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RESUMO

A obtengdo de DNA gendmico de qua-
lidade e em quantidade suficiente é o
primeiro passo para o desenvolvimento
das diversas técnicas moleculares que
avaliam o polimorfismo em sua sequén-
cia. A presenca de fenois, polissacarideos
e de outros componentes representa o
principal problema na extragio de DNA
e na aplicagdo subsequente, restringindo
a eficiéncia do processo. Este traba-

lho tem como objetivo comparar trés
tampoes de extracdo de DNA gendmico
de folhas jovens, maduras de Eucalyptus
camaldulensis, e para tanto se utilizou o
protocolo CTAB (brometo de cetiltrime-
tilamonio) com as seguintes modifica-
¢des: Tampao 1, seguiu-se a descrigdo do
protocolo, sem alteragdes; Tampao 2, ao
protocolo, adicionou-se 2% de PVP (20
ug mL! do tamp@o de extracio); Tampao
3, ao protocolo, adicionou-se 2% de PVP
(20 ug mL! do tampéo de extracio) e

50 uL de Proteinase K (20 ug mL" do
tampdo de extracdo). A quantificacdo do
DNA total foi realizada de trés formas,
eletroforese em gel de agarose [0,8%)],
espectrofotdbmetro Biospectro SP-220°, e
em nano-espectrofotdmetro quantifica-
dor. De maneira geral, o protocolo de ex-
tracdo com suas modificagdes permitiu
a obtencdo de quantidades satisfatdrias
e de boa qualidade de DNA, visualizadas
primeiramente pelas imagens no gel

de agarose, e confirmadas pela concen-
tragdo calculada por absorbancia nos
outros dois métodos, contudo os tam-
poes 1 e 2 proporcionaram os melhores
resultados quantitativos e qualitativos.
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ABSTRACT

Obtaining genomic DNA of sufficient
quality and quantity is the first

step in the development of various
molecular techniques that assess the
polymorphism in their sequence. The
presence of phenols, polysaccharides,
and other components is the main
problem for DNA extraction and
subsequent application by restricting
the process efficiency. This study aims
to compare three DNA extraction
buffers genomic of young leaves,
mature Eucalyptus camaldulensis
for both used the CTAB protocol
(cetyltrimethylammonium bromide)
with the following modifications: Cap
1, followed by the description of the
protocol without change; Buffer 2,
the protocol was added 2% PVP (20
ug ml-1 of extraction buffer); Cap 3,
the protocol was added 2% PVP (20
ug ml-1 of extraction buffer) and 50
ul of Proteinase K (20 ug ml-1 of
extraction buffer). Quantitation of
total DNA was performed in three
ways, agarose gel electrophoresis
[0.8%] spectrophotometer Biospectro
SP-220%, and nano-quantizer
spectrophotometer. In general, the
extraction protocol with modifications
thereof allowed to obtain satisfactory
amounts and good quality DNA, first
displaying the images on agarose gel
and the concentration confirmed by
absorbance calculated for the other
two methods, however, the caps 1 and
2 provided the best quantitative and
qualitative results.
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1 INTRODUCAO

O Eucalyptus camaldulensis Dehnh, que se destaca, dentre as
espécies do género, por apresentar maior plasticidade adaptativa as
condicdes brasileiras, pertencente a familia Myrtaceae, foi introduzido
no Brasil no inicio do século XX. Em funcao do seu rapido crescimento,
boa adaptacgdo as condigdes ambientais em diversas regides do pais e
producdo de madeira com boas propriedades fisicas e mecanicas, tem
sido utilizado em plantios de grande escala.

Nesse contexto, hd a necessidade de identificar caracteristicas
adaptativas que aumentem as chances de sobrevivéncia das plantas
nessas condicdes e introduzi-las no programa de melhoramento gené-
tico do género.

0 emprego de técnicas moleculares juntamente a genética
quantitativa na conducdo de populacdes segregantes tem possibilita-
do a predicdo do desempenho de progénies, permitindo a criacdo e o
desenvolvimento de novos genoétipos, em que o potencial genético da
espécie é maximizado.

Diversas técnicas moleculares desenvolvidas para o estudo com
progénies estio disponiveis atualmente para a deteccdo da variabilidade
genética em nivel molecular, com a deteccdo de polimorfismos genéticos.
Essas técnicas permitem a obtencdo de um nimero virtualmente ilimi-
tado de marcadores moleculares cobrindo todo o genoma do organismo.

