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CO NAS DNES CEKA...

1) Manipulace s kapalinami: typy pipet, pipetovani
2) Priprava roztoku, vypocet koncentraci

3) Pufry a jejich priprava



1) MANIPULACE S KAPALINAMI: DOPORUCENE ZDROJE

http://www.ped.muni.cz/wchem/sm/hc/labtech/

@® Nezabezpeéeno | ped.muni.cz/wchem/sm/hc/labtech/pages/prevod_latek.html

LABORATORNI TECHNIKA

Home Legislativa Laboratomi fad a bezpeCnost prace  Vybaveni laboratoie

Testy

» Pro spravné sestaveni aparatur v - - -
Pro pievod pevnych latek, kapalin a plynu

* Pro pievod pevnych latek,
kapalin a plynti Pfi praci s pevnymi, kapainymi i plyn seznamime s doporu¢enymi postupy jejich prelévani, odsypavani, Cisténi.

https://www.gilson.com/guide-to-pipetting



MANIPULACE S KAPALINAMI: LAHVE A KADINKY
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MANIPULACE S KAPALINAMI: STRICKY A KAPATKA (PASTEURKY)




MANIPULACE S KAPALINAMI: SKLENENE PIPETY




MANIPULACE S KAPALINAMI: MIKROPIPETY — MECHANICKE A DIGITALNI




MANIPULACE S KAPALINAMI: PIPETOVACi ROBOT



MANIPULACE S KAPALINAMI: MIKROPIPETY — SPICKY




MIKROPIPETA: ROZBORKA A SBORKA
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MIKROPIPETA: SPRAVNY POSTUP PRI PIPETOVANI

Method 1:
Forward pipetting

Upper stop

First stop \

Second stop

@andyjconnelly

https://andyjconnelly.wordpress.com
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MIKROPIPETA: NEKOLIK ZASAD SPRAVNEHO PIPETOVANI

1) Tekutinu pipetou nabirejte i vypoustéjte pozvolna. Zamezite tak vniknuti tekutiny do
pipety.

2) Pri nabirani tekutiny drzte Spicku dostatec¢né pod hladinou.

3) Pri pipetovani rliznych regencii Spicky vzdy vymeénujte — predchazejte kontaminacim!

4) Sledujte okometricky podle rysek na Spicce, zda pipeta nabira oCekavany objem.

5) Drzte pipetu svisle, vidy spickou dolu!

6) Pri pipetovani volatilnich rozpoustédel pouzivejte specialni Spicky nebo nejprve nékolikrat
naberte a vypustte Spickou pozadovany objem (v pipeté se tak vytvori trvalejsi podtlak,

ktery lépe udrzi solvent ve Spicce)

UNI
CI
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2) PRIPRAVA ROZTOKU, VYPOCET KONCENTRACI

Trie-Beric Acid~EDTA
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2) PRIPRAVA ROZTOKU, VYPOCET KONCENTRACI

Hmotnostni zlomek je dan podilem hmotnosti urcité latky a hmotnosti celé smési.
Je dan vzorcem: w = m_/m,_

Hmotnostni procento je hmotnostni zlomek vyjadreny procentem,
napriklad: w=0.11=11%

Priklad:
Smeées o hmotnosti 70 g obsahuje 20 % urcité latky. Vypocitejte jeji hmotnost.
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2) PRIPRAVA ROZTOKU, VYPOCET KONCENTRACI

Objemovy zlomek je dan podilem objemu urcité latky v objemu celé smési.
Je dan vzorcem: ¢p = V[V,

Objemové procento je objemovy zlomek vyjadreny procentem,
napriklad: ¢p = 0.20 = 20 obj. %

Priklad:
Roztok isopropanolu o objemu 40 cm3 jsme pfripravili zfedénim 8 cm3 absolutniho

isopropanolu. Vypocitejte koncentraci roztoku v objemovych %.

