT S FENMRIHFEOFHEICHER BRI L/\TX—42
EBDETIRBETFEDIVNVEBREDDFEELDODLLDFNUTOMWCODALTL > DEREHEL 9. R2EBRLTK
I,

K2, FUNIEI—N—DIFHEREFE

I—h—[BE BFE  FNAAMWCO % fRF XTI NTyrR % RF BES BOEEG)
TILT7 FERITS /=42 (1 mg/mL) 25,000 10K >95 >95 15
> +o04c(0.25 mg/mL) 12,400 >95 >95 15
E4%=>B-12 (0.2 mg/mL) 1,350 <15 <15 15

BIOEM TNy bO—4— (210774,000 X g) £ IF35°OEEAO—2— (&0/17,500 X g) FtaE4 mL ER.n=6 (F/N1ZXOYF3DD
FHE) .

BUFINDEIRERETZERIE. VNI EAEORFEICH LORIRS NI T /N1 ZDOMWCO. BIARFDEE GEMRERER AR EHH D
F9,R3IE . Amicon®IJL+5-4 10KT /N1 ZADEIUREDIZHEEETEH L TLE T,

R3. RENLEMRREIRE

BREEE (L) IEREERE(X) IEHEREINE (%)
I—h—[BE TFTNAAMWCO EDEE (D) XIYINTryhd EBEH X1V INTryh BEB XAV INT7vh EBEESH
T ho0Olc
(0.25 mg/mL) 10K 15 76 54 52.3 76.6 97.3 98.5

BOEG RO Ny bO—4— (210774,000 X g) 7 IF35°OEEAO—2— (&0/17,500 X g) FtaE4 mL ER.n=6 (F/N\1ZXOvF3DD
FE) KB DOBRRIFRINSFHHED,
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B TNERDEKIE
BREICE BBV Y TIVEIREDORRE L LTI BB ISP BRIBME. F7c 3V TILDAX VT L2 EB LIATREED H D £ T,

o REBKORRIIAERE.BRKECRE. BLUT LI —TN\AIRE EOFMEERE. T FILER B L UpHTIBREZR/NR
ISR BTeDICORDDRER I ITREY VT ZRDH LTS L,

o BTV TILDBEENEWSEOBEREZEIT3OIOELOTAOtAZRCEZZ— LKLV BEETIROLRE LU VT
BROAREMENTTEX,

o YUTIUDALTLVZFBLTVWSLBDONBIHEIF LDELMWCODAMIcON®IIL ~T-47 /N1 X2 BIRL TSV,

EREDEEILSE

TR oREERL. G5 EIINEGEMREENE 5L U0BEIIREZFE LTI TV COFIBZRT LORBED RARI20 mg/mLYL

TOBERTOEIUNEDELUED HHD XS,

FEYRT YR LTS B E DT R G RE . BIT R L MEERBENHDET,

ERESENEFIE
FREDEYNIEDREIZIKOEE (8051 g/m)ICIFIFELVHDOTT . COMBEZFAL BRRBLUZBRAENDETE
OB ZISLNEIV) Y MABRLTEEN TEER T COF A K20 mg/mLUTOREZHDARICRDBEIH T,

o FEAFICEDTAINE—TNARGELDBHARE . EBREINAOEHREDES @RIV ET,
o JAINA—TNAREBRCTHEILBEESZH>TLIETL,

o BURWVERICE VL TNA R B DD B E AL TTE S L,

o ERvA—ZFERALTERREZED B> THELLEREINABF2—TITFAL TS,

o TNARZRLDBEBRENSIOALGEDDHABRE L BREEINEF1—TOESEHDET,

o EFNAR/ABEOETES IS HEYE. 2ER. BLPBBROESZHELE T

o FIRYIE. AR LVBBRET v A LTCARDREEZRELE T,

o BE/RET ABIVAELCEEZFE>TROLSICENEZAELET:

W, X C e g ST o T
% EEERDEINE = 100 X ———— W, =7y RO REROEES
o= W, X C, W, = OB ENER
Wf X Cf Wf: BK@EE
% ZARDEYNEE =100 X W C.= EERDERE
C,= TTORBEMDEE
% HAEIUNE = % EHERDEIINE + % ZKRDEIURE Ci=2RDIEE
i
BRKHBYUTILEE Tk
ZAVINTy B LVBEEAO—Z— HBREICHZ T IINE—TNAR (FryTHE)
(45° BT 357) 4.0mL
RTI124mm BEf£:17.3mm
BEfAO—42— (239 3.5mL A%
5 5 BEEETE N ~
RENCRCRRAER >0~100 ut ET:73.4mm BEf:17.2mm
RAEMNEON P
OINT — = X . o N
ATXTNTYR A= 000X g TANE—FNAR TRURRFLY[TEITY
—] —_ —_ X .
EEAD—% 1,500 g XTI Ultracel® EiEEMOBEILO—X
$ -~ 1S 2
EEXT L VER 3cm —— HUFOPLY
A2BFvy S RryFOorLy
ABRSA=TM RUIFLY
TaILZ— MWCO 10K
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tFBES

Amicon® )L ZZ DTN RIS EERE L UACERBICERA TN TOETFEARIC. TNTREY VT ILOLEEEHEZ AT
72 TV E#& S ld SigmaAldrich.com/offices# &L 2 S LY,

B mIEXIEER
BIRFA >S5 SigmaAldrich.com MBTEALIEI L,
nE TIEHNL hanJEs
8 UFC801008D
Amicon® Ultra-4 24 UFC801024D
96 UFC801096D
AEERE

BERICRHIN A FEMERS S VERBROABICOTELTUIATREARRDREZRCLTEDEIT N ASDERFIIETEE
SHDTIRIBDFEABBERITEREREZEFL LTV CNIZE=ZE0HERNICEAL THEE T, YHHRHEDOBRE B S I3 Y
HEROEEFERBNICH T 32BN S EHRERIERTIEXEEODTIEHD EFE A

BUREBEERE

YO FILIEBBBRIC I ARNILFITFINTVWABESICLTIET VU U T ILOES ERARICISBY) R EBE X FERALT/E3I LY,
EIRPROBNDH B FISERAERYE I ZY T IEE. E. 5 BARORGICRE-o TR BEEL TSV,

B R—k

BT T A FOEMT —EXDR—JIETHB5 T SigmaAldrich.com/techservice o
COKBICETIEABRERIIIANTCHEE L. I—Y—DOFREEDZYYUBICRE L TIE IV,

EE{REE

ANERHORBITEAINBRILICDWTIE. SigmaAldrich.com/termsz ZEL7E 3L,

eRET R R
20214108 o IFU PRO5779 #1TH20215 108 - PRO5139ICE 3
o IFUNWT—2 Y J1E18 RERE DTS Z B
o EFBEEMLIENHEZTITIFAMIIIY
o REHL EBEREEM
o HEEYE L UKCATSIEREBM
2024438 o M1%{EIE
o MERMMEL ARFrvIDTEAER)TOELVIEE
20245108 o BB DEBKODKICEMCH-REP. A E. UDI
o AARILR—TICUKCASES ZIBN
20255 7H o AORZT7EEEM

. ESOEKRORZHIR
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2574
5=
Amicon® Ultra-4 10K B0 i823 BB IRIEBISINEE, AEBARIRSHIRERY, 2 FMNERRNERNERAGHITREREIUW. H
B2t LUK P RYIB R R E AR RE R (IR IR A MBS AT MBI CBE AT 90% MBEMIAR) , Fraedt T 80 {HR4E, it
BIYRAERTIE A 10 F 20 D8 BRI R AR TA BRI K 2 [EE M AVIB IR R, DI B R A IR I sl =B b TR 8RhEss
o E R mTIRFLERF RRR RAER TSR E ML TR BV MBI S, BRI RN WSS ZIFTR AV OB P 2R BRI
1B (PR REIERE) SNE AE FHIERE.Amicon® Ultra-4 10K XERBTEIEE, RE—RER,

PR A%
Amicon® Ultra-4 B OadiBEER —R M. SREANBIERE, BTSN, A2 1-4 mL FIERENAEYER. AR
(RIMZER A 2 BIARGEE YR, FIENINIE . FRIR . I E RN E b AR R RBREL W ARERAN—RIEIRE.

FzF

o TREESBTUR UK EE LR (PHRTUXAK DNA/RNA BER) (I EY R RAIA U RV E R

o AP FEREVRMARRBRPNARD FRD, MRECEERPERS Y. EZSED FIRE, FHPLCZ R RREBR
o [RE.ERENKBIE

Frig {&a941%} o =7
Amicon® Ultra-4 10K £E8FE— P EF. —MEIESN— T BELE,

P&

o HEER (B REAREFHB LR, URATUBEH1IT mm X 124 mm 15 mL #EI
BRIl A E R
AR IATEREBOIRPRIFRE, FEIRETIFREER.

o HH 200 fHFA (UL) RIGEIERE, BFREREIUK

SR
SIRRRITUE RIS A, BIGHTHS MBI ik
BB M RLEI 553

fEFMREM
BREERRES, 20~ 2475,

fERRIEY A%

Amicon® Ultra-4 10K X EREBIER S BHE H M. R I TFINO T, SIEER Z R AEART Milli-Q° K Hit. MR TFILATF
£, MFEA 0.1 N NaOH ik, ZAIEA A& AR Milli-Q® 7K —Ro

B Amicon®Ultra TR EBEAVIEE—BIDRERE R TIR. BT EERB LEMERIZEE, WL RARBERE L, E2ER
ZEENL,
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WN{a{ER Amicon® Ultra-4 BT iEEE
1. @ Amicon® Ultra IEJEZEBEMATREIT 4 mL P95 GNRER 23 EREF, MA3.5mL),
2. BEFEFHIEEERABLET (REFNER P, B— M EUNEBEEE . EReE B0 ER.
3. LfERIBREEF, LIRA 4,000 X g HEd%49 10-20 £ 5.
4. HERAEMHEFR, ZEENSREFEERERRRA L, &K 7,500 X g iekk4y 10-20 5%,
WA X T % AR eE, F8 0E 1 MK L
5. WMELWIRERRAR, EiTEEERIMHEN—IBRE, AREAEEE RS, LARTELEW. BRI UREER O

B,
WiBA: EALARIEAR DY, B0 EiE L BV BN E IR 4B S B4 do
BiEA ARTEDRE T 1%, SRR A RETAIE R TR
PRERENBIR
PR EMEPRIZBREREEEN D FRARPIED SIATINEE 5%, FTLTE Amicon® Ultra-4 EEH, @id iR m. FA

EERERINNERAEANERERRRAARNS R, ZHEDHERE DR TEE K" 312, EESRHEARNRERD
BRI L 1ES I T3 E 4,

HEFERYE O 3.95 mL 10 mM h % M-
@ NaCl B HE iR e @

>

100 mM NacCl 100 mM NaCl A& 11.1 mM NacCl 11.1 mM NaCl &

ARB 4 mL F1 50 L BRH 4 mL & 50 pL

1mg/mLEBRK 80 mg/mL ERAR 1mg/mLEBRK 80 mg/mL ERAR
==| 100 mM NaCl = 11.1 mM NacCl
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14 5E
st 1. MBNEHRER S hEiEdiE
EITERA R RSB RARE. BRARGARNEEER BB LB 40 /@/
DERFHBEERRBUEEE 1 1% 1 JARGHARLERNELR 35
ARTRRIREFTFERIBTEl. 4 mL ML I E—ARL9E 10 E 20 £ RE A 10
PHEMEBOTIERE 10 E 15 S8#E, B—RENRE 15 E 20 90 2FE =
TR EIRALIRAERIATR (30-75 ub) o E 25
= 50 - ERAEF
® / = ERET
% 15
® 10 /
05
00 ¥————r————r———————r
0 5 10 15 20

hEeatiE) (53 94)

DA EARH T, 4,000 X g, WEAKTF, 7,500 X g, E'B, 4 mLiEIGH4R,
ERNERQRITCY AREE ¢, n=6,

*® 1. BERERFTASHEEETE

RGERIETR (uL)
Hekgatia) (53 ¢4) 1EHEF 4,000 x g 35° ERMEF 7,500 X g
10 176 97
15 76 54
20 58 35

DR ft i iR, 4 mL IR,
ERANERRITEY  BREERC =6 3 MEEHRNTHME .
RBHERZARITER 3 PEQREREN,

FEAREBREMRE RO E

Amicon® Ultra #£BFrAIEIRAFHEREE 5 F8 (MWCO) R, BNENSBBE —E 9 FEN S FIsE. 5 FEHHE MWCO KA
BiRTge R MO WEE RN E B EIVR T AR D FARNIFAREASHNAEF, 5 FERARMEEEFEN— NS ENS
N TRERELR, BEA MWCO EOLERENEABAR D F2/)\MIZHIEEREIBES K 2.