Para tanto, a extracdo de DNA aplicada as diversas analises mo-
leculares precisa ser otimizada, proporcionando material de qualidade
e em quantidade. Nesses estudos, apesar da repetibilidade, as quanti-
dades de material necessarias para investigacdo sdo pequenas, sendo
utilizados microlitros (uL), contudo a qualidade do material, expressa
por sua pureza, é fundamental para proporcionar maior confiabilidade
aos resultados.

Os metabdlitos secundarios que protegem as plantas da herbivoria
e do ataque de patdégenos conferem certa resisténcia natural a elas e,
apesar de alguns compostos fenoélicos serem usados na confeccdo de
adesivos, representam um grande problema no processo de purificacdo
de DNA vegetal.

Embora remova a maioria das proteinas, os protocolos tradicio-
nalmente utilizados para extracdo de DNA vegetal apresentam falhas na
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eliminacdo efetiva de polissacarideos e estas substancias interferem no
rendimento e na qualidade ao final do processo de extracao.

Esses aspectos evidenciam a necessidade de se testar e ajustar
protocolos segundo seu propdsito e espécie. O protocolo padrao utili-
zado em grande parte dos trabalhos utiliza o CTAB (brometo de cetil-
trimetilamo6nio) com adaptagdes especificas. Caracteriza-se por utilizar
esse detergente cationico com capacidade de afetar a permeabilidade
das membranas celulares.

O objetivo deste estudo foi comparar a qualidade e quantidade
do DNA gendmico extraido de folhas de E. camaldulensis, com protocolo
que utiliza CTAB, com a adi¢do de proteinase K e PVP, bem como avaliar
a eficiéncia dos métodos de quantificacdo por eletroforese em gel e por
espectrofotometria.

2 MATERIAL E METODOS

0 trabalho foi desenvolvido com folhas jovens de E. camaldulen-
sis, coletadas em setembro de 2012, em um experimento de teste de
progénie de meio-irmdos, que esta instalado no Instituto Federal de
Mato Grosso, Campus Sdo Vicente, no municipio de Santo Anténio de
Leverger, MT, sob delineamento de blocos ao acaso com 132 tratamen-
tos (progénies), cinco repeticdes e trés plantas por parcela em linhas
simples, no espacamento 3 x 2 m.

As folhas de E. camaldulensis foram coletadas de 15 arvores, com
as quais foram formados trés grupos, compostos por cinco amostras,
constituindo os grupos A, B e C. Para todas as amostras, o processo de
extracao foirealizado em duplicata, com o intuito de aumentar o nimero
de repeti¢des, garantindo a obtencdo de DNA.

O material vegetal ap6s a coleta foi envolvido em papel toalha,
identificado individualmente e acondicionado em saco plastico. As
amostras foram conservadas em caixa de isopor com gelo, por apro-
ximadamente 12 horas, e conduzidas ao Laboratério de Biotecnologia
Florestal, na Faculdade de Engenharia Florestal UFMT, Cuiaba, MT, onde
foram lavadas em agua corrente, enxugadas e armazenadas em freezer
a 20°C até o momento do processamento delas.

Na primeira etapa, utilizou-se a base de um protocolo para ex-
tracao de DNA genomico via CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio),
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modificado a partir do processo desenvolvido por Doyle e Doyle (1990),
posteriormente alterado por Ferreira e Grattapaglia (1998).

Avaliaram-se trés diferentes tampdes, que diferiram pela composi-
¢do do tampao de extracdo (TE), que é a primeira solugdo empregada no
processo de extracao de DNA. No tampao 1, ndo se utilizou a proteinase
K nem o PVP; no tampao 2, utilizou-se apenas o PVP; e no tampao 3,
utilizou-se o PVP (Polyvinylpyrrolidone) e a proteinase K; os tampdes
estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Componentes do tampao de extracdo (TE) para Eucalyptus
camaldulensis com PVP e proteinase K e respectivas concentragoes.

