aboratorni pomucky a zarizeni




Zakladni laboratorni technika

oPatri k zakladnimu vybaveni
laboratore

oJeji pouziti je jednoduchg, ale
vyzadUJe dodrzovam stanovenych
pracovnlch postupu

oPri provadéni automatizovanych
metod je jeji pouziti minimalni
oNezbytné je pri provadéni
specialnich analyz



Laboratorni odmerne sklo

oslouzi k odmé&fovani objemu kapalin
oma vysokou odolnost vuéi kyselindm
a zasadam

«<podle zpusobu déleni (graduace) lze
rozdeélit sklo: delené odmeérné sklo,
nedéelené odmeérneé sklo



Delené odmerné sklo-
Kadinky

oslouzi jako reakcni nadoby, nadoby ke
kratkodobému uchovavani chemickych
latek apod. Udaj s objemovou stupnici je
velmi nepresny a postacuje pouze pro
nejhrubsi orientaci. Pro odmeéreni objemu
kapaliny kadinku témeér nikdy
nepouzivame.

oVetsinou jsou sklenéné (casto Pyrex) nebo
plastové. Kadinky urcené pro praci s
agresivnimi ziravinami mohou byt vyrobeny
z Teflonu nebo jinych materidld odolnych
vuci korozi.
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Nedelené sklo: odmerné banky,
nedelené pipety




Odmeérné sklo nelze vystavovat vy$sSim teplotam nez 80°C az 100 °C. Banky se vlivem
tepla roztahuji a navrat do puvodniho objemu je velmi pomaly, nékdy zUstanou

deformované navzdy. Odmérné sklo se proto nesmi susit ve vyhfivanych susarnach.
Ohfivat kapalinu v odmérné bance na kahanu nebo na elektrickém ohrivaci je také zcela
nepfripustne.




Spravneé urceni objemu

oOdmeérné nadoby jsou kalibrovany na odecitani tzv.
spodniho okraje menisku.

omeniskem je nazyvano obloukovité prohnuti
kapaliny, které vznika na rozhrani kapaliny, stény
nadoby a vzduchu vlivem mezipovrchoveého napéti.
oPri odecitani se musi oko pozorovatele nachazet na
urovni spodniho okraje menisku




Pismenné znacky na laboratornim
skle

oudavaji podminky, za kterych lze s odmeérnou
nadobou pracovat s presnosti, na kterou je
vyrobena.

Teplotni udaj- vymezuje teplotu, kterou
by méla mit odmeérovana kapalina Je to
nejcasteji 20 °C. Pro bézné operace se
pripousteji odchylky kolem 5 °C.

Objem odmerné nadoby - obvykle se
udava v cm3 (= ml) J L

Nadoby na doliti a na vyliti

mi
IN 20°C
a

SN



Znacky na laboratornim skle

Zkratka |Cele slovo [Jazyk (vyrobce)
D dolit cesky
E einguss  mémecky
In include  |anglicky
Zkratka Celé slovo [Jazyk (vyrobce)
Vv vylit cesky
A ausguss  [némecky
Ex exclude |anglicky




Postup prace s odmernou
bankou

Do banky nejprve vpravime fedenou latku, v

zavislostl na

jeji forme:

ove formeé roztoku (pipetou). Pro pfesnou praci se

vyzaduje, aby roztok yI naplpetovan primo_pod

rysku na hrdle odmérné banky (kapicky ulpéle nad

Bysklg)u §kreslu3| celkovy objem roztoku odmeéreného
ankou

opevnou latku - nejprve rozpustime latku v
mensim objemu kapaliny, teprve pak banku
doplnime po rysku.
Kdyz je pevna latka zcela rozpustena, velmi
Eatrne doplnime rozpoustédlo tak, aby se dolni
okraj menisku dotykal rysky. Posledni kapky

rozpoustedla pridavame je notllve bud pipetou,
nebo ze stricky. Nesmime prelit.
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Pozor:

Odmeérné valce slouzi vyhradné k odmérovani objemu kapalin.
Redéni, rozpousténi a miseni latek se v nich zasadné neprovadi. Svoiji
konstrukci k tomu nejsou urceny.

