2. cviéeni Biochemicky ustav LF MU

ODMEROVANiI MALYCH OBJEMU KAPALIN

Pipetory

Podle zptisobu ovladani rozlisujeme pipetory manudlni a elektronické. U manualnich pipetort je pohyb
pistu zprostfedkovan prostfednictvim ovladdaciho tlacitka palcem ruky. Spravnost a ptesnost pipetovani
je silné ovlivnéna zkuSenostmi a zrucnosti pracovnika. Elektronické pipetory maji pohyb pistu zpro-
sttedkovan prostiednictvim elektromotorku. Oproti manualnim pipetoriim nabizi navic naprogramovani
zpusobu pipetovani. Podle povahy kapaliny lze zvolit i riznou rychlost pistu pfi nasavani a vytlaGovani
kapaliny.

Pipetory 1ze podle principu jejich G€inku rozd¢lit na dva zakladni typy:

a) ,Air displacement“ pipetory b) ,,Positive displacement* pipetory
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a) ,,Air displacement® pipetory vyuZzivaji principu tzv. vzduchového polstare. Mezi pistem a kapalinou
zustava vzdy urcity objem vzduchu. Objem kapaliny nasaty pipetorem do $picky je vSak nepatrné mensi
neZ objem vzduchu, ktery byl vytlacen pistem z valce, ktery je uvnitf pipetoru. Kromé toho, spravnost
pipetovani je ovlivnéno atmosférickym tlakem, hustotou a viskozitou odmerované kapaliny. Proto je

nutnd pravidelna kalibrace pipetoru a ptipadné jeji sefizeni.

Pipetory tohoto typu rozliSujeme dle provedeni jako jednokanalové (uréené pro pipetovani jednoho
objemu dané kapaliny v Case) nebo jako multikanalové (8-, resp. 12-kanalové) urCené pro soucasné
pipetovani stejného objemu dané kapaliny do vice jamek napt. v mikrotitracni desticce (coZ je prevazné
96 mikrozkumavek, vylisovanych vétsinou v polystyrenu ve formatu 8 x 12 jamek). Kazdy kanal u mul-
tikanalovych pipetorti ma svij vlastni pist, proto neni nutné vyuzit vSech kanald v daném okamziku (je
mozné piipojit méné nez §, resp. 12 $picek).
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Mikropipetory jsou konstruovany bud’ pro jeden fixni objem, nebo jsou nastavitelné na vice objem.
Zmeéna nastaveni objemu muize byt diskrétni (provadi se vyménou zasuvnych modulti) nebo kontinu-
alni v ur¢itém rozmezi (napt. 10-100 pl) pomoci nastavovaciho Sroubu nebo knofliku. Mikropipetory
maji na spodnim konci odnimatelnou $picku a na hornim konci dvoupolohové tlacitko, pomoci kterého
se ovlada pist, ktery se zasouva do valce uvniti pipetoru.

Ukazka a popis jednokanalové nastavitelné pipety:

Tlatitko Yychozi poloha
wyhazovale
Spictek

Tlatitka
ovladate

Diisplej

g O B

o= F

Spodni —+
dil

Qdhazaovat
Spitek

’ ‘ Spitka —

b) ,,Positive displacement pipetory nasavaji kapalinu do $pi¢ky pfimo bez vytvotfeni vzduchového
polstare, tj. pist je v pfimém kontaktu s odméfovanou kapalinou. Kapalina nasata do $pi¢ky (bez vzdu-
chové bubliny) se vypusti ven najednou (typ stiikacky) nebo po krocich ve stejném objemu (u elektro-
nicky pipetor i v riznych objemech).

Tento typ pipetord je vyhodné pouzivat pro vysoce viskézni nebo tékavé kapaliny anebo pro opakujici
se pipetovani (viz dale).

Ukazka krokového davkovace a $picky s pistem:

1. Ukazatel pozice kotouce volby objemu
2. Kotou¢ volby objemu

3. Displej

4. Pipetovaci packa

5. Plnici packa
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Spicka do krokového pipetoru
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Hlavni faktory ovliviiujici spravnost pipetovani s ,,air displacement* pipetory

Teplota
Nejvetsi vliv teploty na presnost pipetovani se projevi pfi rizné teploté pipetoru a odméfované kapaliny

(vzduchova mezera mezi pistem a povrchem kapaliny méni svlij objem v zavislosti na teplot¢).

Hustota roztoku

Pipetory jsou kalibrovany na destilovanou vodu. Pfi nasavani kapalin s niz§i hustotou nez voda je do
S$picky nasat vétsi objem nez odpovida nastavené hodnot€ a naopak, u kapalin s vy$si hustotou nasajeme
mensi objem nez je nastaveny.

