$ISvViy
YeNsis

N -® NERSy
* ° < 2.
7 8 S o,
- * * L]
evropsky 3

socialni , MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdalavani -
fondvCR EVROPSKA UNIE  MLADEZE A TELOVYCHOVY  pro konkurenceschopnost ‘ANA ®

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Uloha ¢&.1
Pipetovani a vdaZeni

Jméno:

Obor: datum provedeni:

TEORETICKY UVOD

Pipetovani

Automatické pipety pracuji na principu nasavani a vytlacovani vzduchu pomoci pistu
pohybujicim se ve valci nebo kapilare. Tento princip poskytuje velmi pfesné davkovani

roztok(, i kdyZ velmi viskdzni roztoky mohou ovlivnit parametry pipetovani.
Princip pipety

1. Po nastaveni objemu se pist pohne do pfislusné pozice.

2. KdyzZ se pipeta namackne do prvni pozice, pist vytlaci stejné mnozstvi vzduchu, jako
je nastaveny objem.

3. Po ponoreni pipetovaci Spicky do kapaliny se pipetovaci pist uvolni, coZ vytvofi
¢astecné vakuum, pomoci kterého dojde k nasati specifického objemu kapaliny do
Spicky.

4. Kdyz je pipeta poté znovu namacknuta do prvni pozice, dijde k vytlaceni kapaliny
pomoci vzduchu v pipeté. K Uplnému vyprdzdnéni Spicky je pipeta domacknuta o

druhé pozice.
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Nasati tekutiny (krok 1-3) Vypusténi tekutiny (krok 4)

V rdmci pipetovani existuji tfi zakladni techniky:

Primd technika pipetovdni

- Doporucend pro vodné roztoky jako pufry, zfredéné kyseliny nebo zdsady (pipetovani

reagens do roztoka).

Klidova pozice 1 2 3 4
Prvni pozice l 1 l 1
Druha pozice | 1

Repetitivni technika pipetovdni

- Doporucend technika pro opakované davkovani stejného objemu (pfidavani do

zkumavek nebo desticek).

Klidova pozice 1 2 3 4
Prvni pozice ) 1 ! 1
Druha pozice l 1
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Reverzni technika pipetovani

- Doporucend technika pro pipetovani vzorkll, které se nepfidavaji nebo nemichaji
s jinymi roztoky. Tato technika predchazi riziku tvorby pény a bublin a vyuziva se tedy

pro pipetovani viskdznich roztokl a roztokl s tendenci pénit.

Klidova pozice 1 2 3 4 5
Prvni pozice l 1 l 1
Druha pozice | 1 ! 1

Faktory ovliviujici spravnost pipety:

objemu. Teplota pipety, pipetované kapaliny a okolniho vzduchu by méla byt pfi pipetovani

priblizné stejna.

Hustota hraje rovnéz roli pfi spravnosti pipetovani. Hustota kapaliny by méla byt pfiblizné

stejnd, jako hustota kapaliny, na kterou byla pipeta kalibrovana (destilovana voda).

Nadmofiska vyska hraje roli pfi spravnosti pipetovaného objemu diky ménicimu se tlaku
vzduchu. Jednak tlak vzduchu s nadmorskou vysSkou klesa a rovnéZz bod varu blizky

laboratorni teploté dramaticky zvysuje ztraty zplsobené odparem.

Vdzeni

Jednou ze zakladnich operaci v biochemické laboratofi je vazeni. Ve vétsiné pripadu
pravé presnost a spravnost navazovaného mnozstvi latky ma vliv na vysledek celého
experimentu. Vahy jsou citliva zafizeni, a proto s nimi musime pracovat sprdvné a udrZovat

je v Cistoté. Z tohoto divodu vétsinou vahy umistujeme na specialni vahovy stolek majici

Laboratorni technika 3
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kamennou vazici desku. Na zakladé vazivosti a citlivosti miZzeme laboratorni vahy rozdélit do
dvou zakladnich typl — predvazky a analytické vahy.

Pfredvazky jsou zpravidla vahy svazivosti do 200-400 g s presnosti na 0.01g. Tyto
vahy jsou primarné urceny k navazovani
vychozich latek pro pfipravu roztokd nebo
v nékterych pfipadech k vazeni
meziproduktl a preparata.