Tampao 1 Tampdo 2 Tampao 3

Componentes do tampao (T1) (T2) (T3) [Final]
CTAB 10% 2,0 Ml 2,0 mL 2,0 mL 2%
NaCl5M 2,8 mL 2,8 mL 2,8 mL 1,4 M
Tris-HCI 1M (pH 8) 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL 100 Mm
EDTA 0,5 M (pH 8) 0,4 mL 0,4 mL 0,4 mL 20 mM
B-mercaptoetanol 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 1%
PVP [2,0%] (20 pg/mL) - 1g+0,1mL1g+0,1mL 2%
Proteinase K (20 pg/mL) - - 0,05mL 20 pg/mL
Agua destilada

autoclavada (g.s.p.) 3,7 mL 3,6 mL 3,55 mL 10 mL

As porgdes de 3 g das amostras de folhas picadas foram maceradas
em cadinho com pistilo de ceramica, ap6s o congelamento por nitro-
génio liquido. Aliquotas médias de 1 g do material pulverizado foram
colocadas em microtubos de 2 mL, até ocuparem 50 % de seu volume,
onde foi adicionado o TE .

Para a digestdo das proteinas e lise da membrana celular, as amos-
tras foram levadas a incubagio no Thermo-Shaker (Agimaxx®) a 65°C
por 32 minutos, agitadas em intervalos de 10 minutos a 250 rpm. Ao
atingir a temperatura ambiente, foram adicionados as amostras 400 pL
do composto cloroférmio + alcool isoamilico (24:1), seguido de centri-
fugacdo por 10 minutos a 10.000 rpm, a 4°C. Apds esse procedimento,
retirou-se todo o sobrenadante (fase aquosa) que foi transferido para
um novo microtubo, onde foram adicionados 54 uL de CTAB [10%].

0 extrato foi agitado suavemente durante 5 minutos. Em seguida,
repetiu-se o processo adicionando-se 200 pL de cloroférmio + alcool
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isoamilico (24:1), seguido de nova agitacdo e centrifugacdo por 5 mi-
nutos, 10.000 rpm, 4°C. A etapa seguinte consistiu na adi¢do de 600 pL
de isopropanol gelado, agitando suavemente por inversdo. As amostras
foram deixadas em incubagdo por uma noite a -20°C.

Transcorrido o periodo de 12 horas, os microtubos contendo o
material em estudo foram centrifugados por 10 minutos a 12.000 rpm,
a 4°C. O sobrenadante resultante foi descartado, deixando-se somente
o precipitado de DNA no fundo do microtubo.

Procedeu-se alavagem de sais do precipitado com 500 pL de Alcool
70%, mantendo-os imersos por aproximadamente 8 minutos, secando-
-0s em temperatura ambiente. O precipitado seco foi diluido em 100 pL
de TE, onde se adicionou 1 puL. de RNase a cada microtubo. A solucao
formada foi agitadaa 1.500 rpm (1 minuto) e colocada em incubacgao no
Thermo-Shaker por 30 minutos a 37°C, para ativacdo enzimatica. Apés
esses procedimentos, os tubos foram levados a geladeira por duas horas.

Na comparac¢ido dos métodos para quantificacdo e avaliacido da
qualidade, cada repeti¢ao foi assumida como uma amostra independen-
te. Na segunda etapa, a quantificacdo, o primeiro método empregado
foi a eletroforese horizontal em gel de agarose [0,8%], corado com
brometo de etidio (0,02 puL mL*). Submerso em tampao Tris-Borato-
-EDTA [1X] (TEB), a cada pogo do gel foram aplicadas aliquotas de 4 pL
de cada amostra, coradas com tampao de carregamento Blue Loadding
Dye 6X. Para a comparacao das bandas, no primeiro poco de cada linha,
aplicou-se o marcador de peso molecular conhecido High Mass DNA
Ladder (Invitrogen®) em seguida, o sistema foi exposto a uma corrente
elétrica com voltagem constante de 60 V, 300 mA, por 60 minutos. Apos
eletroforese, o gel foi visualizado no sistema de aquisicdo de imagens
Gel Doc EZ (Bio-Rad).