* 2. EARMCYRREEE

1RicY) | RE RFE #E MWCo HEE % ZE HEEwEA  hEEHE (5%
a-FRRIEEER (1 mg/mL) 25,000 10K >95 >95 15
#HRE R ¢ (0.25 mg/mL) 12,400 >95 >95 15
#4% B-12(0.2 mg/mL) 1,350 <15 <15 15

BEFE A 4BABIE T, 4,000 X g, 3 35°E AT, 7,500 X g, 4 mL AR, iR, n=6 3 MEBEHIRNTINE) .
RERF AR ERSERN FAMERERN MWCO NEABUARBIMR. BIaRERYE R & 3 {2t TAmicon® Ultra-4 10K
HEMMRAEILE,

+* 3. HBRREREIRE

REEBETA (L) RIERH ) REERENEE (%)
HREM | gy EEHE mmx wm mRR owA ERR S
AR 10K 15 76 54 52.3 76.6 97.3 98.5

(0.25 mg/mL)
PR IEREE T, 4,000 X g, 3 35° AT, 7,500 X g, 4 mL EEIaATR, 8, n=6 3 MEEHUABIFIE) . A BHFRREER 1.
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BRALEREIINE

AR PRI R EIE R BT RE R FIRMHR LS EIRGE, REHFREFTIRREMK.

o IEHHRARBURTFABURE. HEK M CRE. 51T REERENEMETE M5 & pH E. AR AREMPER(ERIK, B.OFIFILED
BNERAE S Mo

o MRHLEWRES, FRNETIE, MR mid EiRYE. dERER SEUUENFERRR.

o WIRFMERREL T IRE, NiEARIE MWCO BY Amicon® Ultra-4 3£ &,

WA= e

FERAUTAFITERLEWE RERENE % FEHREIUE %, A EFTEHKRERSL 20 mg/mL AR ENETIME,

PR HE HAYNE R AR IER D KX EE T RBENEE TN ERES .

BEIEMERERF
AREBHEREONBESKNBERSAER B0 1 g/mL) . FAX—4E, TRIIRERS BIREEFFHRUMRELRE
FHEYTTE, WEBITEN G A ERTRENBIHLN 20 mg/mL BIER.

o EAZAL DAMMTHLREE. BOEMNTHRERBEENESR,
o ELEREEFMNER, AEEMIE,

o RIRGEAAREENE LS,

o BBREWERER, AEREINFEEMEBRNRBREEE,

o MBLE LBTERE, ARMRBLEMRERBEENER,

o HETHRE/HENES, HEREME BT R RERNES,

o NERIEMEL IBHIRRRER, LIAEARRE,

o EAEE/FRBERFNEARERITERIRE, 57E0T:

ARIEREIEE % = 100 X % e
Wj y Cf° W =EHREREE
FEHREIER % =100 X ————— C.=REBBKRE
W, X C, C, = FiEStaMrhRE
S EIKEE % = FREETREIIE % + YEHREICE % Co= IBHRARE
g
mAMEEERETR R~
ERAE AT (45°H 35°) 4.0 mL HEPRTREE (BELET)
EAKF(23°) 3.5mL KE:124 mm BH2:17.3mm
BB RLRE RIS 50-100 pL TREE
RAENBEOLH KE:73.4mm BHZ:17.2mm
ERAET 4,000 X g &M
EREF 7,500 X g TIEEE ROIGEHRY | T %
BHMERR 3cm? TERE Ultracel® REEBELFER
BHRE RRE
EHERE RRE
R RZ)&E
buRed MWCO 10K
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D
LF R

Amicon® Ultra B0 BIER TEMRERIKE R ERHE, BN ERERSIZENLERR . AUKFE, 1|7
SigmaAldrich.com/FilterChemicalCompatibilitys

FailEER
WETTM =&, iR SigmaAldrich.com,
&R BE/ak ="E
8 UFC801008D
Amicon® Ultra-4 24 UFC801024D
96 UFC801096D
FEER

ENRENINFRE S FrEE, MEF A REXTFRARARSEZMRE BRI, B8R ABEAREN XS RINEAEEAERL
TERIUEST MATIEENE N X thEFER TR E = A IF. BTN E R MO AATESRENEANTRERNN~RREN
AHESHERNZEE.

WML E

PR B L AT T S U A5 B B X SRR A 4 o

U8R RIBFT B A HOEIRR. BRFB M5 540, P X T ANAA BRI (S R R E M AR S R MR TI HE
BRAZHF

EEIE R AL _ AV RARSSTIE : SigmaAldrich.com/techservice,
RIGHNE A ESHIRARSAFESMNA P AEER XA EENE,

PRI
A4 SigmaAldrich.com/terms_EH S ERYIFT S RETTUTRIEF Ho

hRZsBFH SEIBR
20214108 e |FUPRO5779 &£1THHA:2021 4 10 A - BXfX PR05139,
o AT IFU. BERIRIEERGIFTS,
o KFRAENITEIE SRHEREIMLE,
o AT RENKRIFER.
o AT RERFTAH UKCA FSER.
202434 e BIFTHE L
o “BIEMK IBHRENXFEIENERK.
2024% 10 B o RMERSENXZR:CH-REP#HOR.UDI,
o TEFREADIANNTY UKCA FF S,
2025 7 A o BT HNEX IR,

o MBRT RS ENE.
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Norsk

Innledning

Amicon® Ultra-4-sentrifugalfilterenheter gir rask ultrafiltrering med mulighet for hgye konsentrasjonsfaktorer
og enkel konsentratutvinning fra fortynnede og komplekse prgvematriser. Den vertikale utformingen og det
tilgjengelige overflatearealet i membran gir rask prosessering av prgver, hgy prgveutvinning (vanligvis mer
enn 90 % av fortynnet startlgsning) og mulighet for 80-gangers konsentrasjon. Vanlig prosesseringstid er

10 til 20 minutter. Polarisasjon av opplgst stoff og etterfglgende tilsmussing av membranen minimeres av den
vertikale utformingen. En fysisk og fullstendig stans i filterenheten forhindrer at det sentrifugerer seg tart,

og hindrer dermed et potensielt prgvetap. Konsentratet blir samlet opp fra filterenhetens prgvemagasin ved
hjelp av en pipette, mens ultrafiltratet samles i det medfglgende sentrifugergret. Enheten kan sentrifugeres

i en svingbeholder (for optimal ytelse) eller med en rotor med fast vinkel. Amicon® Ultra-4 10K-enheter
leveres som ikke-sterile, og er beregnet for engangsbruk.

Tiltenkt bruk

Amicon® Ultra-4-sentrifugalfilterenheter er ultrafiltreringsenheter for engangsbruk for diagnostikk in vitro
for & prosessere biologiske Igsninger i volumomradet 1-4 mL. De er beregnet for & konsentrere biologiske
prgver som serum, urin, cerebrospinalveeske og andre kroppsvaesker fgr diagnostiske analyser in vitro.
Enheten er beregnet for engangsbruk, og brukes av fagfolk ved laboratorier.

Anvendelser

¢ Konsentrasjon av biologiske prgver som inneholder antigener, antistoffer, enzymer, nukleinsyrer
(DNA/RNA-prgver, enten enkelt- eller dobbelttrddet), mikroorganismer, kolonneeluater og rensede prgver
e Rensing av makromolekyleere komponenter funnet i ekstrakter fra vevskultur og cellelysater, fjerning
av primer linkere eller molekylaere merker fra en reaksjonsblanding, samt proteinfjerning fgr
vaeskekromatografi (HPLC)

e Avsalting, bufferutveksling eller diafiltrering

Medfglgende materialer w—— Hette
Amicon® Ultra-4 10K-enheten leveres med hette, filterenhet og sentrifugergr.
Filterenhet
Ngdvendig utstyr
e Sentrifuge med svingbeholder (foretrukket) eller rotor med fast vinkel med
brgnner/beholdere som rommer rgr med konisk bunn p8 17 mm x 124 mm,
15 mL
FORSIKTIGHETSREGLER: Kontroller klarering for & unngd skade pa
enheten under sentrifugeringen.

—— Sentrifugergr

e Pipetter med spiss p8 200 mikroliter (uL) for utvinning av konsentrat

Egnethet

Vi anbefaler & utfgre utvinnings- og bevaringsundersgkelser i forkant for 8 sikre egnethet for tiltenkt bruk.
Se avsnittet «Slik kvantifiserer du utvinninger».

Lagring og stabilitet

Se produktetiketten for informasjon om lagringsforhold og holdbarhet.

Skyll fgr bruk

Ultrafiltreringsmembranene i Amicon® Ultra-4 10K-enheter inneholder spor av glyserin. Hvis materialet
forstyrrer analysen, kan du skylle enheten med buffer eller Milli-Q®-vann fgr bruk. Hvis forstyrrelsen vedvarer,
kan du skylle med 0,1 N NaOH etterfulgt av en andregangssentrifugering med buffer eller Milli-Q®-vann.

FORSIKTIGHETSREGLER: Membranen i Amicon®-ultrafilteret m& ikke tgrke ut ndr det forst har blitt vatt.
Hvis du ikke bruker enheten umiddelbart etter skylling, m& du sgrge for at membranen er dekket med vaeske
til enheten skal brukes.
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Slik bruker du Amicon® Ultra-4-sentrifugalfilterenheter
1. Tilsett opptil 4 mL prgvemateriale (3,5 mL hvis du bruker en rotor med fast vinkel pg 23°) i Amicon®-
ultrafilterenheten.

Plasser filterenheten med lokk pé’\ i sentrifugerotoren (svingbeholder foretrekkes), og utligne vekten med
en lignende enhet. Kontroller sentrifugeklaring fgr bruk.

3. NA&r du bruker en rotor med svingbeholder, m3 du sentrifugere enheten pa maksimalt
4000 x g i omlag 10-20 minutter.

Na&r du bruker en rotor med fast vinkel, ma du plassere enheten med membranpanelet pekende
oppover, og sentrifugere ved maksimalt 7500 x g i omlag 10-20 minutter.

MERK: Se figur 1 og tabell 1 for vanlige sentrifugeringstider.

5. For 8 utvinne det konsentrerte opplgste stoffet ma du sette inn en pipette i bunnen av filterenheten
og trekke ut prgven ved & bruke en sveipende bevegelse fra side-til-side for & sikre total utvinning.

Ultrafiltratet kan lagres i sentrifugergret.
MERK: For optimal utvinning ma du fijerne det konsentrerte prgveinnholdet umiddelbart etter sentrifugering.
MERK: Huvis filteret tgrkes ut etter veeting, kan det fgre til at det ikke fungerer korrekt.

Avsalting eller diafiltrering

Avsalting, bufferutveksling eller diafiltrering er viktige metoder for & fjerne salter eller Igsemidler i Igsninger
som inneholder biomolekyler. Fjerning av salter eller utveksling av buffere kan utfgres i Amicon® Ultra-4-enheten
ved & konsentrere prgven, og deretter rekonstituere konsentratet til det opprinnelige prgvevolumet med gnsket

Igsemiddel. Prosessen med & «vaske ut» kan gjentas til konsentrasjonen av den forurensede mikrolgsningen
er tilstrekkelig redusert. Se eksempel over.