Atmosféricky tlak

Atmosféricky tlak klesé s nadmoiskou vyskou, ¢imz klesa rovnéz konverzni faktor Z (viz ukol kalib-
race pipet). Naproti tomu s rostouci nadmotskou vyskou se zvySuje tenze par kapaliny, ¢imzZ zvySuje
jejich tékavost.

Poloha pipety pri nasavani kapaliny
Nejvetsi spravnosti pii pipetovani je dosazeno pii kolmém drzeni pipetoru pfi nasavani. Rovnéz hloubka
ponofteni $picky pod hladinu odmétované kapaliny velmi ovliviiuje piesnost a spravnost pipetovani. Jak

moc ponoiit Spicku do kapaliny z&visi na odmérovaném objemu:

Objem pipety (ul) Hloubka ponoru $pi¢ky (mm)
0,1-1 1

1-100 2-3

101-1 000 2-4

1001-10 000 3-6

ZPUSOBY POUZITi PIPETORU

a) Piimé pipetovani

Pti pfimém pipetovani je do Spicky nejdiive piesné nasan objem kapaliny nastaveny na davkovaci a
v dal$im kroku je ze $picky kompletné vytla¢en do zvolené nadoby. Po pipetovani nesmi zlstat ve Spicce
zadna kapalina.

Doporuceno pro pipetovani vodnych roztokd, pufrt, ziedénych kyselin a zasad.

Schéma pipetovani:

Vychozi poloha 1 2 3 4

Stisk do 2. polohy




2. cviceni Biochemicky ustav LF MU

Postup:

1. Nasad’te na davkovac¢ $picku. Stisknéte tlacitko ovladace do prvni polohy (nutno piekonat
maly odpor pfi stisku tlacitka).

2. Ponofte Spicku ddvkovace asi 2-3 mm pod hladinu roztoku. Pomalu povolujte stisknuté tla-
¢itko ovladace za soucasného nasati vzorku do $picky. ‘]’
Pomalym nasatim kapaliny do $pi¢ky se omezi mozny vznik turbulence, ktera mize vyvolat vznik ELJ
aerosolu a bublinek plynu, vychazejicich z kapaliny. Optimalni rychlost nasavani zavisi na vlast- v
nostech kapaliny (na jeji hustoté, tenzi par a viskozit¢). \
= Vzdy sledujte, zda do $picky nevnikly bublinky vzduchu (napft. pfi prudsim po-

voleni pistu ovladace nebo Spatn¢ nasazené Spicce).

= Vys§i pfesnosti pfi pipetovani dosahnete, kdyz uplné sundate palec z tladitka
ovladace, jakmile dosahne vychozi polohy.

» Pomalu vytahnéte Spicku z kapaliny. Pfi rychlém vytazeni se mize ztratit c¢ast obsahu
$picky. Pfed vytazenim $picky z kapaliny pockejte, hlavné u vétsich pipetort 500-5000 pul,
asi 1-3 vtefiny.

= Je-li potfeba, buni¢inou lehce z boku pohybem shora dolu otiete kapky, které¢ ulpély na
vnéjsi sténé Spicky. Nikdy se nedotykejte Spicky zezdola, abyste neodsali z obsahu $picky.

3. Pii vytlacovani daného objemu kapaliny drzte Spicku v mirném thlu proti sténé¢ nadoby
(10-45°), tésné nad roztok jiz ptitomny a plynule stisknéte tlacitko ovladace palcem do prvni
polohy. Vyckejte asi 1 vtefinu a pokracujte v rychlém stisku tladitka ovladace az do druhé
polohy (pocitite vétsi odpor pfi stisku). Dbejte na to, aby nezustaly kapicky kapaliny ve $picce
nebo nebyly rozstiiknuté na sténach nadoby.

4. Podrzte tladitko ovladace zmacknuté a vytahnéte Spicku podél stény nadobky ven. Nyni po-

volte tla¢itko ovladace.

Vychozi poloha - — - — — — - — — — —
1.poloha _
2.poloha — — — —




2. cviéeni Biochemicky ustav LF MU

b) Reverzni pipetovani

Pti reverznim pipetovani do $picky nasajeme vétsi objem kapaliny, nez ktery chceme odméfit, a v dal§im
kroku vytla¢ime ze $picky objem nastaveny na davkovaci. Tento zplsob pipetovani poskytuje lepsi vy-
sledky pfi odmétovani viskdznich nebo vysoce té¢kavych kapalin, kapalin siln¢ smacivych, biologickych
a pénicich kapalin, nebo velmi malych objemil. Po pipetovani zlistane ve Spicce vzdy zbytek kapaliny,
kterou Ize vytlacit do ptivodniho roztoku nebo do odpadu pied vlastnim odstranénim $picky.