Analytické  vahy jsou vahy —
svazivosti do 200 g a spresnosti na

0.0001g. Tyto vahy pouzivdme pro velmi

pfesna navazovani latek nebo pro
navazovani velmi malych mnoizstvi latek Ukazka pfedvazek (A) a analytickych vah (B)
(<0.1g).

V soucasné dobé se jiz vlaboratofi prevainé setkdvame s elektronickymi vahami,
jejichz hlavni vyhodou oproti klasickym mechanickym je snadnd obsluha a nendrocnd
udriba. Elektronické vahy jsou vybaveny bud externi nebo interni kalibraci a kromé
standardnich funkci zahrnujicich taru, vazeni v hmotnostnich procentech nebo postupné
dovazovani obsahuiji i funkce jako pocitani kusa, volitelné vahové jednotky anebo statistické
vypocty. Zakladnimi vlastnostmi vah jsou:

*  Vaizivost — udava maximalni dovolené zatizeni vah
e Presnost — uddva nejmensi vahovy rozdil, ktery mlze byt vahami presné a spravné
stanoven
e  Citlivost — udava pomér vychylky ukazatele vah k privazku, ktery vychylku zpGsobil
Pro vazeni latek na vahach musime pouzivat pomlcky urcené k navazovani - hodinové
sklo — pouze na vaZeni na predvazkach, sklenéna nebo porceldnové lodicka a vazenka.
Vazenou latku nabirame laboratorni IZickou (predvazky) nebo Spachtli na praskové materialy

(analytické vahy).
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Pri vazeni mOZeme pouZit dva zakladni zpUsoby, pfimé vaZeni nebo tzv. diferencni
vaZeni. Primy zpUsob vazeni je vhodny pro latky na vzduchu stabilni a pouziva se vidy pfi
pfipravé roztokd o presné koncentraci. Pfi diferencnim vazeni se latka navazi presné na Ctyfi

desetinna mista, ale jeji mnozstvi se mize pohybovat v uréitém rozmezi.

Hustota p homogenni latky je definovéna jako podil jeji hmotnosti m a jejiho objemu V:
p == (ke.m?) (1)

Hustota latek zavisi na teploté a tlaku, avSak u latek kapalnych se uvaZuje pouze vliv
teploty, protoze vliv tlaku je vzhledem k malé stlacitelnosti téchto latek zanedbatelny. Pokud
chceme stanovit hustotu latky podle vzorce (1), musime stanovit jeji

pfesnou hmotnost a objem. Hmotnost latky stanovujeme vidy

vazenim a objem u kapalnych latek mizeme urcit pfimym mérenim

jejich objem v kalibrovanych nadobach. Pfimé méreni objemu byva
vSak ¢asto malo presné a proto se Castéji pro zjisténi objemu pouziva
nepfimych metod stanovujici objem kapaliny vazenim latky o znamé
hustoté. Stejnost objemu se u kapalin realizuje pomoci pyknometru.
Princip pyknometru je zalozen na tom, Ze pfi Uplném naplnéni
a uzavieni zatkou s kapilarou pojme vidy stejny, snadno Pyknometr podle
reprodukovatelny objem kapaliny. Pfesnd reprodukovatelnost Gay-Lussaca
objemu kapaliny v pyknometru je dana jednak velmi Uzkou kapilarou v zatce pyknometru a

jednak tim, Ze se pyknometr plni nadbyteénym mnozZstvim kapaliny, pficemzZ kapalina

prebyvajici nad pozadovany vysledny objem z pyknometru po uzavieni vytece.

Laboratorni technika 5
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PRAKTICKA CAST

A. Priprava 3.0 mM roztoku hexakyanozelezitanu draselného

Postup prdce:

1. Do 25 ml odmérné banky napipetujte 2.5 ml zasobniho roztoku 30 mmol.I*
hexakyanoZelezitanu draselného, doplnite destilovanou vodou po znacku a dobre

promichejte.

2. Zredény roztok hexakyanoZelezitanu draselného prelijte do kadinky a oznacte.

B. Priprava 1.2 mM roztoku hexakyanoZelezitanu draselného

Postup prdce:

1. Do 25 ml odmérné banky napipetujte 1.0 ml zasobniho roztoku 30 mmol.I*
hexakyanozZelezitanu draselného, doplnite destilovanou vodou po znacku a dobre
promichejte.