No espectrofotdmetro Biospectro SP-220® (A), foram realizadas
leituras da DO 260 nm e 280 nm, para tal, seguindo orientacdes do fa-
bricante, as amostras foram diluidas na proporc¢do de 1:100, em agua
estéril autoclavada. No nano-espectrofotometro L-Quant® (B), foram
feitas medi¢cdes em DO 230, 260 e 280 nm. As concentracoes de DNA
foram estimadas a partir das seguintes equacoes:

(A) [DNA] =50 pg/mL x DO, x fator de dilui¢do

sendo: 1 DO =50 ug/mL de DNA (SAMBROOCK et al., 1989), e para

(B) [DNA] =50 ng/uL x DO,
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Na estimativa da pureza das amostras, utilizou-se a raziao DO
A, /A, (A e B), para verificar contaminagao por proteinas/fendis, e
as razoes DO A,, /A, (B) para mensurar possivel contamina¢do por
carboidratos. Os parametros adotados para a determinag¢do do grau de
pureza estdo na Tabela 2.

Tabela 2 - Parametros indicados na literatura para determinar contami-
nacdo de amostras de DNA de acordo com a absorbancia das substancias
contaminantes em soluc¢ao.

Taxa Parametro Interpretacao Referéncia
<18 Contaminagdo por proteinas
’ e fenois
A260/280 1,8%2,0 Ideal paraamostrapura l(\/éa(l)zozg)e Bittencourt
>2,0 Contaminacdo por RNA Turner etal. (1997)

A230/260 2,0~2,2 Ideal paraamostra pura Fang et al. (1992)

Contaminagdo por polissaca-
>2,2 rideos, sais ou solventes or- Pandey et al. (1996)
ganicos.

3 RESULTADOS

Obteve-se sucesso na extracdo de DNA da maioria das amostras
de folhas de E. camaldulensis, o que é facilmente visualizavel no gel de
agarose apresentados na Figura 1. Os melhores resultados foram obtidos
com os tampdes de extracdo 1 e 2 respectivamente, que apresentaram
bandas mais largas, de maior intensidade e nitidez.

No T1 utilizou-se apenas 3-mercaptoetanol [1%], um composto
antioxidante, que protegeu o DNA da acdo de compostos secundarios.
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11 12 13 14 15 M

Figura 1 - Quantificacdo de DNA genomico em gel de agarose [1%)],
corado com brometo de etidio. Amostras 1 a 45 com DNA de E. camal-
dulensis, sendo: M - DNA de padrdo conhecido - High Mass DNA Ladder
(Invitrogen®); 1 - 15: amostras tratadas com Tamp3o 1; 16 - 30: amos-
tras tratadas com Tampao 2; 31 - 45: amostras tratadas com Tampao 3.

No T2, além do B-mercaptoetanol, adicionou-se ao TEx a polivinil-
-pirrolidona (PVP), substancia também com func¢do antioxidante que
auxiliou na manutencdo da integridade do DNA.

0 emprego do -mercaptoetanol e da PVP, em conjunto, apresen-
tou menor contaminag¢do por proteinas e outras moléculas, para o E.
camaldulensis, contudo observou-se que a combinagido de componentes

186 Multitemas, Campo Grande, MS, n. 48, p. 179-193, jul./dez. 2015



com mesma func¢do ou fun¢des semelhantes (PVP e proteinase K) pre-
judicou a integridade do DNA ao invés de preserva-lo.

A andlise preliminar do aspecto qualidade foi realizada por ele-
troforese em gel de agarose a 0,8% (Figura 1). Ap6s a migracao eletro-
forética, o DNA extraido apresentou-se no gel de agarose sob a forma de
bandas com fluorescéncia mediana, bem delineadas, decorrente do bom
desempenho dos protocolos de extracdo, para a maioria das amostras.
A imagem evidenciou, ainda, boa quantidade de DNA expressa pelas
bandas situadas acima dos 1000 pares de base (em comparacdo com
padrdo do marcador High Mass DNA Ladder), e qualidade satisfatoria,
demonstrada pela nitidez e falta de residuos no canal de migracio.

Quando analisadas separadamente, contudo, as imagens apontam
o Tampao 2 com melhor aproveitamento (100%), seguido pelo Tampao
1(80%). O Tampao 3 apresentou pior resultado, com apenas 4 amostras
mostrando bandas visiveis, que representaram 40% do total.

