Méieni presnych objemii v biologii

Pti pfipravé roztokli, reagencnich smési apod. musime v biologii zvladnout techniku
spravného odmétovani kapalin.

Odmérné sklo pro tento ucel tvoii predevsim sklenéné pipety, odmérné banky, odmérné
valce, kadinky, pfipadné rizné typy banck. Pii titracich se k odmétfovani objemt pouzivaji
byrety.

Pro piipravu pfesnych roztokd nesmime nikdy odmétovat objemy v kddince ani v odmérném
valci! Stupnice na kadince slouzi pouze k odhadu pracovnich objemii, odmérné vélce slouzi
pouze k davkovani kapalin, kde neni striktni pozadavek na presnost.

Spravny postup pii pfiprave roztoku pevné latky v kapaling je nasledujici:

pouzije se odmérna barika pro ptislusny objem. Navazka sypké rozpustné latky se vpravi do
odmérné banky: bud’ se nasype piimo z lodi¢ky, nebo se splachne rozpoustédlen za pomoci
stficky a nalevky, nebo se rozpusti v pomocné kadince v malém mnoZstvi rozpoustédla a vlije
do odmérné banky. Nasledné se odmérna banikka doplni rozpoustédlem po rysku.

Postup, kdy se k navazce pfilije dany objem odmétfeny ve valci nebo kddince nelze pro
ptipravu ptesnych roztokll v zddném pitipad¢ pouzit!

Ptiklady odmérného skla:

=
=
| C 5
|
| o
| i
h L
|
h H -
_ limiy
| | ||
S | == —a —| U
Kadinka Sklenéna Odmérny  Odmérna Byreta

pipeta valec banka



Mikrozkumavka typu Eppendorf (hovorove tzv. ependorfka nebo epina).
Tyto plastové zkumavky v objemech 0,5ml, 1,5 ml a 2 ml s vickem se v biologii velmi ¢asto
pouzivaji pro uchovavani malych objemti vzorkli mrazenim nebo pfi pokojové teploté a také

pro reakce v malych objemech.

Automatické pipety:

V biologii se velmi Casto pozivaji tzv. automatické pipety a vyménitelnymi jednordzovymi
plastovymi Spickami. Existuji typy s fixnim nebo nastavitelnym objemem, dale kromé
jednoduchych také tzv. multikanalové pipety pro 8 nebo 12 Spicek. Tyto multikanalové pipety
slouZi pro urychleni pipetovani na tzv. mikrotitraéni desky, které maji 8 fad po 12 jamkach,
pficemz jamka ma objem 300 mikrolitrii. Tyto mikrotitra¢ni desky jsou v biologii Siroce
vyuzivany pro riizna stanoveni, nebot’ poskytuji velmi mnoho moznosti jak uspotadat vzorky,
a tedy i cely design pokusu.

Postup prace s automatickymi pipetami je nasledujici:



Pist (barva odpovida objemu a Spicce)

Tlacitko k pohodlnému odhozeni $picky jednou rukou (bez

................................ Displej pro naStaVeni Obejmu

Thermo 10 0t

Jednoréazova Spicka

Automaticka pipeta slouzi k manipulaci s fddové mikrolitrovymi objemy zpravidla ziedénych
roztokd (hustota pfiblizn€ okolo hustoty vody). Vzdalen¢ pfipomind injekéni stiikacku
upravenou k manipulaci s velmi malymi objemy. Pouziti téchto pipet je mozné jen s tzv.
jednorazovymi Spickami, které slouzi ke kontaktu s roztokem. Samotna pipeta by se NIKDY
neméla dostat do piimého kontaktu s pracovnim roztokem. Automatické pipety jsou
kalibrované na vyliti, coz znamena, Ze v pipeté miZe zlistat minimalni objem kapaliny.
Nesnazte se jej za kazdou cenu z pipety dostat, hovofi se o tzv. mrtvém objemu.

V praxi se bézné pouzivaji automatické pipety s rozsahem od 0,1 pl po 5 000 pl, pticemz
obsahov¢ riizné pipety se oznacuji riznymi barvami:
0,1 — 10 pl se oznacuji bilym pruhem

- 5-200 pl zlutym pruhem

- 100 - 1000 pl modrym pruhem
Toto barevné oznaceni usnadiiuje také vybér Spicek (jsou dostupné ve vice objemech) a
vétSina Spi¢ek odpovida svou barvou barevnému oznaceni pipety. Pfi praci si musime zvolit
pipetu s adekvatnim rozsahem a $picku, kterd odpovida obsahu pipety a ktera je schopna
pojmout maximalni objem dané pipety.