Tilsett 3,95 mL av U
Sentrifuger for

& konsentrere 10 mM NaCl eller o %
utskiftningsbuffer @
>

Sentrifuger for

& konsentrere @
4 mL av 50 pL av 4 mL av 50 pL av
1 mg/mL protein 80 mg/mL protein 1 mg/mL protein 80 mg/mL protein
i 100 mM NacCl i 100 mM NacCl i11,1 mM NaCl i11,1 mM NaCl
==| 100 mM Nacl o= =| 11,1 mM NaCl
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Ytelse

Stremningshastighet Figur 1. Standard filtratvolum kontra sentrifugeringstid

Faktorer som pavirker stramningshastigheten omfatter 40

prgvekonsentrasjon, startvolum, den kjemiske naturen til 3,5 /

det opplgste stoffet, relativ sentrifugalkraft, rotorvinkel for

sentrifuge, membrantype og temperatur. Figur 1 og tabell 1 E’ >0
kan brukes til 8 beregne tiden det tar & oppna et gitt volum av = 25
filtrat eller konsentrat. Vanlig prosesseringstid for en prgve pd § 2,0 ——Rotor med SVingbe_hO'der
4 mL er 10 til 20 minutter. Mens det meste av prgven filtreres ° s / —=-Rotor med fast vinkel
i de fgrste 10 til 15 minuttene av sentrifugeringen, blir det '@ ' /
laveste konsentratvolumet (30-75 pL) nddd etter sentrifugering E 1,0
i 15 til 20 minutter. 0,5
0,0 f————"F—F—————————————
0 5 10 15 20

Sentrifugeringstid (min)

Sentrifugeringsforhold: rotor med svingbeholder, 4000 x g, eller
rotor med fast vinkel, 7500 x g, romtemperatur, 4 mL startvolum.
Proteinmarkgr brukt: cytokrom c, n=6.

Tabell 1. Vanlig konsentratvolum kontra sentrifugeringstid

Konsentratvolum (pL)

Sentrifugeringstid (min) Rotor med svingbeholder 4 000 x g Rotor med fast vinkel pa 35°, 7500 x g
10 176 97
15 76 54
20 58 35

Sentrifugeringsforhold: romtemperatur, 4 mL startvolum.
Proteinmarkgr brukt: cytokrom c, n=6 (gjennomsnittlig verdi av tre enhetspartier).
Skraverte volumer ble brukt for & beregne proteinutvinning i tabell 3.

Proteinbevaring og konsentratutvinning

Membranen som blir brukt i Amicon® Ultra-enheter er karakterisert av en molekylvektsgrense (MWCO) - det vil
si deres evne til & bevare molekyler over en angitt molekylvekt. Opplgste stoffer med molekylvekt naar MWCO
kan bare delvis bevares. Membranbevaring avhenger av det opplgste stoffets molekylaere stgrrelse og form.
For de fleste bruksomrader er molekylvekt en praktisk parameter & bruke for & vurdere bevaringsegenskapene.
For best resultat bgr du bruke en membran med en MWCO som er minst to ganger mindre enn molekylvekten
til det opplgste proteinet du vil konsentrere. Se tabell 2.

Tabell 2. Vanlig bevaring av proteinmarkgrer

() i o, i i i -
Markgr/konsentrasjon Molekylvekt Enhetens %o bevaring med % bevaring med Sentrifugerings

MWCO svingbeholder fast vinkel tid (min)
A-kymotrypsinogen (1 mg/mL) 25 000 10K >95 >95 15
Cytokrom c (0,25 mg/mL) 12 400 >95 >95 15
Vitamin B12 (0,2 mg/mL) 1 350 <15 <15 15

Sentrifugeringsforhold: rotor med svingbeholder, 4000 x g, eller rotor med fast vinkel p& 35°, 7500 x g, 4 mL startvolum,
romtemperatur, n=6 (gjennomsnittlig verdi av tre enhetspartier).

Faktorer som avgjgr prgveutvinning omfatter naturen av det opplgste proteinet i forhold til enhetens
valgte MWCO, startkonsentrasjon og konsentrasjonsfaktor. Tabell 3 viser typiske utvinninger for
Amicon® Ultra-4 10K-enheten.

Tabell 3. Standard konsentratutvinning

Konsentratvolum Konsentratfaktor Konsentratutvinning
(uL) (x) (%)
Sentrifu-
. Enhetens . . . Svingbe- Fast Svingbe- Fast Svingbe- Fast
Markgr/konsentrasjon “yco ge(r::iﬂf‘)t'd holder  vinkel  holder  vinkel  holder  vinkel
Cytokrom c (0,25 mg/mL) 10K 15 76 54 52,3 76,6 97,3 98,5

Sentrifugeringsforhold: rotor med svingbeholder, 4000 x g, eller rotor med fast vinkel p& 35°, 7500 x g, 4 mL startvolum,
romtemperatur, n=6 (gjennomsnittlig verdi av tre enhetspartier). De skraverte volumene ble hentet fra tabell 1.

PRO5779w  Rev 07/25 94 of 112



Maksimering av prgveutvinning

Lav prgveutvinning i konsentratet kan skyldes adsorberende tap, overkonsentrasjon eller overfgring
av prgve gjennom membranen.

e Adsorberende tap avhenger av konsentrasjonen av opplgst stoff, stoffets hydrofobe natur, temperatur
og kontakttid med overflater p3 filterenheten, provesammensetning og pH. For & begrense tap til et minimum
ma& du fjerne det konsentrerte prgveinnholdet umiddelbart etter sentrifugering.

¢ Hvis startprgvekonsentrasjonen er for hoy ma du overvdke sentrifugeringsprosessen for & unnga
overkonsentrasjon av prgven. Overkonsentrasjon kan fgre til spredning og potensielt prgvetap.

e Hvis det ser ut til at prgven passerer gjennom membranen, ma du velge en Amicon® Ultra-4-enhet
med lavere MWCO.

Slik kvantifiserer du utvinninger

Beregn total utvinning, prosent konsentratutvinning og prosent filtratutvinning ved & bruke metoden nedenfor.
Prosedyren gir et tett anslag av utvinninger for Igsninger med konsentrasjoner opptil omtrent 20 mg/mL.

MERK: Egnede analyseteknikker omfatter absorpsjonsspektrofotometri, radioimmunologisk analyse,
brytningsindeks og konduktivitet.

Prosedyre for direkte veiing

Tettheten til de fleste fortynnede proteiner er nesten lik tettheten til vann (dvs. 1 g/mL). Ved & bruke denne
egenskapen kan konsentrat- og filtervolumene kvantifiseres ved 8 veie dem og konvertere enhetene fra gram
til millimeter. Denne teknikken er kun gyldig for Igsninger med konsentrasjoner p& ca. 20 mg/mL eller mindre.

e Fgr bruk ma du veie de tomme filterenhetene, sentrifugergret og et tomt rgr for konsentratoppsamling
hver for seg.

e Fyll filterenheten med Igsning, og vei pd nytt.

e Sett sammen enheten og sentrifugen i henhold til instruksjonene.

¢ Samle konsentratet med en pipette og fordel det over i det forhdndsveide oppsamlingsrgret for konsentratet.
e Fjern enheten fra sentrifugergret og vei sentrifugergret og oppsamlingsrgret for konsentratet.

o Trekk fra vekten av tom enhet / tomme rgr for 8 beregne vekten pa startmaterialet, filtratet og konsentratet.
¢ Analyser startmaterialet, filtratet og konsentratet for & finne konsentrasjonen av opplgst stoff.

e Beregn utvinninger ved & bruke vekt/volumdata og de mélte konsentrasjonene som fglger:

V, x K, V, = totalvekt for konsentrat fgr analyse
% konsentratutvinning = 100 x —————— V, = vekt for opprinnelig startmateriale
Vo X K, V; = filtratets vekt
Ve X K¢

LA K, = konsentratkonsentrasjon
V, x K, K, = konsentrasjon for opprinnelig startmateriale
K¢ = filtratkonsentrasjon

% filtratutvinning = 100 x

% total utvinning = % konsentratutvinning + % filtratutvinning

Spesifikasjoner
Maksimalt startprgvevolum Dimensjoner
Svingbeholder og rotorer med fast vinkel Filterenhet i rgr (med hette)
(45° og 35°) 4,0 mL
Lengde: 124 mm Diameter: 17,3 mm
i o
Rotor med fast vinkel (23°) 3,5mL Filterenhet
Vanlig sluttkonsentratvolum 50-100 pL Lengde: 73,4 mm Diameter: 17,2 mm
Maksimal relativ sentrifugalkraft . .
Konstruksjonsmaterialer
Rotor med svingbeholder 4000 x g Filterenhet Kololymerstyren/butadien
Rotor med fast vinkel 7500 x g Membran Lavbindingsregenerert cellulose fra Ultracel®
Aktivt membranomrade 3 cm? )
Filtratrgr Polypropylen
Filtrathette Polypropylen
Filtratforing Polyeten
Filter MWCO 10K
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Kjemisk kompatibilitet

Amicon® Ultra-sentrifugalenheter er beregnet for bruk med biologiske vaesker og vandige Igsninger. Kontroller
prgven for kjemisk kompatibilitet med enheten for bruk. G3 til SigmaAldrich.com/offices for kontaktinformasjon.

Produktbestilling
Kjop produkter pd nettet p& SigmaAldrich.com.

Beskrivelse Antall/pk Katalognummer
8 UFC801008D
Amicon® Ultra-4 24 UFC801024D
96 UFC801096D
Merknad

Vi gir informasjon og rad til kundene vare om applikasjonsteknologier og forskriftsmessige forhold etter beste
kunnskap og evne, men uten forpliktelser eller ansvar. Eksisterende lover og regler skal overholdes i alle tilfeller
av vare kunder. Dette gjelder ogsa i henhold til eventuelle rettigheter fra en tredjepart. Informasjon og rad vi gir
fritar ikke vare kunder for sitt eget ansvar for 8 sjekke egnetheten til vare produkter til det patenkte formalet.

Prgvetaking og kassering
Alle prover ma merkes tydelig. Egnede instrumenter ma benyttes for prgvetaking og klargjsring av prover.

MERK: Fglg forholdsregler for kassering av gjenstander som er forurenset med potensielt smittefarlig eller farlig
biologisk materiale i henhold til alle gjeldende internasjonale, nasjonale og lokale forskrifter.

Teknisk stgtte

Besgk siden for tekniske tjenester pa nettstedet vart pa SigmaAldrich.com/techservice.

Enhver alvorlig hendelse med denne enheten ma rapporteres til produsenten og den kompetente myndigheten
i landet brukeren holder til.

Standardgaranti
Gjeldende garanti for de oppfgrte produktene i denne publikasjonen finner du pa SigmaAldrich.com/terms.

Revisjonshistorikk

OKT 2021 e Bruksanvisning PR05779, utstedelsesdato OKT 2021 - erstattet PR0O5139.
e Symboler for bruksanvisning, emballasjeskade og temperaturgrense er lagt til.

e Kjemisk kompatibilitet og bestillingsinformasjon koblet til nettsted.
e Informasjon om avhending og klager er lagt til.

e Symbolinformasjon for ansvarsperson i Storbritannia og UKCA
(Storbritannias sertifiseringsmerke for samsvar) er lagt til.