Valec by mél byt zaplnén mezi 60 % a 90 % svého objemu. Pri plnéni je
treba dbat na to, aby odmeérovana chemikalie nestékala po vnéjsich
sténach valce. U velkych odmérnych valct toto nebezpeci nehrozi, u
mensich je vhodné k plnéni pouzit nalevku.




Nadob kalibrovanych na vyliti

ospravny objem kapaliny lze ziskat az po
jejim vyliti z nadoby.

oVzhledem k tomu, Ze na sténach nadob
vzdy ulpi zbytky kapaliny, stanovuje se u
nich takzvana vytokova doba. Ta udava3,
jak dlouho z nadoby vyteka kapalina
zapocitana do odmérovaneho objemu.
Kapalina, ktera po uplynuti vytokové doby
zUstala na sténdch, je nadbytedna a pfi
kalibraci se pocita s tim, ze v nadobé
zUstane.



Vytokova doba — sklenené pipety

y vytekla | kapalina pomalu stekajici po vnitrnich stenach, je treba
kat jeSté cca 7 sekund i kdyz se pipeta jevi jiz prazdna.
ekterych pipet byva vytokova doba poznacena na sténé pipety.

MNedélené pipety:
Objem |Vytokova doba
1 -10ml 15 - 20s
10 - 15 ml 22 - 30s
51 - 100 ml 32 - 40s

Délené pipety:
Objem |[Vytokova doba
1l -5 ml 25 - 35s

5 - 10 ml 25 - 35s
10 - 20 ml 35 - 40s




Pipetovani

oPozor: pri pipetovani agresivnich latek
Usty, hrozi nejen nepezpedi poziti jedu, ale
nebezpecné vypary nekterych latek mohou
natrvalo poznamenat chrup. Pri pipetovani
skodlivych latek je proto nutne pouzivat
specialni balonky, pipetovaci nadstavce




vytvofime nasavaci

Zmééfnutim balénku
k

podti

Zmacknutim ventilku T
pipetu napoustime

Zmacknutim ventilku |
pipetu vypoustime




Bezpecnostni nadstavec

Tlacitkem

-_ Mhhpumy  RUMP tekutinu
nasavame do

pipety

| Tlagitkemout
I tekutinu z .
pipety »
\ vypoustime W—
\




Pipety automaticke

oAutomaticke pistové - naséti a
davkovani objemu zajistuje pohyb
teflonoveho pistu,

oslouzi pro presne pipetovani objemu v
rozsahu 0,1 pl po 5 000 pl, k pipetovani se
pouzivaji Jednorazove vymenltelne Spicky
/slgggta\lntelnym objemem (20-200 pul, 100
- M

<S fixnim objemem

xOsmikanalove pipety "

A

/!



Nastavitelna pipeta Pipety s fixnim objemem

e | B e e e



hy pipet

Mikrotitracni desticka

' WU*LMU '?a.,_,f,_k_,.f
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Pipety automaticke

ojsou uréené k pipetovani malého objemu roztokd
okalibrace na vyliti - ve §pi¢ce muze zUstat
minimalni objem kapaliny. Nesnazte se jej za kazdou
cenu z pipety dostat, hovori se o tzv. mrtvém
objemu.

oNa spodnim konci maji odnimatelnou spicku a

ona hornim konci dvoupolohovy ovladac (urceny k
nasavani a vypousténi roztoku).




Pipety automatické

Samotna pipeta by se NIKDY nemeéla dostat do primeho
kontaktu s pracovnim roztokem.

NIKDY nenasavejte tekutinu do pipety bez odpovidajici
Spicky

Kapalina NESMI vtéci do pipety
NIKDY neotacejte pipetu Spi¢kou vzhuru

NIKDY nepokladejte na stul pipetu se Spickou, ve které
je kapalina nebo jeji zbytek



1 2 3 4
Vychozi poloha

l I F 3
Stiskdo 1. polohy--=--- =¥ oo Lo

Stisk do 2. polohy

up —primeé pipetovani

OvladacC stlacime do polohy ,,1° (SpiCka je ve vzduchu),
nofime nékolik milimetrd pod hladinu roztoku a pomalu
stime. Pri nasavani spicku stale udrzujeme pod hladinou.
Po uplném uvolnéeni vytahujeme spicku po stené nadoby
(zbavime se mikrokapek na vnéjsi strane Spicky).