Schéma pipetovani:
Vychozi poloha 1 2 3 4 5

Stisk do 1. polohy

Stisk do 2. polohy l

Postup:

1. Stisknéte tlacitko az do druhé polohy (pocitite nejdiive slaby a poté velky odpor pistu pii
stisku tla¢itka ovladace).

2. Ponoite $picku davkovace asi 2—5 mm pod hladinu roztoku. Pomalu povolujte pist za soucas-
ného nasati vzorku do $pi¢ky. Pomalu vytahnéte $picku z kapaliny a odstraite kapky ulpéné
na vné&jsi sténé Spicky dotekem $picky proti okraji nadoby.

3. PtivytlaGovani daného objemu kapaliny drzte $pi¢ku v mirném 0hlu proti sténé nadoby tésné
nad roztokem jiz pfitomnym a pomalu plynule stisknéte palcem tla¢itko ovladace do prvni

polohy. Drzte tlacitko ovladace zmacknuté v této poloze a vytahnéte Spicku z nadoby ven.

4. Cast kapaliny, ktera ziistane ve $piGce, vytladte stiskem tladitka ovladade do druhé polohy
zpét do puvodni nadoby nebo do odpadu.

5. Podrzte tlacitko ovladace zmacknuté a vytahnéte Spicku z kapaliny ven a pak povolte tlacitko
ovladace.

¢) Opakujici se pipetovani

Tento zpuisob pipetovani je uréen pro opakované pipetovani stejného objemu, napt. pro pfidavani ¢inidla
do série zkumavek nebo do jamek v mikrotitra¢ni desticce. Jedna se vlastné o opakujici se reverzni
pipetovani. Po nasati kapaliny do $picky se opakuji kroky 3 a 4.

Schéma pipetovani:

Vychozi poloha 1. 2 3 4

Stisk do 1. polohy

Stisk do 2. polohy
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d) Pipetovani heterogennich vzorku

Tento zptsob je vhodné pouzit pfi pipetovani heterogennich vzorkd jako je krev, kdy neni snadny pro-
plach $picky pted pipetovanim.

Schéma pipetovani:
Vychozi poloha 1 2 (3+4) 5 6
A
Stisk do 1. polohy l T l T
Stisk do 2. polohy
Postup:

1. Stisknéte tlacitko do prvni polohy a ponoite Spicku davkovace asi 2—5 mm pod hladinu roz-
toku.

2. Pomalu povolujte pist za sou¢asného nasati vzorku do $picky. Pomalu vytahnéte Spicku z ka-
paliny a odstraite kapky roztoku ulpéné na vnéjsi sténé Spicky vytazenim $picky podél stény
nadoby. Ponoite $picku davkovace do cilového roztoku.

3.+ 4. Stisknéte ovladaci tlacitko do prvni polohy a pak ho pomalu povolte do piivodni polohy.
Tim dojde k nasati roztoku do $pi¢ky. Spi¢ku nevyndavejte z roztoku a opakujte tento krok,
dokud vnitfni sténa $pi¢ky neni Cista.

5. Vyprazdnéte Spicku stiskem tlacitka ovladace do druhé polohy.

6. Podrzte tlacitko ovladace zmacknuté a vytahnéte Spicku z kapaliny podél stény nadoby ven a pak
povolte tla¢itko ovladace.

f) Zied’ovani
Soucasné odméfovani dvou ruznych kapalin v riznych objemech. Nejdtive je do $pi¢ky nasata jedna kapalina, potom vzduch

anakonec druha kapalina. Vzduch vytvaii mezeru mezi obéma kapalinami. Ob¢ dvé kapaliny jsou vytladeny ze §picky najednou
v jednom kroku.

g) Sekven¢ni pipetovani

Elektronické pipetory umoziiuji v tzv. rezimu ,,stepper® nebo ,,dispensing™ v zavislosti na typu pipetoru vytlacovat kapalinu ze
$picky v definovanych mensich, ale stejnych objemovych alikvotnich ¢astech. Nékteré modely elektronickych pipetortt umoz-
nuji kapalinu vytlacovat v naprogramované posloupnosti v riiznych objemech (tzv. sequential dispensing). Sekvenénim pipe-
tovanim se snizuje riziko kontaminace, urychluje sériové pipetovani, snizuje spotieba $picek a v neposledni fadé téz riziko
vzniku syndromu karpalniho tunelu.

h) Michani

Pfi fedéni kapalin se ¢asto pouziva michani. Lze pouzit manualni i elektronické pipetory.
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ZASADY PRI PIPETOVANI

a) objemi vétSich nez 10 pul

Po vypuzeni kapaliny ze Spicky ulpi na vnitini stén€ Spicky tenky film kapaliny, ktery neni prostym
okem viditelny. Pro dosazeni vysoké spravnosti pipetovani se doporucuje zvlh¢it vnitini stény $picky
odmétovanou kapalinou (na povrchu ulpi slaby film kapaliny) tak, ze 2—3krat kapalinu nasajeme a vy-

pustime.