MARS 2024 e Figur 1 korrigert.

e «Konstruksjonsmaterialer»: korrigert tekst for filtrathette til polypropylen.
OKT 2024 e Lagt til i tabellen med systemdefinisjoner: CH-REP, importgr, UDI.

e La til UKCA-symbol pa tittelsiden.
JULI 2025 ¢ Tilfgyelse av slovensk.

e Fjernet tabell med systemdefinisjoner.
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Slovencina

Uvod

Centrifugadné filtraéné pomdcky CentriAmicon® Ultra-4 10K poskytuji rychlu ultrafiltréciu s moZnostou
dosiahnutia vysokych koeficientov koncentracie a jednoduchym ziskanim koncentratu zo zriedenych a zlozitych
matric vzoriek. Vertikalny dizajn a dostupna plocha povrchu membrany poskytuju rychle spracovanie vzorky,
vysokU vytaznost vzorky (zvycajne viac ako 90 % zriedeného Startovacieho roztoku) a moznost 80-nasobnej
koncentracie. Typicky Cas spracovania je 10 az 20 minut. Polarizacia rozpustenej latky a nasledné znedistenie
membrany st minimalizované vertikalnym dizajnom a fyzicka zarazka vo filtracnom zariadeni zabrafiuje
odstredenie do sucha a potencialnej strate vzorky. Koncentrat sa odobera zo zadsobnika na vzorky filtracnej
pomocky pomocou pipetovaca, zatial' ¢o ultrafiltrat sa zbiera v dodanej centrifugaénej skimavke. Pomocku je
mozné centrifugovat vo vykyvnom rotore (na dosiahnutie optimalneho vykonu) alebo v rotore s fixnym uhlom.
Pomébcky Amicon® Ultra-4 10K sa dodavaju nesterilné a s urcené len na jednorazové pouzitie.

Pouzitie

Centrifugacné filtracné pomocky Amicon® Ultra-4 su jednorazové ultrafiltracné filtracné pomocky na jedno
pouzitie na diagnostické pouzitie in vitro na spracovanie biologickych roztokov v objemovom rozsahu 1 - 4 mL.
Su uréené na koncentrovanie biologickych vzoriek, napr. séra, mocu, mozgovomiechového moku a inych

telovych tekutin pred diagnostickou analyzou in vitro. Pomocka je urcena na jednorazové pouzitie odbornikom
v laboratériu.

Aplikacie
e Koncentracia biologickych vzoriek obsahujlcich antigény, protilatky, enzymy, nukleové kyseliny (vzorky

DNA/RNA, bud’ jednovldknové alebo dvojviaknové), mikroorganizmy, koldnové eluaty a purifikované vzorky

o Purifikacia makromolekulovych komponentov, ktoré sa nachadzaju v extraktoch tkanivovych kultdr
a bunkovych lyzatoch, odstranenie primérov, linkerov alebo molekulovych znaciek z reakénej zmesi
a odstranenie proteinov pred analyzou HPLC

e Odsolovanie, vymena timivého roztoku alebo diafiltracia

Dodané materialy ws—— Uzaver

Pomocky Amicon® Ultra-4 10K sa dodavaju s uzaverom, filtracnou pomdckou
a centrifugacnou skumavkou. Filtracnd pomocka

Pozadované vybavenie

e Centrifiga s vykyvnym rotorom (uprednostiiuje sa) alebo rotorom s fixnym
uhlom s jamkami/nosi¢mi, do ktorych sa zmestia skimavky s kénickym
dnom s rozmermi 17 mm x 124 mm a objemom 15 mL

—— Centrifuga¢na skimavka
UPOZORNENIE: Aby sa zabranilo poskodeniu pocas centrifugacie, pred
odstredovanim skontrolujte priestor okolo centriftgy.

e Pipetovac s 200 mikrolitrovou (pL) Spi¢kou na odobratie koncentratu

Vhodnost

Navrhnuté si predbezné Stldie vytaznosti a retencie, aby sa zabezpecila vhodnost na planované poutzitie.
Pozrite Cast ,Kvantifikacia vytaznosti®.

Skladovanie a stabilita
Podmienky skladovania a dobu skladovatelnosti ndjdete na oznaceni vyrobku.

Preplachnutie pred pouzitim

Ultrafiltracné membrany v poméckach Amicon® Ultra-4 10K obsahuju stopové mnozstva glycerinu. Ak tento
material interferuje s analyzou, pred pouzitim preplachnite pomécku timivym roztokom alebo vodou Milli-Q®.
Ak interferencia pokracuje, preplachnite 0,1 N NaOH a nasledne pouzite druhy preplach timivym roztokom
alebo vodou Milli-Q®.

UPOZORNENIE: Membranu v ultrafiltraénych pomdckach Amicon® Ultra nenechajte po namocdeni vyschnut.
Ak pomocku nepouzivate okamzite po oplachnuti, nechajte tekutinu na membrane az do pouzitia pomdcky.
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Ako pouzivat centrifugaéné filtraéné pomdcky Amicon® Ultra-4

1. Pridajte maximalne 4 mL vzorky (3,5 mL ak pouZivate rotor s fixnym uhlom 23°) k filtracnej pomocke
Amicon® Ultra.

2. Filtraént pombcku s nasadenym uzaverom vlozte do rotora centrifigy (uprednostiiuje sa vykyvny rotor).
Vyvazte ju podobnou pomdckou. Pred pouzitim skontrolujte priestor okolo centrifugy.

3. Ked' pouzivate vykyvny rotor, odstredujte pomocku pri ota¢kach maximalne 4 000 x g pocas doby
priblizne 10 - 20 minut.

4. Ked’ pouzivate rotor s fixnym uhlom, oto¢te pomdécku membranovym panelom smerujdcim nahor
a odstredujte pri otackach maximalne 7 500 x g pocas doby priblizne 10 — 20 minut.

POZNAMKA: Typické ¢asy odstredovania najdete na obrézku 1 a v tabulke 1.

5. Ak chcete ziskat koncentrovanu rozpustenu latku, vlozte pipetovaé do spodnej casti filtracnej pomocky

a odoberte vzorku pohybom zo strany na stranu, aby sa zabezpetila Gplnd vytaznost. Ultrafiltrdt mozno
skladovat v centrifuga¢nej skimavke.

POZNAMKA: Ak chcete dosiahnut optimalnu vytaznost, odstrérite koncentrovant vzorku okamzite
po centrifugacii.

POZNAMKA: Ak sa filter po namoceni nechd vyschnut, nemusi fungovat spravne.

Odsol’'ovanie alebo diafiltracia

Odsolovanie, vymena timivého roztoku alebo diafiltracia su dolezitymi metédami na odstrafiovanie soli alebo
rozpUstadiel z roztokov obsahujlicich biomolekuly. Odstrdnenie soli alebo vymena timivych roztokov sa méze
vykonat v pomécke Amicon® Ultra-4 zahustenim vzorky a naslednou rekonstittciou koncentratu na pévodny
objem vzorky s akymkolvek pozadovanym rozpustadlom. Postup ,vymyvania® je mozné opakovat dovtedy,
kym sa dostatocne nezniZi koncentracia kontaminujiceho mikromolekulového sollutu. Pozrite priklad nizsie.

hust Pridajte 3,95 mL z U hust
Zahustujte Zahustujte
odstredovanim 10 ml\:l Nacl allebo % odstredovanim
vymefite timivy roztok @
> —
4 mL 1 mg/mL 50 pL z 80 mg/mL 4 mL 1 mg/mL 50 pL z 80 mg/mL
proteinu v proteinu v proteinu v proteinu v
100 mM NacCl 100 mM NacCl 11,1 mM NaCl 11,1 mM NaCl
= =| 100 mM Nacl = =| 11,1 mM NaCl
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Vykonnostné charakteristiky

Prietok Obrazok 1. Typicky objem filtratu oproti ¢asu odstred’ovania
Medzi faktory, ktoré maju vplyv na prietok, patri koncentracia 40 /@/
vzorky, Startovaci objem, chemicka povaha rozpustenej latky, 3,5
relativna odstrediva sila, uhol rotora centrifigy, typ membrany S 30
a teplota. Na odhadnutie ¢asu potrebného na dosiahnutie daného £
objemu filtrdtu alebo koncentratu sa méze pouzit obrazok 1 5 25 - -
a tabulka 1. Typicky ¢as odstredovania v pripade 4 mL vzorky je ® 50 +Vykyv”y_r°tf)r
priblizne 10 az 20 mindt. Zatial ¢o védsina vzorky sa odfiltruje = s / —*—Rotor s fixnym uhlom
v prvych 10 az 15 minutach centrifugacie, najnizsi objem g ' /
koncentratu (30 - 75 uL) sa dosiahne po 15 az 20-mintdtovom = 10
odstredovani. O s
0,0 ¢
0 5 10 15 20

Cas odstredovania (min.)

Podmienky pri odstredovani: Vykyvny rotor, 4 000 X g alebo rotor
s fixnym uhlom, 7 500 x g, izbova teplota, Startovaci objem 4 mL.
Pouzity proteinovy marker: Cytochrom c, n = 6.

Tabul'ka 1. Typicky objem koncentratu oproti ¢asu odstred’ovania

Objem koncentratu (pL)

Cas odstred’ovania (min.) Rotor s vykyvnym uhlom 4 000 x g Rotor s fixnym uhlom 35° 7 500 x g
10 176 97
15 76 54
20 58 35

Podmienky pri odstredovani: Izbova teplota, Startovaci objem 4 mL.
Pouzity proteinovy marker: Cytochrom c, n=6 (priemerna hodnota 3 Sarzi pomdcok).
Vytiefiované objemy boli pouZité na vypocet vytaZnosti proteinov v tabulke 3.

Retencia proteinov a vytaznost koncentratu

Membrany pouzivané v pomockach Amicon® Ultra su charakterizované na zaklade limitu molekulovej hmotnosti
(MWCO), to znamena ich schopnost zadrzat molekuly nad stanovend molekulovi hmotnost. Rozpustené latky

s molekulovou hmotnostou blizkou limitu MWCO mézu byt zadrzané iba Ciasto¢ne. Retencia membrany zavisi od
velkosti a tvaru molekdl rozpustenej latky. Pri vacSine aplikacii je molekulovd hmotnost vhodnym parametrom na
pouzitie pri hodnoteni retencnych charakteristik. Najlepsie vysledky dosiahnete, ak pouZijete membranu s hodnotou
MWCO aspofi dvakrat mensou ako je molekulovd hmotnost proteinového solltu, ktory chcete koncentrovat. Pozrite
tabulku 2.

Tabul'ka 2. Typicka retencia proteinovych markerov

Marker/koncentracia  Molekulowd  MWCo % setencie o retencie  Cas odetredovani
a-chymotrypsinogén (1 mg/mL) 25 000 10K >95 >95 15
Cytochréom c (0,25 mg/mL) 12 400 >95 >95 15
Vitamin B-12 (0,2 mg/mL) 1 350 <15 <15 15

Podmienky pri odstredovani: Vykyvny rotor, 4 000 x g alebo rotor s fixnym uhlom 35°, 7 500 x g, Startovaci objem 4 mL, izbova
teplota, n = 6 (priemerna hodnota 3 Sarzi pomdcok).

Medzi faktory, ktoré uréuju vytaznost vzorky, patri povaha proteinového solltu vo vztahu k zvolenému MWCO
pomdcky, poliatoénd koncentracia a koeficient koncentracie. V tabulke 3 s uvedené typické hodnoty vytaZnosti
pri pouziti pomocky Amicon® Ultra-4 10K.