2.Spi¢ku umistime na st&nu nadoby kam chceme
pipetovanou latku pfidat, nékolik milimetrtd nad hladinou
3.Vypustime roztok stlaenim ovladacCe do polohy ,1°,
poCkame asi 1 s a pak stlaCime az do polohy ,2". Za stalého

drZzeni ovladaCe vyjmeme Spicku.

() / 2




Vychozi poloha

Stisk do 1. polohy - === ——-pocoaaotoaaao- A LLTI TS

stup —reverzni pipetovani
Stisk do 2. polohy A 4

Stisknete tlacitko az do 2. polohy

.Ponorte Spicku davkovace asi 2-3 mm pod hladinu roztoku.
omalu povolujte pist za souCasneho nasati vzorku do spicky.
.Pomalu_vytahnete spicku z kapaliny a odstrante kapky ulpele na
nejsi stene spicky dotekem spicky o okraj nadoby. o
Pri vytlacovani daného objemu kapaliny drzte Spicku v mirném
hlu proti stene nadoby tésné nad roztokem, ktery v ni jiz _]'e a
pomalu plynule stisknete palcem tlacitko ovladace do 1. povohy.
5.Drzte tlacitko ovladage zmacknute v teto poloze a vytahnéte
Spicku z nadoby ven. Spicku se zbyvajicim objemem roztoku
vyhoddte

Wychozi poloha 2. poloha 1. poloha



nasati proplach

1 23 4 5 6 7 8

i petOVé n i Vychozi poloha 1
eterogennich vzorku l [ I ] J [

Stisk do 1. polohy--------¥-._L.. ¥ _J ¥ __L__L_.

Stisk do 2. polohy y

oStisknéte tlacitko do prvni polohy a ponofte Spicku davkovace
asi 2-3 mm pod hladinu roztoku.

9P_Qr|'?alu povolujte pist za sou¢asného nasavani vzorku do
Spicky.

oPomalu vytahnéte spicku z kapaliny a odstrarnte kapky roztoku
ulpélé na vnéjsi sténé spicky vytazenim spicky podél stény
nadoby.

oPonorte Spicku davkovace do cilového roztoku.

oStisknéte ovladaci tla€itko do prvni polohy a pak ho pomalu
povolte do puvodni polohy. Tim dojde k nasati roztoku do Spicky.
Spicku nevyndavejte z roztoku a opakujte tento krok, dokud
vhitrni sténa Spic¢ky neni Cista.

oPo sténé povytahnéte Spicku nad hladinu roztoku a vyprazdnéte
ji stiskem tlaitka oviladace do druhé polohy.

oPodrzte tla€itko ovladace zmacknuté a vytahnéte Spicku z
nadoby podél stény ven a pak povolte tlacitko ovladace.




Opakované 123456 .

pipetovani e ‘ l [ J [ { W

Stisk do 1. polohy-------- RPN NN, Sy VRO, AN R SNy

Stisk do 2. polohy y

oTento zpusob pipetovani je urCen pro
opakovaneé pipetovani stejného objemu,
napfr. pro pridavani Cinidla do seérie
zkumavek nebo do jamek v mikrotitracni
desticCce.

odJedna se vlastne o opakujici se reverzni
pipetovani. Po nasati kapaliny do Spicky se
opakuji kroky 2 az 4.



Kalibrace pipet vazkovym
zpusobem

oVSechny pipety musi byt testovany
na presnost (sledovani nahodné
chyby - CV) a spravnost (sledovani
systematické chyby - BIAS) v
deklarovanych Casovych intervalech.
oPro kazdou pipetu musi byt uvedeno
na zaznamu datum testovani a
vysledky, to jest presnost definovana
jako variacni koeficient (% CV) a
spravnost (% BIAS).