Apesar das amostras 1 e 36 ndo terem apresentado bandas
bem visiveis no gel apds a eletroforese, e as amostras 31, 32, 33, 37
e 38 terem exibido sinais de degrada¢do do DNA, com bandas pouco
visiveis, através da espectrofotometria foi possivel verificar que ha
presenca de material genético nessas amostras a partir do valor de
concentracdo obtido (165, 340, 270, 245, 220, 210, 290 ug/mL, res-
pectivamente). As leituras e a concentracao de DNA nas amostras, bem
como arazdo A, /A, sdo apresentadas nas Tabelas 3 e 4, em que os
dados espectrofotométricos apontam material genético em todas as
mostras, porém, em concentrac¢des variadas.
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Tabela 3 - Andlise de pureza e quantificacdo dos DNAs extraidos
com os Tampdes 1 (B-mercaptoetanol), 2 (B-mercaptoetanol + PVP)
e 3 (B-mercaptoetanol + PVP + Proteinase K), a partir de amostras de
tecido foliar de 10 acessos de E. camaldulensis, utilizando leituras de
absorbancia a 260 e 280 nm, obtidas pelo espectrofotometro SP-220,
Biospectro®. As médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre
sia p>=0.05, pelo teste de Tukey.

Tampao A260/A280 Concentracido de DNA (ng/mL)
1 1,748 a 306,66 a
2 1,793 a 320,83 a
3 1,598 b 275,00 a
CV (%) 7,25 24,61

Tabela 4 - Analise de pureza e quantificacdo dos DNAs extraidos com
os Tampoes 1 (B-mercaptoetanol), 2 (B-mercaptoetanol + PVP) e 3
(B-mercaptoetanol + PVP + Proteinase K), a partir de amostras de
tecido foliar de 10 acessos de E. camaldulensis, utilizando leituras de
absorbanciaa 230, 260 e 280 nm, obtidas pelo nano espectrofotdmetro
L-Quant. As médias seguidas das mesmas letras ndo diferem entre si a
p>=0.05, pelo teste de Tukey.

= Concentracao de DNA
Tampaio A230/A260| |A260/A280 (ng/mL)
1 1,5348a 1,8478a 518,38a
2 1,4694a 1,7628a 545,46a
3 1,6442a 1,8086a 681,56a
CV (%) 8,71 3,76 24,71

0 valor minimo aceitavel, encontrado na literatura, para a equagao
de absorbancia (260nm/280nm) é 1.70, ou seja, valores abaixo indicam
o grau de contaminac¢do da amostra por outros compostos, principal-
mente proteinas e fenois. As parcelas 1, 31, 36 e 38 obtiveram valores
mais baixos paraarazao: 1,43; 1,46; 1,43; e 1,45, respectivamente, o que
pode indicar maior teor de moléculas indesejaveis em meio as de DNA.

Diante do exposto, pelos resultados da razao da absorbancia de
260nm/280nm, o material genético obtido revelou-se em padroes acei-
taveis de contaminagdes por compostos secundarios e com integridade
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preservada, apresentando presenca de proteinas e RNA em quantidades
aumentadas, em 40% das amostras.

No contexto apresentado, tais indices ndo inviabilizam a obtencao
de padroes nitidos e reprodutiveis de produtos de amplificacdo por PCR
para o material em estudo.

Apesar das amostras 1 e 36 ndo terem apresentado bandas bem
visiveis no gel apds a eletroforese, e as amostras 31, 32, 33, 37 e 38
terem exibido bandas pouco visiveis e sinais de degradacio, através da
espectrofotometria foi possivel verificar haver presenca de DNA nessas
amostras a partir do valor de concentracgdo obtido.

A quantificacdo por espectrofotometria mostrou que as concen-
tragcdes do material variaram de 165 pg/mL a 500 pg/mL e, quando
comparadas aos resultados de literatura pertinente (MAZZA; BITTEN-
COURT, 2000; FALEIRO et al., 2003; LIMA et al., 2006), as estimativas
de DNA obtidas estdo de acordo com os apresentados nesses trabalhos,
sugerindo que as amostras de DNA extraidas podem ser usadas para
estudos moleculares.

4 DISCUSSAO

No auxilio a integridade do DNA, Feres et al. (2005), em estudos
com plantas de savanas neotropicais, apontam que o uso de PVP no
processo de extracdo contribuiu tanto na obtencdo de DNA livre de
contaminag¢des, quanto na sua capacidade de replicacao em testes de
PCR (Polymerase Chain Reaction).