Tabul'ka 3. Typicka vytaznost koncentratu

Objem Koeficient Vytaznost
koncentratu (uL) koncentracie (x) koncentratu (%)

Cas odstre-

MWCO Vykyvny Fixny Vykyvny Fixny Vykyvny Fixny

Marker/koncentracia pomébcky d(‘:“:;“;a rotor uhol rotor uhol rotor uhol
Cytochrom c 10K 15 76 54 52,3 76,6 97,3 98,5

(0,25 mg/mL)

Podmienky pri odstredovani: Vykyvny rotor, 4 000 x g alebo rotor s fixnym uhlom 35°, 7 500 x g, Startovaci objem 4 mL,
izbova teplota, n = 6 (priemerna hodnota 3 Sarzi pomécok). Vytiefiované objemy boli prevzaté z tabulky 1.
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Maximalizacia vytaznosti vzoriek

Nizka vytaznost vzorky v koncentrate méze byt spésobend adsorpénymi stratami, nadmernou koncentraciou
alebo prechodom vzorky cez membranu.

e Adsorpcné straty zavisia od koncentracie rozpustenej latky, hydrofébnej povahy, teploty a trvania kontaktu
s povrchmi filtraénej pomécky, zloZenia vzorky, ako aj od pH. Ak chcete minimalizovat straty, odstrarite
koncentrované vzorky ihned po odstredeni.

e Ak je pociatoCna koncentracia vzorky vysoka, monitorujte postup odstredovania, aby ste zabranili
nadmernému zahusteniu vzorky. Nadmerna koncentracia méze viest k vyzradzaniu a moznej strate vzorky.

e Ak sa zda, ze vzorka prechadza cez membranu, zvolte pomdcku Amicon® Ultra-4 s nizSou hodnotou MWCO.

Kvantifikacia vytaZnosti

Vypoditajte celkovl vytaznost, percentudinu vytaznost koncentratu a percentudlnu vytaznost filtrdtu pouzitim
metddy uvedenej nizSie. Postup poskytuje blizku aproximaciu vytaznosti pre roztoky, ktoré maju koncentracie
az do priblizne 20 mg/mL.

POZNAMKA: Vhodné techniky analyzy zahffiaji absorpénti spektrofotometriu, radioimunoanalyzu,
index lomu a vodivost.

Postup priameho vazenia

Hustota vacsiny zriedenych proteinov je takmer rovnaka ako hustota vody (t.j. 1 g/mL). Na zaklade tejto
vlastnosti je mozné kvantifikovat objemy koncentratu a filtratu ich vdZenim a prevedenim jednotiek z gramov
na mililitre. Tato technika je platna len pre roztoky s koncentraciou priblizne 20 mg/mL alebo menej.

e Pred pouzitim oddelene odvazte prazdnu filtraénl pomécku, centrifugacnu skimavku a prazdnu skimavku
na zber koncentratu.

e Naplrite filtraéni pomocku roztokom a znova odvazte.

e Zostavte pomdcku a centrifugujte podla pokynov.

e Koncentrat odoberte pipetovacom a nadavkujte ho do vopred zvazenej zbernej skiimavky na koncentrat.

e Vyberte pomdcku z centrifugacnej skimavky a odvazte centrifugacni skiimavku a zbern skimavku na koncentrat.

e Od¢itajte hmotnost prdzdnej pomdcky/skimaviek, aby ste vypoditali hmotnosti vychodiskového materidlu,
filtrdtu a koncentratu.

e Analyzujte vychodiskovy material, filtrédt a koncentrat, aby ste urcili koncentraciu rozpustenej latky.

e Hodnoty vytaznosti sa vypocitaju na zaklade Udajov o hmotnosti/objeme a odmeranych koncentraciach
nasledovne:

W, = celkovd hmotnost koncentratu pred analyzou
% vWtasnost k tratu= 100 W x C W, = hmotnost pévodného vychodiskového materidlu
© Vytaznost koncentratu= x W, x C, W, = hmotnost filtratu
W, x C; C. = koncentracia koncentratu

C, = koncentracia povodného vychodiskového materialu
C; = koncentracia filtratu

% vytaznost filtratu = 100 x W xcC
o 0

% celkova vytaznost = % vytaznost koncentratu + % vytaznost filtratu

Specifikacie
Maximalny pociato¢ny objem vzorky Rozmery
Vykyvné rotory a rotory s fixnym uhlom Filtracna pomocka v skimavke (s nasadenym uzaverom)
(45° a 35°) 4,0 mL N
Dizka: 124 mm Priemer: 17,3 mm
Rotor s fixnym uhlom (23°) 3,5mL

Filtracna pomocka

Typicky kone¢ny objem koncentratu 50 - 100 pL

DiZka: 73,4 mm Priemer: 17,2 mm

Maximalna relativha odstrediva sila Materialy konstrukcie

Vyk Y 4 . R . , -, , .
ykyvny rotor 000 g Filtracna pomoécka Styrénovy/butadiénovy kopolymér
Rotor s fixnym uhlom 7 500 x g , . , -
Membrana Regenerovana celuldza s nizkou vazbou
Aktivna plocha membrany 3 cm? Ultracel®

Skumavka na filtrat Polypropylén
Uzaver na filtrat Polypropylén
PodloZzka na filtrat  Polyetylén
Filter MWCO 10K
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Chemicka kompatibilita

Centrifugacné pomocky Amicon® Ultra su urcené na pouZzitie s biologickymi tekutinami a vodnymi roztokmi.
Pred pouzitim skontrolujte, ¢i je vzorka chemicky kompatibilna s pomoéckou. DalSie informacie najdete na stranke
SigmaAldrich.com/FilterChemicalCompatibility.

Objednavanie vyrobkov

Vyrobky mézZete zakupit online na webovej stranke SigmaAldrich.com.

MnozZstvo
Popis v jednom Katalogové cislo
baleni
8 UFC801008D
Amicon® Ultra-4 24 UFC801024D
96 UFC801096D

Poznamka

Informacie pre aplikacné technoldgie a regulacné zalezitosti poskytujeme nasim zakaznikom na zaklade nasich
najlepsich vedomosti a schopnosti, ale bez dalSej povinnosti alebo zavézku. Nasi zakaznici su v kazdom pripade
povinni dodrzZiavat existujlce zakony a predpisy. To plati rovnako aj vo vztahu k tretim strandm. NasSe informacie
a rady nezbavuju nasich zakaznikov ich vlastnej zodpovednosti za kontrolu vhodnosti nasich vyrobkov pre nimi
zamyslané vyuZzitie.

Zber a likvidacia

VSetky vzorky musia byt zretelne oznacené. Na ziskanie a pripravu vzoriek je nutné pouzit vhodné nastroje.
POZNAMKA: Dodrziavajte opatrenia na likvidaciu predmetov kontaminovanych potencialne infekénym alebo
nebezpecnym biologickym materidlom podla vSetkych medzinarodnych, federalnych, statnych a miestnych
predpisov.

Technicka pomoc

Navstivte stranku technického servisu na nasej webovej lokalite SigmaAldrich.com/techservice.

Kazd( zadvaznu udalost s touto pomdckou je potrebné hldsit vyrobcovi a prisludnému orgdnu v krajine, v ktorej
sidli pouzivatel.
Standardna zaruka

Informdcie o platnej zaruke na vyrobky uvedené v tomto dokumente mozZno najst na stranke
SigmaAldrich.com/terms.

Historia revizii
2021-0OKT e IFU PR05779 Datum vydania OKT 2021 - nahradené PR05139.
e Pridané symboly IFU, poskodenie balenia a teplotny limit.

e Chemicka kompatibilita a informacie k objednavaniu prepojené na webovu stranku.
e Pridané informacie o likvidacii a staZnostiach.
e Pridané informacie o zodpovednej osobe v Spojenom kralovstve a symbole UKCA.

2024-MAR e Obrazok 1 upraveny.
e ,Materidly konstrukcie™: Upraveny text uzaveru na filtrat na polypropylén.
2024-0OKT e Pridana tabulka definicii symbolov: CH-REP, Dovozca, UDI.

e Pridany symbol UKCA na titulnd stranu.

2025-10L e Pridany slovinsky jazyk.
e Odstranena tabulka definicii symbolov.
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(e —
Tarkge
Giris
Amicon® Ultra-4 10K santrifij filtre cihazlar hizl ultrafiltrasyon saglamanin yaninda ylksek derisim faktérlerine
ve seyreltik ve karmasik 6érnek matrislerinden kolayca konsantre madde kazanimi 6zelliklerine sahiptir.
Dikey tasarimi ve kullanima agik membran ylzey alani hizli 6rnek islemesi, ytksek 6rnek kazanimi (tipik olarak
seyreltik baglangig gozeltilerinde %90'dan fazla) ve 80 kat derisim Ozelliklerini kazandirir. Genel olarak islem
sliresi 10 ile 20 dakika arasinda dedismektedir. C6ziinmus madde kutuplastirmasi ve sonrasindaki membran
bozulmasi dikey tasarim ile minimize edilir ve filtreleme cihazindaki fiziksel bir susturucu g¢ozelti kuruyana kadar
ddénmeyi ve potansiyel 6rnek kaybini da dnler. Konsantre madde pipetor ile filtreleme cihazi 6rnek rezervuarindan
toplanir, ultra stiziilmis madde ise sisteme saglanmis santrifij tipine biriktirilir. Cihaz sallanan kovali (optimum

performans igin) ya da sabit acili garklarda déndurulebilir. Amicon® Ultra-4 10K cihazlari steril olmayan bir sekilde
saglanir ve tek kullanimliktir.

Kullanim Amaci

Amicon® Ultra-4 santrif(j filtreleme cihazlari, 1-4 mL hacim araliinda biyolojik ¢ézeltilerin islenmesinde in vitro
tani amagh kullanim igin tasarlanmis, tek kullanimlik ultrafiltrasyon filtreleme cihazlaridir. Serum, idrar, beyin-
omurilik sivisi ve diger viicut sivilari gibi biyolojik 6rneklerin in vitro tani analizi yapilmadan 6nce deristirilmesi
igin tasarlanmistir. Cihaz tek kullanimhiktir ve laboratuvar profesyonelleri tarafindan kullanilir.

Uygulamalar

¢ Antijen, antikor, enzim, nlkleik asit (DNA/RNA odrnekleri, tek ya da gift sarmal olarak), mikroorganizmalar,
kolon eluatlari ve saflastiriimis érneklerin biyolojik érneklerdeki derisimleri

e Doku kiltira ayiklamalarinda ve hlicre pargalanmalarinda bulunan makromolekdler bilesiklerin saflastiriimasi;
primer, badlayici ya da molekuler etiketlerin tepkime karisimindan uzaklastiriimasi; ayrica HPLC 6ncesi protein
uzaklastirma

e Tuzdan arindirma, tampon dedisimi ya da diyafiltrasyon

Saglanan malzemeler ww—— Kapak

Amicon® Ultra-4 10K cihazi bir kapak, bir filtreleme cihazi ve bir santrif(j

tapulyle birlikte sunulmaktadir. Filtreleme cihazi

Gerekli Ekipmanlar

e Sallanan kovali (tercih edilir) veya sabit agili garki olan, 17 mm x 124 mm
15 mL konik tabanl tipleri olabilen oyuklu/tasiyicili santrif(ij

—— Santriflj tlpa
DiIKKAT: Santrifiij sirasinda cihaza bir zarar gelmemesi icin uygulama
oncesinde acikhdr kontrol edin.

e Konsantre maddelerin geri kazanimi igin 200 mikrolitre (pL) uglu pipetor

Uygunluk

Kullanim amacina uygunlugun test edilmesi igcin 6n tutunma ve geri kazanim calismalari onerilir.
"Geri Kazanim Miktari Nasil Hesaplanir?" bdlimune bakin.

Saklama ve Stabilite

Saklama kosullari ve raf 6mri igin trin etiketine bakin.

Kullanim Oncesi Durulama

Amicon® Ultra-4 10K cihazlarindaki ultrafiltrasyon membranlari eser miktarda gliserin icermektedir. Bu madde
analiz sonuglarina miidahale edecekse bu cihazi kullanmadan 6nce tampon ¢ozeltiyle ya da Milli-Q® suyla
durulayin. Midahale devam ediyorsa once 0,1 N NaOH kullanarak ve ardindan ikinci dongliide tampon ya

da Milli-Q® suyla durulayin.