Kalibrace pipet vazkovym
zpusobem

ovni postup:
tit teplotu pouzité destilovane vody
dvazit Cistou, suchou kadinku (50ml)
kadinky napipetovat vzdy novou spickou deklarovany objem
y, hodnotu hmotnosti odecist, zaznamenat
tup dle bodu c)zopakovat 11x (t.j. ziskame 12 hodnot)
5VypOC|tat prumérnou hodnotu hmotnosti pipetovaného objemu,
smerodatnou odchylku (SD) a variacni koeficient (VK)
6.VypocCitat obJem vody davkované danou pipetou podle vzorce:

V= prumérnd hmotnost / hustota vody pFi dané teploté (hustota

vody se odecte z tabulky)
Vypocitat spravnost pipetovaného objemu (vypocet BIAS) podle
vzorce:

Bias (%)= [(prumé&rna zji$téna hodnota objemu - deklarovana

hodnota)/deklar.hodnota x100]



zpusobem

Kalibrace pipet vazkovym

vhovuje: VK < 2%, Bias <2%
okud prekroci kterakoliv hodnota
uvedeny limit neni mozné pipetu pouzivat.

vyhodnoceni pro pipetu s objemem 100ul

Eislo pipety

oznateni pipety

deklarovany objem

teplota H; O
datum méfeni
1
2
3
4
5
B
7
g8
g
10
11
12

primer

smer adchylka

war koeficient

hiustota HZ2 O

promérhustota
H2{0=Y

BIAS(%)




Davkovace a dispenzory

Slouzi pro opakované davkovani vétsich objemu
inidel

rincip: vyzvednutim pistu nasaje pozadovana
apalina a opakovanym stisknutim se postupné

davkuje nastaveny objem
ovhodné pfi davkovani velkych sérii objemu vzorku

ouniverzalni na vsechny typy sroubeni lahvi, dodavaji se
pro objemy od 0,50 - 2,50 ml az po 20,0 - 100 ml




Davkovace a dispenzory
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Automaticke dilutory

oFy Hamilton predstavuje svetovou spicku,
jeji davkovace a pipetory se pouzivaji ve
vsech automatickych analyzatorech,

oPro presné davkovani velmi malych
objemu, pfi provadéni stopovych analyz, v
plynove a kapalinové chromatografii

oDavkovani velmi malych ﬂ
“"h}' \

oobjemu od desetin mikrolitr
ovelmi nizka spotreba vzorkt
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Automaticke dilutory




Automaticke dilutory

Technické parametry davkovaci pumpy

Fresnost +1%
spravnost +0. 2%
Prutok 0.003 — 6000 pLis (zavisi na zvolene stiikacce)

Rozlizeni stzfikacky

0.02% (z nominalni hodnoty)

Objemy stiikacek

10, 25, 50, 100, 250, 500 pL, 1, 2.5, 5,10, 25, a 50 ml

Matenal pfichazejici do kontaktu se vzarkem

sklo, PTFE. CTFE

Komunikacéni rozhrani

Ethernet, 10/100 BASE-T

K.omunikaéni protokaol

NET 2.0 (API)

Famét Metody jsou ukladany na SD kartu

kalibrace Tovarni testovani s metrologickou navaznosti na NIST
Certifikace CE, C5A

Mapajeni 24 WDC, 254

Rozmeéry 177.8=x139.7=266.7 mm

Hmotnost 5.9 kg




Automaticke dilutory

onabizi moznost redéni v pomeru az 1:50 000

v jednom kroku. T|m se znacne snlzu3e doba
zpracovani vzorku a spotieba pouzwanych roztokd.
oDiluent promyva hadlcky mezi Jednotllvyml vzorky,
Cimz se minimalizuje moznost jejich vzajemné
kontaminace.

Je idealnim zarizenim pro tyto analyticke techniky:
oAtomova absorpcni spektrometrie (AAS)
oPlazmova spektroskopie (ICP)

oLiquid Scintillation

oKapalinova chromatografie (HPLC)

oPlynova chromatografie (GC)