Proplachnuti Spicky je nutné pokazdé, kdy pipetujeme kapaliny s vysokou tenzi par nebo vysokou vis-
kozitou anebo hydrofobni kapaliny. Smacivé kapaliny (sérum, detergent) vytvoii na sténé Spicky tenky
film, ktery se nasledné jiz nepodaii vypustit. Bez pfedchoziho smoceni $picky by odméfovany objem

byl mensi nez pozadovany.

b) objemi mensich nez 10 pul
Pipetory pro objemy mensi nez 10 pl byvaji zpravidla kalibrovany bez piedchoziho proplachu $picky,
tzn., poita se s tim, Ze na vnitini sténé $picky ulpi &ast odméfované kapaliny. Spicky se proto nemusi

proplachovat, ale musi se vyménovat mezi jednotlivymi vzorky.

¢) infekéniho materialu

musi byt pouzity pipetory s odhazovacem Spic¢ek. Pouzité pi-

petory je nutné sterilizovat pomoci autoklavovani (121 °C, I

I

Pti pipetovani infekéniho materialu (napft. krev, sérum, moc) ‘

100 kPa, 20 min). N&které typy pipetort Ize autoklavovat celé, L :

T

‘H Chrénéna ‘
oblast

| \

|

) Bariéra
;\‘ pro aerasol

jiné lze rozebrat a autoklavovat pouze spodni dil. Po kazdém u i

autoklavovani je tfeba provést kontrolni kalibraci. (& - _4

Nechranéna
oblast

d) za sterilnich podminek

Pro sterilni pipetovani se pouzivaji pipetory rovnéz s vyhazo-
vacem Spicek, sterilni $picky s integrovanym filtrem (zabra-
néni kontaminace z pipetoru), které jsou jiz naskladané v bo-

xech (aby se na n¢ nemuselo sahat).

e) kyselin a zasad

Abychom zabranili pfipadné korozi uvnitt pipety, pouzijeme
Spicky s filtrem, ktery zabrani vzniku aerosolu, ktery vnika do
vnitra pipetoru.

f) multikanalovymi pipetory

Pfi pouzivani multikanalovych pipetort je velmi dilezité
spravné nasazeni vSech Spicek. Pro tento ucel jsou $picky do-

davany narovnané ptimo ve skladovacich uzaviratelnych kra-

bickach pro 96 $picek (8 x 12 pozic). Pro snadné nasazeni ﬂl H i ! HU |
prostfednich Spicek u multikanélového pipetoru byva vlastni il 1] i ik
drzak $picek v krabiGce prohnut do oblouku N. Spicky se pak J w ' h U H '
nasadi snadno kyvavym pohybem ze strany na stranu. — N

Stejny ohjem ve viech Epickach Objemn ve pitkach je rizny
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Doporucené pipetovani vybranych roztoku

Biochemicky ustav LF MU

Roztok/kapalina

Priklad

Technika pipetovani

Poznamka

Vodné roztoky

Viskozni roztoky

Tekavé kapaliny

Télesné tekutiny

Ziedéné kyseliny /
zasady

Roztoky s hustotou
veEtsi nez je hustota
vody

Toxické latky

Pufry, ztedéné roztoky soli

Roztoky proteinti, nukleo-
vych kyselin, glycerol

Methanol, hexan

Plna krev, sérum

HNOs, HCI, NaOH

HzSO4, H3PO4, NaOH

Piimé

113

,Positive displacement
nebo reverzni

Reverzni nebo
,positive displacement*

Viz pipetovani hetero-
gennich roztokd

Piimé
Reverzni

Piimé/reverzni

Pipetovat pomalu (jinak
tvorba bublin)
Pipetovat rychle (odpaio-
vani), pouzit Spic¢ky s uhli-
kovym filtrem
Nutno odstranit kapicky
z vngjsiho povrchu Spicky
otfenim o okraj nadoby.

Spicky s filtrem

Pipetovat pomalu

Spicky s filtrem

Shrnuti zasad spravného postupu p¥i pipetovani ,,air displacement* mikropipetami

= Pouzivat $picky specifikované vyrobcem davkovace.

= Spicky jsou uréeny pro jedno pouZiti.