Apesar do uso da proteinase K estar associado a digestao de
proteinas ligadas ao DNA (BRONDANI et al.,, 2007), sua adi¢do ao TEx
no T3 afetou negativamente o produto da extracao, produzindo bandas
ténues e estreitas, além da degradacao completa do DNA de algumas
amostras.

Segundo Shietal. (2004), apesar da maioria dos protocolos incor-
porarem a proteinase K para digestao das proteinas, Angel etal. (2012),
Nagarajanetal. (2011), Campos etal. (2010), Santallaetal. (2010), entre
outros, em protocolos publicados recentemente, mostram que a adigao
desta pode ser desnecessaria para a maioria das espécies.

As bandas visiveis, com boa fluorescéncia, nitidas e que ndo apre-
sentam residuos no canal de migracao indicam a eficiéncia no conjunto
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de procedimentos para a extracdo do DNA. Tais caracteristicas sdo
desejaveis e fundamentais para a reprodutibilidade dos produtos de
amplificacdo via PCR (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

A eletroforese, per si, aponta a eficiéncia dos protocolos de
extracdo de modo geral. Segundo Nagarajan et al. (2011), o método
empregado para a extracao do material genético tem uma influéncia
significativa na quantidade e na qualidade do DNA obtido.

As amostras de DNA com baixa concentra¢do nao inviabilizam a
reprodutibilidade nas reacdes de PCR, contudo podem dificultar o balan-
ceamento do mix (FALEIRO et al., 1996; MURRAY; THOMPSON, 1980).
Nos casos em que se obtém amostras com baixa concentracdo de DNA,
recomenda-se nova tentativa de extragcdo para melhor aproveitamento
do tempo e diminui¢do de custos com as replicagdes por PCR.

A adequacdo da concentra¢do de DNA é muito importante, uma
vez que seu excesso pode implicar na falha completa da reagdo devido
a alta concentracao de impurezas agregadas, ou na obtencao de perfis
eletroforéticos com arraste e bandas pouco definidas (ALFENAS, 2006).
Por outro lado, baixa concentracdo de DNA resulta em amplificacao
erratica ou ndo amplificacdo de certos fragmentos com perfis de ele-
troforese nao reproduziveis (HARBONE et al,, 1991; DEMEK; ADAMS
et al,, 1992; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; QUEIROZ et al.,, 2002;
VITAL et al., 2004).

Nesse contexto, aliar as pesquisas a nivel molecular aos estudos
em genética quantitativa, especialmente na conducdo de populacdes
segregantes, possibilitara a predi¢do do desempenho de progénies, per-
mitindo, com maior rapidez e acuracia, a criacdo e o desenvolvimento
de gendtipos mais adaptados, em que o potencial genético da espécie
sera maximizado (BERED etal., 1997; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998;
GOLLE etal., 2009).

5 CONSIDERACOES FINAIS

¢ 0 uso combinado de B-mercaptoetanol e da PVP resultou em
produtos da extragdo de menor contaminac¢do por compostos secunda-
rios, confirmados pelo padrao das bandas visualizadas no gel.

¢ O uso de PVP ndo melhorou a quantidade e qualidade do DNA
extraido das folhas de Eucalyptus camaldulensis.
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e A adicdo de proteinase K ao tampao de extracdo provocou a
diminuic¢do do produto final, oxidando as moléculas de DNA junto com
os compostos secundarios extraidos.

« O protocolo de extracdo CTAB permitiu a obtencao de quantida-
des satisfatorias de DNA de boa qualidade a partir de amostras obtidas
de folhas de Eucalyptus camaldulensis, podendo ser indicada como base
para o estudo genético da populacgao.

e Osresultados obtidos através da eletroforese em gel de agarose
permitiu a visualiza¢do prévia da integridade do DNA extraido das folhas
de E. camaldulensis.

O uso do espectrofotometro é uma alternativa importante a ser
considerada para a mensuracdo através da absorcao 6ptica de amostras
com baixa concentracao, utilizando-se pequenos volumes do material
dissolvido.

¢ O emprego de volumes menores das amostras no processo de
quantificacdo, possiveis através do nano-quantificador é importante,
especialmente em casos de se trabalhar com material raro ou escasso.
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