Automaticka pipeta se ovlada pomoci tlaitka pistu. Pro pfesnou préci s automatickymi
pipetami je tfeba dodrzovat nasledujici zasady:
- automatické pipety se pouZzivaji jen pokud je nasazend adekvéatni plastova Spicka
- je-li ve $picce né&jaka kapalina drzte pipetu svisle, nepokladejte ji na stil (kapalina by
mohla natéci dovnitf pipety a znehodnotila by ji)
- pohyb pistu musi byt plynuly a pomaly, zvlasté pii praci s viskéznimi roztoky (s veétsi
hustotou)



pii pipetovani roztokl s vysokou viskozitou nebo povrchovym napétim niz§im nez ma
voda se na vnitini sténé SpiCky vytvoii vrstva roztoku. Pfi vypousténi tekutiny ze
Spicky tato vrstva ulpiva na jeji vnitini sténé a tak by mohla vzniknout chyba. Protoze
mnozstvi roztoku, ktery ulpi ve Spicce, je pfi opakovaném pipetovani viceméné
konstantni, je mozné této chyb¢ zabranit tim, Ze se vrstva roztoku vytvoii jesté pred
vlastnim pipetovanim: do Spicky se nasaje roztok a vypusti se zpét do plivodni
nadoby. Poté zacneme vlastni pipetovani. VSechna nasledujici pipetovani pak budou
mit stejnou piesnost a reproducibilitu

pracovni roztoky je nutno vytemperovat na pokojovou teplotu. Pii odmétovani
roztokl, jejichz teplota se lisi od teploty mistnosti, se pied vlastnim pipetovanim
doporucuje Spicku opakované proplachnout roztokem (3-5x).

Spicku nasad’te na pipetu a dobfe ji utésnéte mirnym pootocenim.

Spicku ponofte do prenaSeného roztoku vzdy jen na 2-3 mm a vyndavejte ji tazenim po
sténé zkumavky, aby neadherovala nadbytecna kapalina.

roztok vypoustéjte po sténé zkumavky, nejlépe né€kolik milimetr nad hladinou

Pozn. Smoceni Spicky pipetovanou kapalinou pred viastnim pipetovanim zvysuje presnost
pipetovani, ovsem vétsinou se vynechdva kviili uspore casu.

Postupy pri pipetovani

Vybeér konkrétni pipetovaci techniky zavisi na typu prace a metody pro kterou ji vybirame.
Naptiklad pro viskoézni a pénici roztoky nebo pfi praci s velmi malymi objemy se pouziva
technika obraceného pipetovani, nebot’ v téchto ptipadech vyznamné zvysuje presnost.

A) Ptima technika (forward pippeting)

Prima technika je klasicky a nejcasteji pouzivany zpusob pipetovani. UmozZiuje rychlé a
presné odmérovani ziedenych roztokii.

1.

Stlacte pist pipety k prvni zarazce.

2. Ponofte $picku tésné pod hladinu (2 — 3 mm) odméfovaného roztoku a POMALU

uvolnéte pist. Spi¢ka se naplni kapalinou. Pogkejte asi jednu vtefinu a pak vytahnéte
Spicku z roztoku. Pod tihlem 10 — 45° ptilozte Spicku ke stén¢ zkumavky, do které
chcete prenést méteny roztok. Jemné stlacte tlacitko pipety na prvni zardzku. Pockejte
jednu vtefinu. Poté tlacte pist pipety na doraz, ¢imz dosdhnete uplného vyprazdnéni
Spicky (blow off). Za stalého drzeni pistu vytahnéte Spicku z roztoku.

Uvolnéte tlacitko do vychozi polohy. Pokud je to nutné, vyméite Spicku a pokracujte
v dal$im pipetovani.

Vychozi pozice 1. 2. 4.

3.
| . 2. zarazka ]H l I l |
. zarazka .
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Znazornéni postupu primé techniky pipetovani.

B) Obrécena technika (Reverse pippeting)

Tato technika je vhodnd pro pipetovani roztoku s vysokou viskozitou nebo roztokii, které
snadno tvori penu. Dale se tato technika doporucuje pro pipetovani velmi malych objemi.
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Stlacte pist az na druhy doraz.

2. Spicku ponoite t&sné pod hladinu roztoku (2 — 3 mm) a pomalu uvolnéte tlagitko.
Spi¢ka se naplni tekutinou.

3. Pomalu stlacte pist na prvni doraz a tim vypustte piesny objem roztoku ze S$picky.

Zbytek roztoku zlstava ve Spicce, ten ale neni souc¢asti méfeného objemu, vyhodi se se

Spickou, ptipadné se vrati zpét do piivodni nadoby.

Vychozi pozice 1. 2. 3.
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Znazornéni postupu obrdcené techniky pipetovani.

C) Opakovaci technika (Repeat pippeting)
Jedna se o rychly a jednoduchy zpusob opakovaného odmerovani stejného objemu téhoz
roztoku.
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Stlacte pist az na druhy doraz.