DIKKAT: Amicon® Ultra filtreleme cihazindaki membranlarin bir kere islandiktan sonra kurumalarina izin
vermeyin. Durulama isleminden hemen sonra cihazi kullanmayacaksaniz bu siviyi membranin tstlinde
cihazi yeniden kullanincaya dek birakin.
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Amicon® Ultra-4 Santrifiij Filtreleme Cihazlari Nasil Kullanihr?

1. Amicon® Ultra filtreleme cihazina en fazla 4 mL 6rnek (23° sabit agih gark kullaniliyorsa 3,5 mL) ekleyin.

2. Kapadi kapanmis filtreleme cihazini santrifij carkina (sallanan kovali olan &nerilir) karsisina bir dengeleyici
agirhk koyarak yerlestirin. Kullanmadan 6nce santrifij agikhdini kontrol edin.
Sallanan kovali gark kullanirken cihazi maksimum 4000 x g ile yaklasik 10-20 dakika boyunca déndirin.
Sabit acili gark kullanirken cihazi membran paneli yukari bakacak sekilde yerlestirip maksimum 7500 x g
ile yaklasik olarak 10-20 dakika donddrtn.
NOT: Tipik donme sureleri igin Sekil 1 ve Tablo 1'e bakin.

5.

Konsantre edilmis maddeyi geri kazanmak igin, pipetor ile filtre cihazinin dibine ulagip tamaminin

geri kazanimi igin 6rnedi sagdan sola stiptirme hareketiyle gekin. Ultrafiltre edilmis madde santrifij
tipinde saklanabilir.

NOT: Optimum geri kazanim igin konsantre maddeyi santrifijden hemen sonra uzaklastirin.

NOT: Islandiktan sonra kurumasi engellenmezse filtre dogru bir sekilde calismayabilir.

Tuz Giderimi ya da Diyafiltrasyon

Tuz giderimi, tampon dedisimi ya da diyafiltrasyon biyomolekiil iceren gézeltilerden tuzun ya da ¢ézicinin
ayrilmasinda kullanilan 6nemli yontemlerdir. Tuzlarin uzaklastiriimasi veya tamponlarin dedisimi, 6rnegin
deristirilmesi ve ardindan konsantre maddenin istenilen herhangi bir ¢ozicu ile orijinal 6rnek hacmine yeniden
yerlestiriimesi yoluyla Amicon® Ultra-4 cihazinda gergeklestirilebilir. "Yikama islemi" kirletici mikrogdzinmus
maddenin derisimi yeterince azaltiincaya kadar tekrar edilebilir. Asagidaki érnede bakin.

" v 3,95 mL 10 mM NaCl U " J
onsantre v . onsantre
adde igin donm ya da degisim tampon 6 adde igin donm
cozeltisi ekleyin @
> —

100 mM NaCl'da
bulunan 1 mg/mL
proteinin 4 mL'si

100 mM NacCl'da
bulunan 80 mg/mL
proteinin 50 pL'si

11,1 mM NaCl'da
bulunan 1 mg/mL
proteinin 4 mL'si

11,1 mM NaCl'da
bulunan 80 mg/mL
proteinin 50 pL'si

= ==| 100 mM NaCl —— ==

U U ﬁ W 11,1 mM NaCl
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Performans

Akis Hizi Sekil 1. Tipik Konsantre Madde Hacmi ve Donme Siiresi
Akis hizina etki eden faktorler arasinda 6rnek derisimi, baslangig 40 /@/

hacmi, ¢bziinmis maddenin kimyasal 6zellikleri, goreli santrifij 3,5

kuvveti, santrifij cark agisi, membran tipi ve sicaklik vardir. 30

Herhangi bir konsantre madde ya da filtre edilmis maddenin '

istenilen hacimde elde edilmesi icin gereken zamanin tahmin 25

edilmesinde Sekil 1 ve Tablo 1 kullanilabilir. 4 mL érnek igin 2,0 —+Sallanan kovah gark

/ —=—Sabit agil gark
1,5 /
1,0

0,5

genel olarak 10 ile 20 dakika arasinda dedisen bir donme slresi
gerekir. Ornegin biyik kismi santrifiijin ilk 10.-15. dakikasinda
filtrelenirken en dlslik konsantre madde hacmine (30-75 pL)
15-20 dakikalik donme sonrasinda ulasilr.

Filtrelenmis sivinin hacmi(mL)

00 #4r—F—7—F7—+—+— T TTT T
0 5 10 15 20

Donme sulresi (dakika)

Doénme Kosullari: Sallanan kovali gark, 4000 x g ya da sabit acili
gark, 7500 x g, oda sicaklidi, 4 mL baslangig hacmi.
Kullanilan protein isaretleyici: Sitokrom c, n=6.

Tablo 1. Tipik Konsantre Madde Hacmi ve Donme Siiresi

Konsantre madde hacmi (pL)

Donme siiresi

(dakika) Sallanan kovali gark 4000 x g 35° Sabit acili gark 7500 x g
10 176 97
15 76 54
20 58 35

D6nme Kosullari: Oda sicakhdi, 4 mL baslangic hacmi.
Kullanilan protein isaretleyici: Sitokrom ¢, n=6 (3 cihazdan gelen ortalama dedger).
Golgelenmis hacim bolimleri Tablo 3'teki protein geri kazanimlarini hesaplamak igin kullanihr.

Protein Tutunumu ve Konsantre Madde Geri Kazanimi

Amicon® Ultra cihazlarinda kullanilan membranlar molekiler agirlik sinir degerleriyle (MWCQ) tanimlanir. Bunun
anlami onlarin MWCO’nun Ustlindeki molekuler adirliklar tuttugudur. Cozinmis maddelerin agirhdi MWCOQO’ya
yakinsa, bu molekdller salt kismen tutunabilir. Membranin tutma glct ¢6ziinmis maddenin molekiler boyutu
ve sekline baghdir. Cogu uygulama igin molekiler agirlik, tutunma karakteristiklerini degerlendirmede yeterli
bir parametredir. En iyi sonuglari elde etmek igin kullanilan membran deristiriimek istenen konsantre maddenin
molektler agirhdindan en az iki kat daha ktigik MWCO dederine sahip olmalidir. Tablo 2’ye bakin.

Tablo 2. Protein isaretleyicilerin Tipik Tutunumu

Molskiler  chnaz  Salanan kaplaki Sabitacdaki % Dsnme Sires
a-Kimotripsinojen (1 mg/mL) 25.000 10K > 95 > 95 15
Sitokrom ¢ (0,25 mg/mL) 12.400 > 95 > 95 15
Vitamin B-12 (0,2 mg/mL) 1.350 < 15 < 15 15

Donme Kosullari: Sallanan kovali gark, 4000 x g ya da 35° sabit agili gark, 7500 x g, 4 mL baslangi¢ hacmi, oda sicakhgi, n=6 (3
cihazin ortalama degeri).

Ornek geri kazanimini belirleyen faktérler arasinda protein ¢6ziiciisiiniin segilen cihaz MWCO dederine kiyasla ne
gibi bir dogasi oldugu, baslangic derisimi ve derisim faktoéri vardir. Tablo 3'te Amicon® Ultra-4 10K cihazinin tipik
geri kazanim degerleri listelenmektedir.

Tablo 3. Tipik Konsantre Madde Geri Kazanimi

Konsantre Madde Derisim Faktorii Konsantre Madde

Hacmi (pL) (x) Geri Kazanimi (%)

. . - Cihaz Donme Siiresi Sallanan Sabit Sallanan Sabit Sallanan Sabit
Isaretleyici/Derisim  \\yco  (dakika) kovali acili kovali acil koval acili
Sitokrom ¢ 10K 15 76 54 52,3 76,6 97,3 98,5

(0,25 mg/mL)

D6nme Kosullari: Sallanan kovali gark, 4000 x g ya da 35° sabit agili cark, 7500 x g, 4 mL baslangic hacmi, oda sicakhdi,
n=6 (3 cihazin ortalama dederi). Golgelenmis hacim dederleri Tablo 1’den alinmistir.
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Ornek Geri Kazanimini Maksimize Etme

Konsantre maddenin dislik geri kazanimi ylizeye yapisma kayiplarindan, gok ylksek deristirmeden ya da 6rnegin

membrandan gegisi sirasindaki durumlardan kaynaklanabilmektedir.

e Ylizeye yapisma ile ilgili kayiplar ¢c6ziinmls maddenin derisimine, hidrofobik dogasina, filtreleme cihazi
ylzeyleriyle temas stiresine, sicakliga, 6rnek bilesimine ve pH dederine baglidir. Kayiplari en aza indirmek icin
konsantre edilmis ornekleri santrifijli dondirme isleminden hemen sonra uzaklastirin.

e Baslangig 6rnek derisimi zaten yliksekse bizzat santrifiij islemini izleyerek 6rnedin asiri deristirilmesini 6nleyin.
Asiri deristirme durumu 6rnekteki maddenin ¢bkelmesine ve potansiyel 6rnek kaybina yol agabilir.

¢ Ornek membrandan gecip gidiyor, siziyor gibi gériiniiyorsa daha diisiik bir MWCO Amicon® Ultra-4 cihazi segin.

Geri Kazanim Miktari Nasil Hesaplanir?

Asadida agiklanan yontem ile toplam geri kazanimi, % konsantre madde geri kazanimini, % filtre edilmis madde
geri kazanimini hesaplayin. Prosedur 20 mg/mL'ye kadar derisimi olan gdzeltiler igin oldukga yakin geri kazanim
sonucu tahminleri saglamaktadir.

NOT: Uygun deney teknikleri arasinda absorpsiyon spektrofotometrisi, radioimmuno analiz, kirilma indisi
ve iletkenlik 6lcimi bulunmaktadir.

Dogrudan Tartim Prosediirii

Cogunlukla seyreltik proteinlerin yogunlugu suyun yogunluguna (1 g/mL) yakin bir dedere sahiptir. Bu bilgiyi
kullanarak konsantre madde ve filtre edilmis madde hacimleri onlari tartip kitle degerlerini hacme gevirerek
hesaplanabilir. Bu teknik yalnizca derisim dizeyleri 20 mg/mL ya da daha az olan goézeltiler igin gegerlidir.

e Kullanimdan 6nce ayri ayri olarak bos filtreleme cihazini, santriflij tipinl ve konsantre madde toplanmasi
icin kullanilacak bos tipu tartin.

e Filtreleme cihazini gdzeltiyle doldurup yeniden tartin.

e Cihazi yerlestirip agiklamalara gore santrifiji baslatin.

e Pipetor ile konsantre maddeyi toplayip daha 6énceden bos kitlesi tartiimis bir toplama tliptine bosaltin.

e Cihazi santrifij tiplnden gikarin ve hem santrifiij ttiptini hem de konsantre maddenin toplandigi tipu tartin.

e Bos cihaz ve tuplerin kutlesini bu dolu cihaz/tip kutlelerinden gikarin ve baslangig malzemesi, filtre edilmis
madde ve konsantre madde kutlelerini hesaplayin.

e COzinmus madde derisimini belirlemek igin baslangig malzemesi, filtre edilmis madde ve konsantre maddeyi
uygun deney yontemleriyle analiz edin.

e Geri kazanimlari kutle/hacim verileri ve 6lglilen derisim dederlerini kullanarak asagidaki gibi hesaplayin:

W, x C. W, = analizden 6nce konsantre maddenin toplam agirligi
% konsantre madde geri kazanimi = 100 x ﬁ W, = orijinal baslangic maddesinin agirhgdi
o X o W, = filtre edilmis maddenin agirhgi
W, x C
% filtre edilmis madde geri kazanimi = 100 x e C. = konsantre maddenin derigimi
W, x C, C, = orijinal baslangig maddesinin derisimi

0
C; = filtre edilmis maddenin derisimi
% toplam kazanim = % konsantre madde kazanimi + % filtre edilmis madde geri kazanimi

Ozellikler

Baslangictaki 6rnegin maksimum hacmi Boyutlar

Sallanan kovali ve sabit acili carklar Tupun iginde (kapadl kapanmis) filtreleme cihazi

4,0 mL
o o ’
(45° ve 35°%) Uzunluk: 124 mm Cap: 17,3 mm
i o
Sabit acili gark (23°) 3,5mL Filtreleme cihazi
Tipik konsantre madde final hacmi 50-100 pL Uzunluk: 73,4 mm Cap: 17,2 mm
Maksimum goreli santrifiij kuvveti .
Yapim malzemeleri
Sallanan kovali cark 4000 x g Filtreleme cihazi Stiren/bltadien kopolimer
Sabit acih cark 7500 x g Membran Ultracel®'in yenilenebilen distik
Aktif membran alani 3 cm? bagdlayici giglu selllozu

Filtre edilmis madde tiplu  Polipropilen
Filtre edilmis madde kapagi  Polipropilen
Filtre edilmis madde astari  Polietilen

Filtre MWCO 10K
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Kimyasal Uygunluk

Amicon® Ultra santrifij cihazlari biyolojik akiskanlar ve sulu gozeltilerle kullanimi g6z 6énidnde bulunularak
tretilmistir. Kullanimdan 6nce érnedin cihazla kimyasal olarak uyumlulugunu kontrol edin. Iletisim bilgileri icin
SigmaAldrich.com/FilterChemicalCompatibility adresine gidin.