= Vytemperovat odmétovanou kapalinu na stejnou teplotu, jako je teplota mikropipetoru.

= Pfi manipulaci vzdy drzet mikropipetu s naplnénou Spickou ve svislé poloze.

Proplachnout vzdy $pic¢ky (2—5Skrat) odméfovanou kapalinou pied vlastnim pipetovanim.

Pfi nasavani kapaliny ponofit $picku 2—5 mm pod hladinu odméfované kapaliny.

Vytemperovat mikropipetu na stejnou teplotu, jako byla teplota kalibrace (vétSinou pokojova).
Pi vyméné Spicek pouzivat odhazovac Spicek.

Meénit $picku vzdy, kdyZ na konci nebo uvnitf Spicky zlstava vzorek po pfedchozim pipetovani.
Skladovat mikropipetu vzdy ve svislé poloze.

Pfi pouzivani manualnich mikropipet ovladat pist pomalu a plynule palcem.

Pfi pouzivani elektronickych mikropipet zvolit spravnou rychlost pipetovani dle typu kapaliny.

U nastavitelnych pipet nejprve nastavit pon€kud vyssi objem a pak jej snizit na pozadovany nizsi.
Pouzivat stejny postup nastaveni objemu, rychlost pipetovani, typ Spicek v dané sérii pipetovani.
Pravideln¢ kalibrovat mikropipetu.

Po kazdém prudsSim narazu nebo povoleni jednotlivych dilti mikropipetoru ptekalibrovat.

Po pipetovani kyselin nebo jinych korozivnich kapalin, které uvoliiuji pary, rozeberte drzak Spi¢ek
a omyjte pist a O-krouzek destilovanou vodou.

Nepipetujte kapaliny, které maji teplotu nad 70°C a pod 4°C.

Podle zasad spravné laboratorni praxe odmérny material, véetné mikropipet, musi byt pravidelné

udrzovan, testovan a kalibrovan.
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VYJADRENIi SPRAVNOSTI A PRESNOSTI

Kazdé méfeni urCité fyzikalni vlastnosti (napt. odméfovani objemu, vazeni) ¢i obecné laboratorni vy-
Setfeni je ovlivnéno tfemi druhy chyb — Arubou (vysledek znacné odchyleny od primérné hodnoty),
systematickou (vysledek je odchyleny vzdy jednim smérem od skutecné hodnoty) a nahodnou (rozptyl
ziskanych hodnot kolem primérné hodnoty).

Vysledky zatizené hrubymi chybami se projevi jako odlehlé hodnoty z daného souboru vysledkt a Ize
je identifikovat a vyloucit statistickymi testy pro odlehlé vysledky. Vysledky zatizené systematickymi
chybami lze prokazat jejich porovnanim s vysledky nezatizenymi systematickou chybou nebo jejich
porovnanim se znamou skute¢nou hodnotou pomoci testl shodnosti. Vysledky zatizené nahodnymi chy-
bami vedou k jejich ur¢itému rozdéleni. Pod pojmem rozdéleni vysledkl rozumime zavislost pravdépo-
dobnosti vyskytu daného vysledku na jeho hodnoté. Pievazna ¢ast soubort analytickych vysledkii ma

jednovrcholové rozdéleni, které se blizi normalnimu neboli Gaussovu rozdéleni.

Presnost metody je prave charakterizovana timto jednovrcholovym rozdélenim ziskanych vysledku.
Kazdé jednovrcholové rozdéleni hodnot Ize popsat dvéma na sob& nezavislymi parametry. Prvni z nich
se nazyva parametr centralni tendence, ktery charakterizuje sprdavnost vysledkl, a vyjadiujeme jej
stiedni hodnotou souboru analytickych vysledki, napf. aritmetickym primérem. Druhym z nich je pa-
rametr variability, jenZ charakterizuje shodnost analytickych vysledkt, a vyjadifujeme jej rozptylem,
popiipadé druhou odmocninou rozptylu nazyvanou smérodatna odchylka.

Paralelni vysledky, které jsou zatizeny pouze malymi nahodnymi chybami, tedy shodné, a které nejsou
zaroven zatiZzeny systematickou chybou, tedy sprdvné, oznaujeme jako presné vysledky.