2. Zredény roztok hexakyanozelezitanu draselného prelijte do kadinky a oznacte.

3. Z Lambert-Beerova zdkona (1) vypocitejte molarni absorpcni koeficient (g) pro

hexakyanozZelezitan draselny.

A=c¢c.c.l (1)

A - absorbance latky; € - molarni absorpéni koeficient [I.mol™*.cm™]; ¢ - koncentrace

latky v mé&feném roztoku [mol.I"]; | - délka optické dréhy v kyveté

Laboratorni technika 6
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Vysledky:

¢ (mmol.I'")

v v s I- I-l. -1
ziedény roztok K3[Fe(CN)]s € (l.mol".cm™)

Aszo

C. Pouziti pipet s nastavitelnym objemem 1-10/4, 10-100 (d a 100-1000 (4

Postup prdce:

1. Do sady mikrozkumavek pipetujte reagencie podle rozpisu v tabulkdch 1, 2 a 3.
Pouzijte pfimou techniku pipetovani.

2. Vzorky promichejte na vortexu.

3. Zmérte jejich absorbanci pfi vinové délce 420 nm. Jako slepy vzorek pouZijte

destilovanou vodu.

Vypocty:
1. Na zdakladé znamého extinkéniho koeficientu hexakyanozelezitanu zjisténého
v predchozi casti ulohy vypocitejte dle namérfenych absorbanci koncentrace
hexakyanozZelezitanu draselného ve zkumavkach.
2. Vypoctéte primeéry ze tfi namérenych hodnot.

3. Nasledné pro uréeni presnosti vasi prace vypocitejte smérodatnou odchylku dle

N )
s = /Zl=1(cl 0) 2)
N-1

vztahu (2).
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4. Pro tabulku C. 2 sestrojte graf zavislosti Asy9 na koncentraci Ks[Fe(CN)¢] ve zkumavce

(naptiklad v programu MS Excel pouzijte XY bodovy graf a body prolozte linedrni
spojnici trendu). Vzhledem k tomu, Ze jste vynulovanim na slepy vzorek pfiradili
nulové koncentraci Ks[Fe(CN)g] nulovou absorbanci, musi pfimka prochazet
pocatkem grafu [0;0] (v  programu MS Excel: Format spojnice

trendu/Moznosti/Hodnota Y=0).

5. Z rovnice pfimky, kterou zobrazite v grafu, nasledné na zakladé Lambert-Beerova
zakona (1) uréete molarni absorpcni koeficient € a uvedte jeho fyzikalni rozmér.
Vysledky:
Tabulka 1.
kumavka pipetovany objem ¢ (mmol.I) & ¢ (mmol.) ]
. 30 mM destilovana | Ao | Ks[Fe(CN)¢]
“ | KalFe(CN)o] [W] | voda [u]
1 5 995
2 5 995
3 5 995
4 10 990
5 10 990
6 10 990
7 15 985
8 15 985
9 15 985
10 20 980

Laboratorni technika 8
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11 20 980
12 20 980
Tabulka 2.
kumavka pipetovany objem ¢ (mmol.I'Y) & ¢ (mmol.) ]

. 3mMm destilovana | Aso | Ks[Fe(CN)q]
“ | KalFe(CN)e] [W1] | voda [yl

1 50 950

2 50 950

3 50 950

4 100 900

5 100 900

6 100 900

7 150 850

8 150 850

9 150 850

10 200 800

11 200 800

12 200 800

Laboratorni technika 9
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Tabulka 3.
Zkumavka pipetovany objem ¢ (mmol.I'Y) & ¢ (mmol.) ]

. 1.2 mM destilovana | Aso | Ks[Fe(CN)q]
“ | KalFe(CN)J] [W] | voda [y

1 150 850

2 150 850

3 150 850

4 300 700

5 300 700

6 300 700

7 450 550

8 450 550

9 450 550

10 600 400

11 600 400

12 600 400

Laboratorni technika 10
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Okomentujte presnost vasi prace:

Vlozte graf zavislosti Ajo na koncentraci Ks[Fe(CN)s] ve zkumavce (nezapomeiite uvést

jednotky a popisy os!) a srovnejte molarni extinkéni koeficient uréeny na zakladé odectu
z rovnice primky s tim, uréenym v prvni ¢asti ulohy:

Laboratorni technika
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D. Stanoveni hustoty kapalné latky

Postup prdce:

1. Zvazime prazdny suchy pyknometr (hmotnost m,).

2. Pyknometr naplnime aZz po okraj destilovanou vodou a zazatkujeme, pfiemz
prebytec¢nd kapalina vystfikne otvorem v zatce. Pyknometr velice peclivé osuSime
tamponem a zvadzime (hmotnost m,).