Uriin Siparisi

Uriinleri cevrimigi olarak suradan satin alabilirsiniz: SigmaAldrich.com.

Tanim Adet/Paket Katalog Numarasi
8 UFC801008D
Amicon® Ultra-4 24 UFC801024D
96 UFC801096D
Uyari

Musterilerimize uygulama teknolojileri ve diizenleyici konular hakkinda bilgimiz ve yetenedimiz dahilinde ancak
herhangi bir yukamlulik veya sorumluluk olmaksizin bilgi ve tavsiye veriyoruz. Musterilerimiz her durumda
mevcut yasalara ve ydénetmeliklere uymalidir. Bu ayni zamanda Uglinci sahislarin haklari igin de gegerlidir.
Sadladigimiz bilgi ve tavsiyelerimiz musterilerimizin, tGriinlerimizin 6ngérilen amaca uygunlugunu kontrol
etme sorumluluklarini ortadan kaldirmaz.

Toplama ve Bertaraf

Bitiin érnekler net bir sekilde etiketlenmelidir. Ornekleri toplamak ve hazirlamak icin uygun cihazlar
kullaniimahdir.

NOT: Potansiyel olarak bulasici ya da tehlikeli biyolojik malzemeyle kontamine olan maddenin bertaraf edilmesi
icin batlin uygulanabilir uluslararasi, federal, devlet ya da yerel yonetmeliklere gére diizenlenmis énlemleri
takip edin.

Teknik Destek

SigmaAldrich.com/techservice adresindeki web sitemizdeki teknik servis sayfasini ziyaret edin.

Cihazla ilgili her turll ciddi kaza Gretici firmaya ve kullanicinin bulundugu dlkenin ilgili yetki sahibi kisiligine rapor edilmelidir.

Standart Garanti

Bu belgede listelenen Urtnlerin gegerli garantisi SigmaAldrich.com/terms adresinde bulunabilir.

Revizyon Tarihgesi
2021-EKi o IFU PR0O5779 Yayin Tarihi EKIM 2021 - Miilga PRO5139.
e IFU, paketlenme hasarlar ve sicaklik sinirlariyla ilgili semboller eklendi.

e Kimyasal uyumluluk ve Siparis Bilgisi web siteye kopri olarak verildi.
e Bertaraf ve Sikayet bilgisi eklendi.
e Birlesik Krallik Sorumlu Kisisi ve Birlesik Krallik CA sembol bilgisi eklendi.

2024-MAR o Sekil 1 duzeltildi.

e "Yapim malzemeleri": Filtre edilmis madde kapadi metni polipropilen olarak dizeltildi.
2024-EKi e Sembol Tanimlari tablosuna sunlar eklendi: CH-REP, ithalatgi, UDI.

e Baslik sayfasina UKCA semboll eklendi.
2025-TEM e Slovence dili eklendi.

e Sembol Tanimlari tablosu kaldirildi.
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Slovensdcina

Uvod

Centrifugalni filtrirni pripomocki Amicon® Ultra-4 10K zagotavljajo hitro ultrafiltracijo, z zmoZnostjo za visoke
koncentracijske faktorje in enostavno obnovitev koncentratov iz razredc¢enih in kompleksnih matrik vzorcev.
Navpi¢na zasnova in razpolozljiva membranska povrsina zagotavljata hitro obdelavo vzorcev, visoko obnovitev
vzorcev (obic¢ajno vec kot 90 % zacetne raztopine razredcine) in zmoznost za 80-kratno koncentracijo. Obicajni
Cas obdelave je od 10 do 20 minut. Polarizacijo topljenca in posledi¢no oblaganje membrane minimizira navpic¢na
zasnova, fizina popolna zaustavitev v filtrirnem pripomocku pa preprecuje centrifugiranje do izsusenosti in
potencialno izgubo vzorca. Koncentrat je s pipetorjem zbran iz rezervoarja za vzorec v filtrirnem pripomocku,
ultrafiltrat pa je zbran v podano centrifugalno epruveto. Pripomocek je mogoce vrteti v rotorju z nihajno kosarico
(za optimalno ucinkovitost) ali rotorju s fiksnim kotom. Pripomocki Amicon® Ultra-4 10K so dobavljeni nesterilni
in so samo za enkratno uporabo.

Namen uporabe

Centrifugalni filtrirni pripomocki Amicon® Ultra-4 so ultrafiltracijski filtrirni pripomocki za enkratno uporabo za

in vitro diagnosti¢no uporabo za obdelavo bioloskih raztopin v volumskem obsegu 1-4 mL. Namenjeni so za
koncentriranje bioloskih vzorcev, kot so serum, urin, cerebrospinalna tekocina in druge telesne tekocine, pred

in vitro diagnosti¢no analizo. Pripomocek je namenjen za enkratno uporabo s strani laboratorijskih strokovnjakov.

Uporaba

e Koncentriranje bioloskih vzorcev, ki vsebujejo antigene, protitelesa, encime, nukleinske kisline (vzorce DNA/

RNA, bodisi eno- ali dvoverizne), mikroorganizme, eluate s kolone in ocis¢ene vzorce

o Cid¢enje makromolekularnih komponent, najdenih v ekstraktih tkivnih kultur in celi¢nih lizatih, odstranjevanje
primerjev, povezovalnikov ali molekularnih oznak iz reakcijske zmesi in odstranjevanje proteinov pred HPLC

e Razsoljevanje, zamenjava pufrov ali diafiltracija

Prilozeni materiali wm—— Pokrovéek

Pripomocek Amicon® Ultra-4 10K je dobavljen s pokrovckom, filtrirnim
pripomockom in centrifugalno epruveto. Filtrirni pripomocek

Zahtevana oprema

e Centrifuga z rotorjem z nihajno kosarico (prednostno) ali s fiksnim kotom
z vdolbinicami/nosilci, kjer imajo mesto 17 mm x 124 mm 15 mL konic¢ne
epruvete

—— Centrifugalna epruveta
PREVIDNO: Da se izognete poskodbi pripomocka med centrifugiranjem,
pred vrtenjem preverite oddaljenost.

e Pipetor z 200 mikrolitrsko (pL) konico za obnovitev koncentrata

Primernost

Priporocene so predhodne Studije obnovitve in zadrzevanja, da se zagotovi primernost za predvideno uporabo.
Glejte razdelek »Kako kvantificirati obnovitve«.

Shranjevanje in stabilnost

Glejte oznako izdelka za pogoje shranjevanja in ¢as hranjenja.

Spiranje pred uporabo

Ultrafiltracijske membrane v pripomoc&kih Amicon® Ultra-4 10K vsebujejo glicerin v sledeh. Ce ta material vpliva
na analizo, sperite pripomocek s pufrom ali vodo Milli-Q® pred uporabo. Ce se vplivanje nadaljuje, sperite z 0,1 N
NaOH, ¢emur sledi drugo centrifugiranje s pufrom ali vodo Milli-Q®.

PREVIDNO: Ko je membrana v filtrirnih pripomockih Amicon® Ultra mokra, ne smete dopustiti, da se izsusi. Ce
pripomocka ne boste uporabili nemudoma po spiranju, pustite teko¢ino na membrani, dokler ne bo pripomocek
uporabljen.
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Kako uporabljati centrifugalne filtrirne pripomocke Amicon® Ultra-4

1. Dodajte do 4 mL vzorca (3,5 mL, ¢e uporabljate rotor s fiksnim kotom 23°) v filtrirni pripomocek
Amicon® Ultra.

2. Daijte filtrirni pripomocek s pokrovékom v rotor centrifuge (prednost ima nihajna kosarica); kot protiutez
dodajte podoben pripomocek. Pred uporabo preverite oddaljenost v centrifugi.

3. Kadar uporabljate rotor z nihajno kosarico, pripomocek centrifugirajte pri maksimalno 4000 x g za
priblizno 10-20 minut.

4. Kadar uporabljate rotor s fiksnim kotom, usmerite pripomocek, tako da je membranska plosc¢a obrnjena
navzgor, in centrifugirajte pri maksimalno 7500 x g za priblizno 10-20 minut.

OPOMBA: Glejte sliko 1 in tabelo 1 za obi¢ajne ¢ase centrifugiranja.

5. Za obnovitev koncentriranega topljenca vstavite pipetor na dno filtrirnega pripomocka in odvzemite vzorec s
premikanjem po vseh straneh, da zagotovite popolno obnovitev. Ultrafiltrat se lahko shranjuje v centrifugalni
epruveti.

OPOMBA: Za optimalno obnovitev odstranite koncentrirani vzorec takoj po centrifugiranju.

OPOMBA: Filter morda ne bo deloval pravilno, ¢e pustite, da se izsusi po premocenju.

Razsoljevanje ali diafiltracija

Razsoljevanje, zamenjava pufrov ali diafiltracija so pomembne metode za odstranitev soli ali topil v raztopinah,
ki vsebujejo biomolekule. Odstranitev soli ali zamenjavo pufrov je mogoce v pripomocku Amicon® Ultra-4
izvesti s koncentriranjem vzorca, nato pa rekonstitucijo koncentrata na volumen originalnega vzorca s katerim
koli Zelenim topilom. Proces »izpiranja« se lahko ponavlja, dokler ni bila koncentracija kontaminirajocega
mikrotopljenca zadostno zmanjsana. Glejte spodnji primer.

Centrifugirajte
za pridobitev

Dodajte 3,95 mL U

raztopine 10 mM
NaCl ali pufra za

Centrifugirajte
za pridobitev

zamenjavo
> —
4 mL proteina 50 pL proteina 4 mL proteina 50 pL proteina
1 mg/mL v 80 mg/mL v 1 mg/mL v 80 mg/mL v
100 mM NacCl 100 mM NacCl 11,1 mM NaCl 11,1 mM NaCl
100 mM Nacl = ==| 11,1 mM NaCl
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Ucinkovitost
i Slika 1. Tipi¢ni volumen filtrata v primerjavi s
Stopnja pretoka &asom centrifugiranja

Dejavniki, ki vplivajo na stopnjo pretoka, vklju¢ujejo koncentracijo 4.0 /@/
vzorca, zacetni volumen, kemic¢no naravo topljenca, relativho 3.5
centrifugalno silo, kot rotorja centrifuge, tip membrane in - 3.0
temperaturo. Sliko 1 in tabelo 1 se lahko uporabi za oceno casa, é
potrebnega, da se doseze dani volumen filtrata ali koncentrata. gz 22 .
Tipi¢ni ¢as centrifugiranja za 4 mL vzorec je priblizno od 10 do £ .0 —+Rotor z nihajno kosarico
20 minut. Medtem ko je veéina vzorca filtriranega v prvih 10 “; s / —*—Rotor s fiksnim kotom
do 15 minutah centrifugiranja, je najnizji volumen koncentrata g /
(30-75 L) dosezen po centrifugiranju za 15 do 20 minut. s 10

S os

0.0 H0—r—"——r—m————r———r———
0 5 10 15 20

Cas centrifugiranja (min)

Pogoji centrifugiranja: Rotor z nihajno kosarico, 4000 x g, ali rotor s
fiksnim kotom, 7500 X g, sobna temperatura, 4 mL zacetni volumen.
Uporabljeni proteinski oznacevalec: Citokrom C, n = 6.