Pti validaci pipetori se pouZzivaji pojmy pfesnost a spravnost, resp. nepiesnost a nespravnost. Spravnost
a presnost lze snadno vysvétlit pomoci schématu terct pfi stielbé:

SPRAVNE NESPRAVNE

PRESNE

NEPRESNE

©

@@
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Prumérnou hodnotu métené veliciny (zjisténou z n méfeni) lze vyjadfit aritmetickym primérem:

X X, et X, X,

X =
n

Nespravnost Ize vyjadrit pomoci systematické chyby (Spatné nakalibrovany pfistroj/pipetor):

absolutni systematicka chyba es (napt. v pl): ¢ = x— x

s nominalni

relativni systematicka chyba e (%): e = X7 X nominilni 100

s
X

nomindlni

Nepresnost vyjadiuje nahodna chyba, kterou charakterizuje smérodatna odchylka nebo variacni koe-

ficient:
—\2 2 N2 \2
smérodatna odchylka s (napft. v pul): s = (= X)7+ (5 = X) 4+ (X = X) 7+ (X, — X)
n—1
varia¢ni koeficient VK (%): VK = s x 100

X

Pozn.: smérodatna odchylka nebo jeji nasobek vyjadfuje pouze hranici, kterou mize vysledek s urcitou pravdépodobnosti
ptekrocit, nikoliv hodnotu nahodné chyby.
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2. cviéeni Biochemicky ustav LF MU

PRAKTICKA CAST

Ukol 2.1 Zpiisoby pouzZiti pipetord a zasady spravného postupu

Material: Nastavitelné pipetory, §pi¢ky, mikrozkumavky, erlenka s detilovanou vodou, 1ékovka s glycerolem, roztok pro-
teind, lékovka s acetonem.

Provedeni:

= Nastavte na pipetoru 50 % jeho nominalniho objemu.
= Dle pokyni vyucujiciho procviéte rizné zplisoby pipetovani pomoci pipetorl (pfimé a re-

verzni pipetovani, pipetovani heterogennich roztokt, michani).

1. Pokuste se na zakladé¢ uvedenych fyzikalnich vlastnosti kapalin a roztoki zvolit spravny
zpusob pipetovani a svoji volbu zdivodnéte zakrouzkovanim limitujici fyzikalni veliCiny.

Fyzikalni vlastnosti vybranych kapalin/roztok pfi 20 °C

Kapalina/Roztok Hustota Tenze par*  Viskozita* Dopliite zptsob pi-
(kg dm™) (kPa) (mPa s) petovani®

Voda 1,00 2,3 1,0 (1,3)

Krevni plazma 1,03 - 1,52

Plna krev (37 °C) 1,06 - 34

Glycerol 1,26 1470

Methanol (100 %) 0,79 12,8 1,2

Hydroxid sodny (30 %) 1,33

Kyselina fosforeéna (85 %) 1,69

*s klesajici teplotou klesa tenze par, ale roste viskozita kapaliny; *Zpulsob pipetovani: a) pouzit upraveny pipetor
na odli$nou hustotu nez voda; b) ptimé pipetovani; c) reverzni pipetovani; d) n€kolikrat proplachnout $picku rozto-
kem pied vlastnim pipetovanim; e) nelze pouzit pipetor vyuzivajici principu ,,vzduchového polstare®.
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2. cviéeni Biochemicky ustav LF MU

Ukol 2.2 Gravimetricka kalibrace mikropipetoru

Kalibraci je minéno srovnani aktualné odmérovaného objemu s objemem, ktery je nastaveny na pipetoru
(tzv. nominalni objem). Objem aktualné odmétovany pipetorem se zjistuje bud’ gravimetricky (vaze-
nim) nebo fotometricky. U nastavitelnych pipetorii se testuje spravnost pipetovani pti 10 %, 50 %
a 100 % jeho nominalniho objemu (min. 10krat pro kazdy objem; podrobné je popsano v normé EN [SO
8655). Pii kalibraci pipetoru je nutno pouzit typ Spicek, ktery se bude dale pouzivat pfi pipetovani v pro-
vozu!

Kalibrace by se mé¢la provadét minimalné jednou za 3 mésice, pokud se pipetor pouziva denné, a vzdy
po vymeéné jednotlivych komponent, po kazdém vnitinim ¢iSténi pipetoru a vzdy zjisti-li se pfi pravi-
delné vizualni kontrole jakéhokoliv poskrabani, poskozeni spodniho dilu, uvolnéni spojeni jednotlivych
dilti nebo pii mechanickém narazu pipetoru (napi. spadnuti na zem).

Vyhodnoceni a posouzeni kalibrace se provadi zjisténim nespravneosti (relativni systematické chyby)
a nepi‘esnosti pro dany objem (ndhodné chyby — variacniho koeficientu).

Pokud nespravnost pipetovani piekracuje deklarovanou hodnotu, je mozné pipetor setidit pomoci sefi-
zovaciho Sroubu. Sefizeni (nastaveni) pipetoru spociva v né€kolika kalibracich (nejméné jedné pred
a jedné po sefizeni) a otaCeni kalibracniho Sroubu, pomoci kterého se méni nominalni objem. Sefizenim

pipetoru lze ovlivnit pouze spravnost pipetovani.