UNI
CI

14



2) PRIPRAVA ROZTOKU, VYPOCET KONCENTRACI

Koncentrace roztoku
Co znamena, ze roztok glukozy je: 20 %-ni (w/w)  weight per weight

20 %-ni (w/v) weight per volume

Co znamena, ze vino ma 10 %-ni obsah alkoholu (v/v) volume per volume

UNI
CI
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2) PRIPRAVA ROZTOKU, VYPOCET KONCENTRACI

Terminy a vzorce k zopakovani:

Molarni hmotnost M_=m /n
Latkové mnoZstvi n=m/ M.
Moldrni koncentrace c=n/V

MUNI
CI



2) PRIPRAVA ROZTOKU, VYPOCET KONCENTRACI

Redéni roztok(:

n=n

clxV1=c2xV2



2) PRIPRAVA ROZTOKU, VYPOCET KONCENTRACI

A) 20 ml 10 % roztoku NaCl redite 4x. Jaky je finalni objem rfedéného roztoku?

B) Mate 1 M roztok siranu horecnatého. Jaky objem tohoto roztoku pridate do
25 ml minimalniho média, které ma mit finalni koncentraci MgSO, 2 mM?

C) Mate 1,5 ml koncentrované bunécné suspense bakterie Escherichia coli s
absorbanci A, = 8. Kolik media pridate, abyste ziskali suspenzi s A,y = 1.

D) Mate k dispozici purifikovanou DNA o koncentraci 100 uM. Do 50 pl PCR
reakce potrebujete pridat DNA 10 pmol DNA. Kolik zasobniho roztoku pridate?

UNI
CI



3) PUFRY A JEJICH PRIPRAVA

Pufr (z némeckého Puffer, ,,naraznik“ci tlumivy roztok) je konjugovany par kyseliny a
nebo zasady a jejich soli, ktery je schopny udrzovat v jistém rozmezi stabilni pH po
pridani kyseliny i zasady do systému. Pufry jsou obvykle smési slabych kyselin a jejich
soli, nebo smési slabych bazi a jejich soli.

HA <=>H'+ A"

https://www.sigmaaldrich.com/life-science/core-bioreagents/biological-buffers/learning-center/buffer-reference-

center.html

MUNI
CI
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3) PUFRY A JEJICH PRIPRAVA

Bézné vyuziti v laboratori:

UNI
CI

Zajisténi vhodného prostredi pro manipulaci s celymi burikami mikroorganismu
(Phosphate Buffer Saline, PBS)

Stabilizace pH pro biotechnologické konverze s celymi bunkami (fosfatovy pufr)
Méreni aktivit enzymU v podminkach in vitro (PIPES, HEPES, fosfatovy pufr, Tris base)
Manipulace s nukleovymi kyselinami, elektroforetické pufry - (Tris-EDTA TE pufr, Tris-

acetat-EDTA TAE pufr, Tris-borat-EDTA TBE pufr)
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3) ZAJISTENI VHODNEHO PROSTREDI PRO MANIPULACI S CELYMI BUNKAMI

PBS (Phosphate Buffer Saline)
|zotonicky roztok, netoxicky pro vétsinu bunék, s mensi pufrovaci kapacitou
Bézné vyuziti napft. pri promyvani bakterialnich bunék pred dalsim pouzitim

(mikroskopie, prutokova cytometrie), pH ~ 7,4 OSEVA238_xyIE-gfoC

The most common composition of PBS (1x)

Salt Concentration (mmol/L)  Concentration (g/L)
NaCl 137 8.0
KCl 27 0.2 PRENAEE. P
Na,HPO,4 10 1.44
KH,PO,4 1.8 0.24




3) STABILIZACE PH PRO BIOTECHNOLOGICKE KONVERZE S CELYMI BUNKAMI

. XYLONAT (organicka cukerna kyselina)
D-xylose

de novo fatty

acidsynthe;is"_, pH m|n|ma'|n|'h0 médla = 7.0
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3) STABILIZACE PH PRO BIOTECHNOLOGICKE KONVERZE S CELYMI BUNKAMI