2. Spicku ponoite t&sné pod hladinu roztoku (2 — 3 mm) a pomalu uvolnéte tlagitko.
Spi¢ka se naplni tekutinou. Tuto tekutinu vypustte a $picku naplitte znovu — timto
dojde ke smaceni stén vnitiniho povrchu $picky a vSechny dalsi pipetovani budou mit
stejnou chybu.

3. Pomalu stlacte pist na prvni doraz a tim vypustte pfesny objem roztoku ze S$picky.
Drzte pist stdle na prvnim dorazu. Ve Spicce zlstava zbytek roztoku, ten ale neni
soucasti meéfeného objemu.

4. Znovu ponotte Spicku tésné pod hladinu piivodniho roztoku a pomalu uvolnéte tlacitko
do vychozi polohy. Spi¢ka se opét naplni roztokem.

5. Pokracujte v pipetovani tak, ze opakujete postup uvedeny v bodech 3 a 4.

Vychozi pozice

1. 2. 3. 4.
1. zarazka T. l_' l' I

2. zarazk
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Znazornéni postupu opakovaci techniky pipetovani.



D) Pipetovani plné krve

Plna krev je velmi viskozni kapalina. Pri jejim pipetovani je lepst vyuzit obrdcenou techniku
pipetovani. Pipetujeme-li plnou krev nesmdacime Spicku pred viastnim pipetovanim a pro
naber krve pouzivame vzdy cistou Spicku. Pri pipetovani krve je nutné dbat opatrnosti a
pipetovat pomalu, abychom se vyhnuli mechanické hemolyze.

Obracenou technikou

1.

2.

4.

Stlacte pist aZ na druhy doraz ponoite Spi¢ku pod hladinu roztoku a pomalu uvolnéte
tlacitko do vychozi pozice. VysSkejte 1 s nez se hladina krve ve Spicce ustali.
Bunic¢inou nebo tamponem otiete kapicky krve, které ulpély na zevni sténé Spicky; pii
tom se nesmite dotknout Usti Spicky.

Ptilozte konec $picky na vnitini sténu zkumavky nad hladinu pfitomné kapaliny,
zmacknéte tlacitko na prvni doraz, pockejte jednu vtefinu a uvolnéte tlacitko do
vychozi pozice.

Vyhod’te pouZitou Spicku.

Pifimou technikou

1.

2.

e

Stlacte pist na prvni doraz, ponoite Spicku pod hladinu a pomalu uvolnéte tlacitko do
vychozi pozice.

Bunic¢inou nebo tamponem ottete kapicky krve, které ulpé€ly na zevni sténé Spicky; pii
tom se nesmite dotknout Usti Spicky.

Stejné jako pfi pouziti ptimé techniky vypust'te krev do zkumavky s reakéni smési
(ptilozte konec $picky na vnitini sténu zkumavky, zmacknéte tlacitko na prvni doraz,
pockejte jednu vtetinu a pak zcela vyprazdnéte Spicku zmacknutim tlacitka az na
druhy doraz). Uvolnéte tlacitko do vychozi pozice.

Nejméné ttikrat proplachnéte Spicku reakéni smési: Stlacte tlacitko na prvni doraz a
ponoite Spicku do reakéni smési s piidanou krvi. Drzte tlacitko na prvnim dorazu a
zkontrolujte, zda je Spicka skutecné pod hladinou. Pomalu uvolnéte tlacitko do
vychozi pozice. Spicku nechejte nadale ponofenou v reakéni smési s piidanou krvi.
Opét stlacte tlacitko na prvni doraz a pomalu je uvolnéte. Tento postup opakujte
dokud vnitini sténa Spicky neni zcela Cista.

Nakonec zmacknéte tlacitko az na druhy doraz a tim Spicku Uplné vyprazdnéte.
Vyhod'te pouzitou $picku.

Nikdy:

Kapalina nesmi natéct do pipety, znicila by ji.

Se nesmi pouzivat automaticka pipeta bez Spicky.

Se nesmi otacet pipetu Spickou nahoru

Pokladat pipetu na sttl se Spickou a zbytkem kapaliny v ni.

Uklol &:

Podle pokyntl vyucujiciho si vyzkousejte uvedené postupy pii pipetovani na jedné zvolené
pipeté. Dale postupem ptimého pipetovani, ktery je pouzivan nejcestéji, napipetujte urcené
objemy vody ze zasobni kadinky do mikrozkumavek typu Eppendorf.

Vyzkousejte si nastavovani objemt na riznych typech pipet, nebot’ pipety jednotlivych
znacek (napt. Biohit, Eppendorf, Finnpipette aj.) se mohou lisit mechanismem nastavovani,
zpusobem odhazovani Spicek apod.



Pfi nacviku se snazte zapamatovat si aspon priblizné, jakou ¢ast Spicky zaujima objem 1 ml
v modré $picce, 200 mikrolitri ve Zluté Spicce a 10 mikrolitri. v nejmensi prithledné Spicce.
Toto povédomi vam pomize vyhnout se fadé zacate¢nickych chyb.