3. Zpyknometru vylijeme destilovanou vodu a proplachneme pyknometr kapalinou o
neznamé hustoté (py).

4. Pyknometr naplnime aZ po okraj kapalinou o neznamé hustoté a zazatkujeme, pricemz
prebyte¢nd kapalina vystfikne otvorem v zatce. Pyknometr velice peclivé osuSime
tamponem tak, abychom neodsali roztok z kapilary, a zvazime (hmotnost ms).

5. Hustotu mérené kapaliny ziskdme pomoci vztahu (2), kdy teploty mérené a srovnavaci

kapaliny se nesméji lisit vice nez o 2 °C. Hustota destilované vody pfi 20°C je 998,205

kg.m(p.).
__ Mmz3—my
p="""0p, )
Vysledky:
m; (g) m; (g) ms (g) pi (kg.m™) Kapalina®

® Na zakladé zndmych hustot uvedte, o kterou kapalinu se jedn3

Laboratorni technika 12
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E. Kalibrace Pipet

Pokud se bézna laboratorni pipeta pouziva spravné, méla by davkovat kapaliny s dobrou
presnosti a spravnosti. V ramci tohoto experimentu zjistime presnost a spravnost pipet pro
objemy 10-100 ul a 100-1000 ul. VSechny zminéné parametry pipety budeme stanovovat
pomoci analytickych vah, kdy budeme stanovovat pfesnou hmotnost davkované kapaliny.
Na zakladé zndmé hustoty destilované vody (998,205 kg.m™) nasledné uréime davkované

objemy. Kalibrace pipety se provadi pfi tfech rtiznych davkovanych objemech:

¢ Nejmensim mozném davkovaném objemu (10 ul respektive 100 ul)
* Nejvy$sSim moziném davkovaném objemu (100 ul respektive 1000 ul)

e Stfednim davkovaném objemu (50 ul respektive 500 ul)

Kazdé méreni provadime 5x, kdy z namérenych hodnot nasledné vypocteme chybu pipety a

smérodatnou odchylku v jednotlivych ddvkovanych objemech.

Postup prdce:

1. Vezméte Cistou a suchou vazenku a poloZte ji na misku analytickych vah.

2. Vahy vytarujte.

3. Na vaZenku napipetujte stanovované mnozstvi destilované vody a zvazite ho s pfesnosti
na desetiny miligramu (£ 0.0001).

4. Vahy vytdrujte a na vaZenku znovu napipetujte stejné mnozstvi destilované vody jako
v bodé 3. a zvazte ho s presnosti na desetiny miligramu (£ 0.0001).

5. Opakujte bod 4, dokud nedostanete tfi hodnoty.

6. Poté vaienku omyjte, vysusSte a pokracujte od bodu 1 sdalSim stanovovanym

mnozZstvim destilované vody.

Vypocty:

Laboratorni technika 13
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Objem mozete vypotist ze zndmé hustoty vody (998,205 kg.m™). Abyste dostali zcela
presné hodnoty, musime jesté provést korekci namérené vahy na vztlak vzduchu pusobici na

kapalinu béhem vazeni. V pfipadé destilované vody ¢ini tento koeficient 1.06 mg na kazdy

navazeny gram.

Vypoctéte priméry z péti namérenych hodnot (Vi) a provedte korekci na vztlak

vzduchu.
2. Pomoci vztahu (1) vypotitejte primérné objemy (V).
3. Okomentujte spravnost pipety na zakladé zjisténych hodnot.

Nasledné pro uréeni presnosti pipety vypocitejte smérodatnou odchylku dle vztahu (3).
N 72
=1 (Vi=V)
s = /—‘ =t (3)
N-1

Vysledky:

Objem (ul) | myoay/mg | Vivody (ul) "V (ul) Vi V(ul) | (V- V)

Pipeta 10-100 ul

10

50

Laboratorni technika 14
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100
Objem (ul) | myoay/mg | Vivody (ul) | “V(ul) | V= V(ul) | (Vi- V) s
Pipeta 100-1000 ul
100

500

1000
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Okomentujte spravnost a presnost pipet:
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