Setizeni pipetoru se pouziva téz pro adaptaci pipetoru na pravidelné odméfovanou kapalinu, ktera se
vyrazné odliSuje hustotou od hustoty vody (napt. koncentrované roztoky soli).

Naproti tomu pokud bude piili§ vysoka nepresnost pipetovani, tak je potieba pipetor nejdiive opravit
a pak provést novou kalibraci a piipadné i sefizeni pipetoru.

V praktickém cviceni budete z asovych diivodi provadét pouze orientacni kalibraci nastavitelného pi-
petoru pro maximalni nominalni objem.

Material: Nastavitelné pipetory 100-1000 pl, $picky, analytické vahy s pfesnosti na desetiny mg, odplyné&né destilovana
voda, kadinky 50 ml, plastové vazenky, teplomér, statisticky program nebo tabulkovy procesor, fén, tampony
buniciny, nadoba na odpad.

Provedeni:

= Nastavte pipetor na maximalni nominalni objem (Vs = 1000 pl).

= Provedte test tésnosti. Do Spicky nasajte odplynénou destilovanou vodu. Pipetor drzte ve
svislé poloze a $pi¢kou se dotknéte hladiny vody (nebo ji ponofte nepatrné cca 1 mm pod
hladinu). Po dobu minimalné 1 min by ze $picky neméla ubyvat voda.

= Zméfte a zaznamenejte teplotu vzduchu a teplotu destilované vody.

= Vytarujte vazenku na analytickych vahach (ndvod k pouziti vah bude prilozen).
= Pipetujte nastaveny objem 1000 pl destilované vody do vytarované vazenky.

= Zmcéfte s presnosti na desetiny miligramti hmotnost odmétené vody (m1).

= Obsah vazenky vylijte do odpadu a vazenku osuste pomoci tampéni a kratkym ofukem z fénu.
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2. cviéeni Biochemicky ustav LF MU

= Opakujte piredchozi 4 kroky jesté 4krat s pouzitim vzdy suché vazenky (ziskate hodnoty ma,
m3, M4, Ms).
= Vypocététe aritmeticky primér hmotnosti (mg) z péti méieni (n = 5):

m, +m, +my +my +ms

m=
n

=V tabulce (bude priloZena) naleznéte podle zméiené teploty vody konverzni faktor Z (jedna
se o prevracenou hodnotu hustoty vody) a pireved’te primérnou hmotnost na objem (ul):

V=mxZ
= Vypoctéte nespravnost pipetovani, tj. relativni systematickou chybu méteni (%):
V-V,
e, =—L %100

set

*  Vypoctéte nepfesnost pipetovani, tj. ndhodnou chybu meéteni jako variacni koeficient (%):

(m, _%)2 +(m, _%)2 + (m;, _%)2 +(my _%)2 + (ms; _%)2

x 7/
VK = n-1 x 100
I/set
2. Vsechny naméfené a ziskané udaje zaznamenejte do tabulky:
Hmotnost mi mz ms3 ms ms
Namétené hodnoty (mg)
m  (mg)
Teplota vody (°C) Z (ul/mg)
vV o(u) VK (%)
es (ul) es (%)
Max. es (%) Max. VK (%)
dle ISO 8655 dle ISO 8655

3. Srovnejte vypoctenou nespravnost a neptresnost pipetovani s maximalnimi pfipustnymi hodno-
tami dle ISO 8655 (viz priloha v praktickém cviceni). Pokud vypoétené hodnoty budou piesa-
hovat tolerancni limit, zhodnotte, zda analytické vahy opravdu spravné vazi a zda jsou pod-
minky v mistnosti dostate¢né pro vazeni (pruvan, pfimé slunecni svétlo na vahy).
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2. cviéeni Biochemicky ustav LF MU

Ukol 2.3 Ovéieni piesnosti opakovaného pipetovani

Pti vylouceni hrubych chyb dochazi pifi opakovaném aditivnim procesu (napi. odméteni objemu 200 pl
ziskaného dvojim pipetovanim 100 pl) k Sifeni chyb jak systematickych (absolutni hodnoty systematic-
kych chyb jednotlivych kroki se s¢itaji), tak i ndhodnych (s¢itaji se hodnoty rozptylt s2, resp. VK* jed-
notlivych krok).

Material: Nastavitelné pipetory 100-1000 pl, $picky, analytické vahy s pfesnosti na desetiny mg, odplyné&né destilovana
voda, kadinky 50 ml, plastové vazenky, teplomér, statisticky program nebo tabulkovy procesor, fén, tampony
buniciny.