H;PO; = H'+H,PO, === H'+HPO2 == i+ PO,

pka;=2.3 pka,= 7.2 pkas=12.1
Preparation of 0.1 M|Potassium Phosphate | Buffer Preparation of 0.1 mM{Sodium Phosphate | Buffer at
at 25°C 25°C
VOLUME OF 1T M VOLUME OF T M VoLume OF T M VOLUME OF T M
pH K,HPO, (ml) KH,PO, (ml) pH NA,HPO, (ml) NAH,PO, (ml)
08 8.5 91.5 58 79 92.1
6.0 13.2 86.8 6.0 12.0 88.0
6.2 19.2 80.8 6.2 17.8 82.2
6.4 27.8 72.2 6.4 25.5 74.5
6.6 38.1 61.9 6.6 35.2 64.8
6.8 49.7 20.3 6.8 16.3 53.7
7.0 61.5 38.5 7.0 51T 42.3
7.2 11.7 28.3 7.2 68.4 31.6
7.4 80.2 19.8 (! e 226
7.6 86.6 13.4 1.6 B4.5 15.5
7.8 90.8 9.2 7.8 89.6 10.4
8.0 94.0 6.0 8.0 93.2 6.8
Diliste the combired 1 M stoek solutions o 1 liter with distilled Dilute the combined 1 M stock solutions to 1 liter with distilled
H,O. pH is calculated according to the Henderson-Hasselbalch equa- H,0. pH is calculated according to the Henderson-Hasselbalch equa
tion: tion:
pH = pK’ +log [{protonacceptor) | pH = pK” + log {pmtnnanr:ep!.[:r]}
{ proton donor proton donor
I\I I where pK'=6.86 at 25°C. where pK'= 6.86 at 25°C.



3) MERENI AKTIVIT ENZYMU V PODMINKACH IN VITRO

Priklad: méreni aktivity enzymu haloalkan dehalogenazy DhIA (Xanthobacter autotrophicus)

C|3| C|3| H,O  HCI Clil 'il?JH
CHE_CHE \, 4/,.. CHE_CHE
DhIA

pH optimum enzymu haloalkan dehalogenazy je kolem 8.0



3) MERENI AKTIVIT ENZYMU V PODMINKACH IN VITRO

Tris base OH
Tris, Ci tris(hydroxymetyl)aminometan, organicka latka se vzorcem HO\/|/\/OH
(HOCH,),CNH, NH;

Konjugovana Tris kyselina ma pKa 8.07 (25 °C), efektivni pufrovaci kapacita
mezi 7.1 and 9.1 (pKa * 1) pfi pokojové teploté. Tris inhibuje radu enzymu!

H O
GLY-GLY pufr (glycylglycin) HZN/\H/N\)J\OH
Dipeptid AA glycinu (nejjednodussi peptid), po pridani kyseliny Ci zasady ma O
pufrovaci kapacitu v rozmezich pH 2.5-3.8 a 7.5-8.9, netoxicky, ale slaby a
malo staly pufr
TUNI
CI
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3) MANIPULACE S NUKLEOVYMI KYSELINAMI

TE pufr (Tris EDTA)

10 mM Tris + 1 mM EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid), pH upraveno na 8.0

TAE (Tris acetatovy) nebo TBE (Tris boratovy) pufr

V e

Néjbéznéjsi pufry pro elektroforetickou analyzu nukleovych kyselin

50 x Tris-acetatovy pufr (S0xTAE pufr]

1) Navazte a postupné rozpustte v B00O ml destilované vody 242 .2 g tris{hydroxymethyl)aminomethanu
(Tris Base]

2] Pfidejte 18.612 g EDTA.

3] Pridejte 680.5 mL kyseliny octové.

3] Doplnte destilovanou vodou na objem 1 000 ml v analytické odmeérné bance.

4) Prelijte roztok do 1 000 ml Idhve se Eroubovacim uzavérem.

5] Sklad ujte pri 4 az B °C, pri tomto zplsobu skladovani mozno pouzivat 12 meésicl.

MUNI
SCI
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2) MANIPULACE S NUKLEOVYMI KYSELINAMI
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