8
; B
I




mét‘ \ ER 1
Hﬂﬂﬂgl'llj'ﬂ'l.llanéhﬂ !
vZorku




Laboratorni vahy

oPozadavky, kladene na vahy v chemicke
laboratofi, jsou pomerne vysoke. VVyzaduje
se, aby vahy mely dostatecnou vazivost,
byI?/] CO nejpresneéjsi a aby vazeni bylo
rychlé a pohodlne

ozvysena vazivost vah je na ukor jejich
presnostl

oVazeni se uplatnuje pfi priprave standardu
pro specialni analyzy

Typy vah (dle presnosti vazeni):
<Predvazky

s<Analyticke vahy



Laboratorni vahy

Vysvétleni zakladnich termini
oVazivost vah je dovolene zatizeni vah.
oPresnost vah je nejmensi rozdil
hmotnosti, ktery muZzeme vahami zarudit.
oNulova poloha je poloha vahadla u
nezatizenych vah.

oCitlivost vah je pomeér mezi vychylkou
ukazatele z nulové polohy v dilcich stupnice
a malym zavazim, kterym je zpusobena.



Laboratorni vahy

oPredvazky jsou vahy s pFesnosti
zpravidla na 0,01 g a vazivosti 200
g, pouzwame je predvazem pred
vazenim na analytlckych vahach
oAnalytické vahy jsou nejpresnéejsi
pouzivaneé vahy, vazici nejcastéji s
presnosti na 0,0001 g a vazivosti
do 200 g. Pouzivame je pri zvlaste
presné chemické praci



Pokyny k vazeni

oPro veskere vazeni ||2||atl pravidlo, ze chemikalie
nesmi prijit do pfimeho styku s miskami vah. K
odvazovani latek Eouzwame vhodné nadobky.
Hmotnost vazeného predmetu nesmi presahovat
vazivost vah, jinak by mohlo doji k poskozeni az
zniceni vah.

oPred vlastnim zvazenim predmetu na analytickych
vahach je vyhodné zjistit si predbézné jeho
hmotnost pomoci predvazek.

oDbame, ab?/]chom vahy nepotrisnili vazenou latkou.
Na misku vah klademe jen predmeéty zcela Cisté a
suche. Jejich teplota mu3| souhlasit s teplotou vah.
Veskeré manipulace s chemikaliemi (pfidavani nebo
ubirani) se musi provadet zasadné mimo vahy.
Lehké, praskovite latky navazujeme tak, aby se
nemohly rozprasit.



Laboratorni vahy

I Nez pristoupime k vlastnimu vazeni, musime se vzdy
resvedcit, zda vahy spravné funguji, a to prinejmensim
ontrolou nuloveé polohy.

[ Pfesnost a spolehlivost vysledkl vazeni je zajiSténa
pomoci interni automatickeé kalibrace, ktera je
spousténa periodicky ve stanoveném intervalu, a také
pri zmeéneé teploty.

| Externi kalibrace vah je provadéna akreditovanou
laboratori nejméneé 1xrocneée



Analytické vahy

predvazky |




Centrifugace

Zakladni délici metoda, ktera slouzi k rozdéleni
vzorku v zavislosti na hustoté

V dlisledku odstredéni dochazi k:
xSedimentaci srazenin
xSedimentaci bunek

xZahusténi bilkovin (moc, likvor)
xDeleni smési nemisitelnych kapalin



Centrifugace

oVliv gravitace (sedimentace) je nahrazen
pouzitim centrifugy, ve ktere se zkumavky
pohybuji v rotoru po kruhove draze.
oPuUsobl tak na ne odstrediva sila, ktera je
tim vetsi, ¢im vysSsi je rychlost a delsi draha
po ktere se zkumavky pohybujl.

oTato sila zavisi na polomeru rotoru a na
rychlosti se kterou se rotor otaci.

F= mrw?

F-centrifugacni sila, r —polomer rotoru, w? - uhlova
rychlost (2nf, f-frekvence otacek)



Centrifugace

oCentrifugacni sila

F= mxrxw?2

F-centrifugacni sila, m-hmotnost Castice,r —polomeér
rotoru, w? - Uhlova rychlost (2nf, f-frekvence otacek)
oRelativni centrifugacni sila-
vyjadruje pomér mezi centrifugacnim a tihovym
zrychlenim (kolikrat se pri centrifugaci znasobi tiha
castic)

R= I‘x(l)zlg

g- tihové zrychleni



Centrifugace

Oddéleni krevnich
elementd od
plazmy, resp.
krevni srazeniny
od séra




Centrifugace — zakoncentrovani biol.
materialu

Koncentra€ni zkumavky
VIVASPIN (Santorius)