Provedeni:

4. Zméite hmotnost 1 ml destilované vody (m') odméfeného pomoci stejného pipetoru jako v pied-
chozim tkolu, nastaveného vsak na objem 100 ul (do vazenky pipetujte 10krat objem 100 ul).
5. Srovnejte ziskanou hmotnost m' s aritmetickym primérem m z ptredchoziho ukolu.

6. Zvazte, jaky postup pii odmétovani daného objemu je piesnéjsi, zda pipetovat ptimo 1 ml nebo

o4

opakovan¢ 10krat 100 ul. Kterym postupem odméiime spravnéji poZzadovany objem kapaliny?

Ukol 2.4 Fotometrické ovéfeni pFesnosti fedéni

Pti pruchodu elektromagnetického zafeni z oblasti ultrafialové nebo viditelné Casti spektra méfenym
roztokem dochazi k jeho absorpci. Velikost absorpce zavisi na vinové délce zareni, na koncentraci ab-
sorbujici latky v roztoku a na tloustce métené vrstvy. Pii dané vinové délce zateni existuje mezi kon-
centraci absorbujici latky a veli¢inou nazyvanou absorbance A piima uméra. Tuto zavislost vyjadiuje
Lambertv-Beertv zakon:

A=¢gcl
kde &1 je molarni absorpéni koeficient (jeho hodnota odpovida absorbanci latky o koncentraci 1 mol/l a tloustce méfené vrstvy
1 cm), ¢ je latkova koncentrace (mol/l) a / tloustka métené vrstvy (cm).
Dany vztah plati pouze pro monochromatické zafeni a pro ziedéné homogenni roztoky.
Pro méfeni absorbance se zpravidla voli vinova délka odpovidajici absorpénimu maximu stanovované
latky. Absorbance jsou méteny proti slepému vzorku (Cinidlo/rozpoustédlo bez métené latky).

Material: Nastavitelné pipetory 100-1000 ul, $picky, 10ml zkumavky se zatkami. Zasobni roztok modré skalice
(0,5 mol/1). Spektrofotometr, 2 kyvety, stficka, nadoba na odpad, vatové tampony, lihovy popisovac.

Provedeni:

* Odmeéfte do oznacenych zkumavek dle tabulky pomoci nastavitelného pipetoru nejdiive dei-
onizovanou vodu.

= Potom ptidejte dle tabulky pozadovany objem zasobniho roztoku CuSQO4.5H,0.

= Zkumavky uzaviete zatkou a obsah promichejte.

= Pfesnost postupu fedéni roztoku modré skalice ovéfte zméfenim absorbance roztoku pfi vl-
nové délce 620 nm proti demi-vode.
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2. cviceni

ZjednodusSeny navod na obsluhu spektrofotometru Spekol 11

Biochemicky ustav LF MU

Na spektrofotometru nastavte otocnym knoflikem vinovou délku 620 nm.

Nastavte mod méfeni na absorbanci stisknutim tlacitka (zelena dioda sviti nad tlacitkem).

Vlozte kyvetu naplnénou do cca ¥ objemu demi-vodou do drzaku a zasuiite do pfistroje.

Nastavte absorbanci na nulu stisknutim tlacitka @ (¢ekejte, dokud se neobjevi na displeji nuly).

Postupné vlozte kyvety naplnéné do cca % objemu méfenym roztokem do druhé pozice v dr-

zaku a opatrné zasunte do méfici ¢asti ptistroje.

Odecététe hodnotu absorbance roztoku na displeji — dopliite do tabulky nize.

Po skon¢eni méfeni vyplachnéte kyvety demi-vodou a uved'te pracovni misto do poiadku.

Tlagitko E

Mérici ¢ast pfistroje

Drzak kyvet

Pfepinac clony

,7 Displej
— Tlacitko R

Nastaveni vinové délky

Hlavni vypinaé

7. Doplnte tabulku a vyneste na milimetrovy papir hodnoty absorbance proti koncentraci penta-
hydratu siranu méd’natého. Ziskanymi body prolozte piimku. Odklon jednotlivych bodl od

piimky znaci nepfesnost v pipetovani anebo méteni absorbance. Vyhodnotte vase vysledky.

Koncentrace Zasobni roztok
Deionizovana
Zkumavka CuS04.5H20 Ziedéni* CuS04.5H20 Absorbance A620
voda (ul)
(mmol/l) ((n))

1 500 1 2 x 1000 0

2 250 2 600 600
3 300 600
4 300 900
5 250 1000
6 200 1000
7 160 960
8 140 980
9 120 960
10 110 990

* ¢islo zfedéni = Vce]kovy/ Vzas. roztoku modré skalice
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