Tabela 1. Tipicni volumen koncentrata v primerjavi s casom centrifugiranja
Volumen koncentrata (pL)

Cas centrifugiranja

(min) Rotor z nihajno kosarico 4000 x g Rotor s fiksnim kotom 35° 7500 x g
10 176 97
15 76 54
20 58 35

Pogoji centrifugiranja: Sobna temperatura, 4 mL zacetni volumen.
Uporabljeni proteinski oznacevalec: Citokrom C, n = 6 (srednja vrednost 3 serij pripomockov).
Za izracun obnovitve proteinov v tabeli 3 so bili uporabljeni zasenceni volumni.

Zadrzevanje proteinov in obnovitev koncentrata

Za membrane, uporabljene v pripomockih Amicon® Ultra, je znacilna mejna vrednost molekulske mase (MWCO);
tj. njihova zmoznost, da zadrzijo molekule nad dolo¢eno molekulsko maso. Topljenci z molekulskimi masami blizu
MWCO so lahko le delno zadrzani. Membransko zadrzevanje je odvisno od molekulske velikost in oblike topljenca.
Za vecino aplikacij je molekulska masa priro¢en parameter za uporabo pri ocenjevanju znacilnosti zadrzevanja.
Za najboljse rezultate uporabite membrano z MWCO, najmanj dvakrat manjSo od molekulske mase proteinskega
topljenca, ki je predviden za koncentriranje. Glejte tabelo 2.

Tabela 2. Tipi¢no zadrzevanje proteinskih oznacevalcev

Oznacevalec/koncentracia  MolSkulska | MWCO, o sadrievania o6 zadrieiania Cas centriugiransa
a-himotripsinogen(1 mg/mL) 25.000 10K >95 >95 15
Citokrom C (0,25 mg/mL) 12.400 >95 >95 15
Vitamin B12 (0,2 mg/mL) 1350 <15 <15 15

Pogoji centrifugiranja: Rotor z nihajno kosarico, 4000 x g, ali rotor s fiksnim kotom 35°, 7500 x g, 4 mL zacetnega volumna,
sobna temperatura, n = 6 (srednja vrednost 3 serij pripomockov).

Dejavniki, ki dolo¢ajo obnovitev vzorca, vkljucujejo naravo proteinskega topljenca glede na izbrani MWCO
pripomocka, zacetno koncentracijo in faktor koncentracije. Tabela 3 podaja tipicne obnovitve za pripomocek
Amicon® Ultra-4 10K.

Tabela 3. Tipi¢na obnovitev koncentrata

Volumen Faktor Obnovitev
koncentrata (pL) koncentracije (x) koncentrata (%)

Oznacevalec/ MWCO Cas centrifugiranja Nihajna Fiksni Nihajna Fiksni Nihajna Fiksni
koncentracija pripomocka (min) kosarica kot kosarica kot kosarica kot

Citokrom C
(0,25 mg/mL)

Pogoji centrifugiranja: Rotor z nihajno kosarico, 4000 x g, ali rotor s fiksnim kotom 35°, 7500 x g, 4 mL zacetnega volumna,
sobna temperatura, n = 6 (srednja vrednost 3 serij pripomockov). Zasenceni volumni so bili vzeti iz tabele 1.

10K 15 76 54 52,3 76,6 97,3 98,5
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Maksimiranje obnovitve vzorcev

Do nizke obnovitve vzorcev v koncentratu lahko pride zaradi adsorptivnih izgub, prekomerne koncentracije ali
prehoda vzorca skozi membrano.

e Adsorptivne izgube so odvisne od koncentracije topljenca, njegove hidrofobne narave, temperature in ¢asa
stika s povrsinami filtrirnega pripomocka, sestave vzorca in pH-ja. Za minimiranje izgub koncentrirane vzorce
odstranite takoj po centrifugiranju.

» Ce je zacetna koncentracija vzorca visoka, nadzirajte proces centrifugiranja, da se izognete preveliki
koncentraciji vzorca. Prevelika koncentracija lahko privede do precipitacije in potencialne izgube vzorca.

o Ce se zdi, da vzorec prehaja skozi membrano, izberite pripomo¢ek Amicon® Ultra-4 z niZjim MWCO.

Kako kvantificirati obnovitve

Izracunajte skupno obnovitev, odstotno obnovitev koncentrata in odstotno obnovitev filtrata z uporabo
spodnje metode. Postopek zagotavlja dober priblizek obnovitev za raztopine, ki imajo koncentracije do okvirno
20 mg/mL.

OPOMBA: Ustrezne tehnike testiranja vkljucujejo absorpcijsko spektrofotometrijo, radioimunsko testiranje,
lomni koli¢nik in prevodnost.

Postopek neposrednega tehtanja

Gostota vecine proteinskih razredcin je skoraj enaka gostoti vode (tj. 1 g/mL). Z uporabo te lastnosti se da
volumna koncentrata in filtrata kvantificirati, tako da se ju stehta in pretvori enote iz gramov v mililitre. Ta
tehnika je primerna samo za raztopine s koncentracijami priblizno 20 mg/mL ali manj.

e Pred uporabo loCeno stehtajte prazen filtrirni pripomocek, centrifugalno epruveto in prazno epruveto za
zbiranje koncentrata.

e Napolnite filtrirni pripomocek z raztopino in ponovno stehtajte.
e Sestavite pripomocek in centrifugo po navodilih.
e Zberite koncentrat s pipetorjem in ga dozirajte v predhodno stehtano epruveto za zbiranje koncentrata.

e QOdstranite pripomocek iz centrifugalne epruvete in stehtajte centrifugalno epruveto in epruveto za zbiranje
koncentrata.

e Odstejte teze praznega pripomocka/epruvet, da izraCunate teZze zaCetnega materiala, filtrata in koncentrata.
o Testirajte zacetni material, filtrat in koncentrat, da dolocite koncentracijo topljenca.
e Izraunajte obnovitve z uporabo podatkov teza/volumen in izmerjenih koncentracij, kakor sledi:

W, x C.

% obnovitve koncentrata = 100 x ———— W, = skupna teza koncentrata pred testiranjem
W, x C, W, = teZa originalnega zaCetnega materiala
W, x C, W, = teza filtrata
% obnovitve filtrata = 100 x m C. = koncentracija koncentrata

C, = koncentracija originalnega zacetnega materiala
% skupne obnovitve = % obnovitve koncentrata + % obnovitve filtrata C; = koncentracija filtrata

Specifikacije
Maksimalni volumen zacetnega vzorca Dimenzije
Rotor z nihajno kosarico in rotor s fiksnim Filtrirni pripomocek v epruveti (s pokrovékom)
kotom (45° in 35°) 4,0 mL
Dolzina: 124 mm (4,9 palca) Premer: 17,3 mm (0,7 palca)
Rotor s fiksnim kotom (23°) 3,5mL

Filtrirni pripomocek

Tipicni volumen koncnega koncentrata  50-100 L Dolzina: 73,4 mm (2,9 palca) Premer: 17,2 mm (0,7 palca)

Maksimalna relativna centrifugalna sila Konstrukcijski materiali

R nihajno kosari 4 X Y . ) )
otor z nihajno kosarico 000 x g Filtrirni pripomocek Kopolimer stiren/butadien
Rotor s fiksnim kotom 7500 x g . L
Membrana Regenerirana celuloza z minimalno
Aktivha membranska povrsina 3 cm? vezavo Ultracel®

Epruveta za filtrat  Polipropilen
Pokrovcek za filtrat Polipropilen
Obloga za filtrat Polietilen

Filter MWCO 10K
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Kemijska zdruzljivost

Centrifugalni pripomocki Amicon® Ultra so namenjeni za uporabo z bioloskimi tekoCinami in vodnimi
raztopinami. Pred uporabo za vzorec preverite kemijsko zdruzljivost s pripomockom. Za vec informacij obiscite
SigmaAldrich.com/FilterChemicalCompatibility.

Narocanje izdelkov

Izdelke kupite prek spleta na SigmaAldrich.com.

Opis Kol./pak. Kataloska stevilka
8 UFC801008D
Amicon® Ultra-4 24 UFC801024D
96 UFC801096D
Opomba

Svojim strankam ponujamo informacije in svetovanje o aplikativnih tehnologijah in zakonskih zadevah po
najboljsih moceh, vendar pri tem ne prevzemamo odgovornosti. Nase stranke morajo vsekakor same spremljati
obstojece zakone in zakonodajo. To velja tudi za vsakrSne pravice tretjih oseb. Nase informacije in nasveti strank
ne odvezujejo odgovornosti za preverjanje primernosti nasih izdelkov za predvideni namen.

Zbiranje in odstranjevanje

Vsi vzorci morajo biti jasno oznaceni. Uporabiti se mora primerne instrumente za pridobivanje in pripravo
vzorcev.

OPOMBA: Upostevajte varnostne ukrepe za odstranjevanje predmetov, okuzenih s potencialno kuznim ali
nevarnim bioloskim materialom, v skladu z vsemi veljavnimi mednarodnimi, zveznimi, drzavnimi in lokalnimi
predpisi.

Tehni¢cna pomoc¢

Obiscite stran za tehni¢no sluzbo na nasem spletnem mestu SigmaAldrich.com/techservice.

O vsakem resnem incidentu s tem pripomockom je treba obvestiti proizvajalca in pristojni organ drzave, v kateri
ima uporabnik sedez.

Standardna garancija

Veljavno garancijo za izdelke, navedene v tej publikaciji, lahko najdete na SigmaAldrich.com/terms.

Zgodovina revizij
Oktober 2021 e Navodila za uporabo PR05779, datum izdaje oktober 2021 - nadomesc¢a PR05139.
e Navodila za uporabo, dodani simboli za poskodbe embalaze in omejitve temperature.

e Kemijska zdruzljivost in informacije za narocanje s povezavo na spletno mesto.
e Dodane informacije o odstranjevanju in pritozbah.
e Dodane informacije o odgovorni osebi v ZK in simbol UKCA

Marec 2024 e Popravljena slika 1
e »Konstrukcijski materiali«: Popravljeno besedilo za pokrovcek filtrata na polipropilen
Oktober 2024 e V tabelo z definicijami simbolov dodani: CH-REP, uvoznik, UDI

e Na naslovno stran dodan simbol UKCA

Julij 2025 e Dodan slovenski jezik

e Odstranjena tabela z definicijami simbolov
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https://www.sigmaaldrich.com/FilterChemicalCompatibility
http://SigmaAldrich.com
http://SigmaAldrich.com/techservice
http://SigmaAldrich.com/terms

Made in Ireland UK Responsible Person:
Merck Millipore Ltd. Millipore (UK) Ltd.
M Tullagreen, Carrigtwohill, Kirkton Campus
Co. Cork, Ireland Fleming Road,
T45 KD29 Livingston, UK
EH54 7BN

an affiliate of Merck KGaA,
Darmstadt, Germany

Merck, Millipore, Amicon, Milli-Q, Ultracel, and Sigma-Aldrich are trademarks of

Merck KGaA, Darmstadt, Germany or its affiliates. All other trademarks are the property
of their respective owners. Detailed information on trademarks is available via publicly
accessible resources.

© 2001-2025 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All Rights Reserved.

The life science business of Merck operates
as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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