Centrifuga s vykyvnym rotorem

7 Vykyvny rotor pojme az 32
zkumavek

1Dovoluje az 4400 ot./min,

s odstredivou silou 2 800 x g

1 Rozjezd na plné otacky s plnou zatézi
do 26 sekund,

7 brzdéni do 19 sekund

Verze RH: vyhrivani a chlazeni
umoznuje presné stanovit teplotni
podminky v rozpéti —9 az +42 °C




Centrifuga s uhlovym rotorem

Specifikace:

Imaximalni otacky u uhlového
rotoru - 17.500 rpm, 30.130 x g
Jakcelerace do maximalnich
otacek a brzdeéni pri plném osazeni
zkumavek do 25 sekund
Imoznost pouziti adaptéru pro
zkumavky 0,5 ml, 0,4 ml a 0,2 ml
'v§echny rotory odolny vuéi
chemikaliim, autoklavovatelné pri
121°C, 20 minut

Jautomaticky prepocet rom/RCF
stisknutim tlacitka

k dispozici celkem 8 rotoru,



Ultracentrifuga

s
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_'Rozsahlé prislusenstvi, umoziujici
centrifugovat objemy od 0,2 do 30 ml
_'Rozsah nastaveni teploty: 0 az +40°C
“JAutomatické rozpoznavani rotoru,
imbalancni detektor

_IProgramovani otacek/g, akcelerace,
decelerace, Casu centrifugace, teploty,
integralu

19 akceleracnich a 9 deceleracnich
stupnd,

Vykyvné rotory (3 typy):

S55-S

4 x 2,2 ml, 55000 ot./min (258826 x g)
Uhlové rotory (13 typtui):

S150-AT

8 x 2 ml, 150000 ot./min (899744 x Q)




Cytocentrifugy




MichacCky a trepacky

oSlouzi k urychleni rozpousténi substanci pri
piipravé roztoku

oPrOJaroml'chénl' obsahu zkumavky

oK dukladnému setrnému promichani
biologického materialu (krev, mozkomisni
mok, moc)

oDruhy: trepacka s vibracnim pohybem,
vibracni trepacka s excentrickym pohybem
gumového luZka (vortex), rotaéni michacka
s kyvavym pohybem...




Michacka s ohrevem

Trepacka



Rotacni michacka

Orbitalni trepacka na desti€ky Trepacka na stojanky




Zarizeni pro temperovani vzorku

Sucha lazen Kompaktni inkubator s trepackou
teplotni rozsah: +5 °C az 150 °C rozsah teplot: +5°C az 60°C
rychlost trepani: 30 - 300 rpm



Zarizeni pro temperovani vzorku

Vodni lazen — objem 2,4,8,12L,
rozsah teplot: +5°C az 100°C
modely 8 a 12 L maji drén na vypousténi vody



Teplomeéry

Laboratorni teploméry patri mezi zakladni pracovni
meridla, ktera stejneé jako pipety podlehaji
zvlastnimu rezimu kalibrace a pravidelnych kontrol
+Rtutové teploméry

Princip: objemova zmeéna rtuti v zavislosti na teplotée
+Elektrické snimace teploty

Princip: vyuZivaji vlastnosti kovd a polovodi¢d, u
kterych se elektricky odpor méni s teplotou.
Pouzivaji se zejmeéna medeng, niklové a platinové
vodiCe, které vykazuji nejvétsi presnost a stabilitu.



A

-




Teplomery

Elektricka teplotni cCidla - jejich vyhodou je
moznost prevedem S|gnalu do dlgltalnl podoby a
dalsi elektronickeé zpracovam coZ umoanJe
soustavné monitorovani teploty pomoci
poatacoveho programu

@Ddule2|te Jje dodrzovani doporuceneho teplotnlho
rezimu pr| skladovani BM nebo reagencnich souprav
cnBeézné  Je pouzivani elektronlckych monitorovacich
systemu kde na centralnim monitoru jsou
zobrazeny aktualni informace hodnot z teplotnich
Cidel a systém signalizuje akusticky a graficky
prekroceni povolenych teplot
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Dekuji za pozornost




