Automatické pipety

Podle zpUsobu ovladani rozliSujeme automatické pipety manuaini a elektronické. U manualnich pipet se pistem
pohybuje palcem ruky pomoci ovladaciho tlacitka. Spradvnost a presnost pipetovani je vyrazné ovlivnéna
zkusenostmi a zrucnosti pracovnika. V pripadé elektronickych pipet pistem pohybuje elektromotorek. Oproti
manualnim nabizi navic naprogramovani zplsobu pipetovani. Podle povahy kapaliny Ize zvolit i riznou rychlost
pohybu pistu pfi nasavani a vytlacovani kapaliny.

Na télo pipety (téz pipetor) se nasazuje jednorazova Spicka. Pipetovana kapalina prichdzi do kontaktu pouze s touto
Spickou.

Automatické pipety Ize podle principu jejich prace rozdélit na dva zakladni typy:
= ,Air displacement” pipety

Tento typ pipet vyuziva principu tzv. vzduchového polstare. Mezi pistem a kapalinou z0stava vzdy urcity
objem vzduchu. Objem kapaliny naséaty pipetorem do Spic¢ky se od objemu vzduchu, nasdtého nebo
vytlaceného pistem, mlze mirné lisit v zavislosti na hustoté a viskozité pipetované kapaliny, smacivosti
povrchu Spicky pipetovanou kapalinou, teploté a atmosférickém tlaku a dalSich vlivech. Pipetor proto
musi byt pravidelné kalibrovan a sefizovan.

Pipety tohoto typu rozliSujeme dle provedeni jako jednokanalové (urené pro pipetovani jednoho
objemu dané kapaliny v ¢ase) nebo jako vicekandlové (nejcastéji osmi nebo dvanactikanalové) uréené
pro soucasné pipetovani stejného objemu dané kapaliny do vice jamek v mikrotitra¢ni desti¢ce. Kazdy
kanal u vicekanalovych pipet ma svUj vlastni pist, proto neni nutné vyuzit véech kanall najednou (je
mozné pripojit méné nez 8, resp. 12 sSpicek).

Automatické pipety jsou konstruovany bud pro jeden fixni objem nebo jsou nastavitelné na vice
objemd. Zména nastaveni objemu je mozna v urcitém rozmezi (napr. 10-100 ul) pomoci nastavovaciho
Sroubu nebo knofliku.

= ,Positive displacement” pipetory

Tento typ pipet nasdvé kapalinu do Spicky primo bez vytvoreni vzduchového polstére, tj. pist je v pfimém
kontaktu s odmérovanou kapalinou. Kapalina nasaté do Spicky (bez vzduchové bubliny) se vypusti ven
najednou (typ strikacky) nebo po krocich ve stejném objemu (tzv. krokovaci pipeta, angl. stepper). Tento
typ pipetort je vyhodné pouzivat pro vysoce viskézni nebo tékavé kapaliny, anebo pro opakujici se
pipetovani.

Zplsoby pouziti pipetoru

Wychozi poloha 1. poloha 2. poloha
Primé pipetovani

Jde o nejcastéji pouzivanou techniku pipetovani. Pri pfimém pipetovani se do Spicky nasaje presné nastaveny
objem a v dal$im kroku se ze $pic¢ky kompletné vytladi do zvolené nadoby. Protoze uréité mnozstvi kapaliny z0stava
na vnitfnim povrchu Spicky jako tenky film, je tfeba pred pipetovanim Spicku smocit odmérovanou kapalinou. Prima
technika pipetovani se pouziva pro odmérovani vétsiny vodnych roztok(l, pufrll, zfredénych kyselin a zédsad.

Postup

1. Nasadte na davkovac Spicku. Stisknéte tlacitko ovladace do prvni polohy (nutno prekonat maly odpor pfi
stisku tlacitka).

2. Ponorte Spicku ddvkovace asi 2-3 mm pod hladinu roztoku. Pomalu povolujte stisknuté tlacitko ovladace za
soucasného nasati vzorku do Spicky.

Pomalym nasatim kapaliny do $pi¢ky se omezi mozny vznik turbulence, kterd mdze vyvolat vznik aerosolu a bublinek plynu,
vychézejicich z kapaliny. Optimalini rychlost nasavani zavisi na vlastnostech kapaliny (na jeji hustoté, tenzi par a viskozité).
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Schema pipetovani-primé
= Vzdy sledujte, zda do Spi¢ky nevnikly bublinky

vzduchu (napf. pri prudsim povoleni pistu

ovladace nebo Spatné nasazené Spicce).

. I,:J
= VySSi presnosti pfi pipetovéni dosadhnete, kdyz Uplné sundate palec z tlacitka ovladace, jakmile dosahne
vychozi polohy.

3. Pomalu vytahnéte Spicku z kapaliny. Pri rychlém vytazeni se m{ze ztratit ¢ast obsahu Spicky. Pred
vytazenim $pic¢ky z kapaliny pockejte, hlavné u vétsich pipetord 500-5000 ul, asi 1-3 vteriny.
4. Pri vytlacovani kapaliny drzte Spicku v mirném Uhlu proti sténé nddoby (10-452), tésné nad roztokem, ktery
v ni uz je, a plynule stisknéte tlacitko ovladace palcem do prvni polohy. Vyckejte asi 1 vtefinu a pokracujte v
rychlém stisku tlacitka ovladace az do druhé polohy (pocitite vétsi odpor pfi stisku). Dbejte na to, aby
nezlstaly kapi¢ky kapaliny ve $pi¢ce nebo nebyly rozstfiknuté na sténach nadoby.

5. Podrzte tlacitko ovladace zmacknuté a vytdhnéte Spicku podél stény nddobky ven. Nyni povolte tlacitko
ovladace.

Pri pfimém pipetovani vznika urcitd chyba tim, Ze na vnitfni plose $pic¢ky zlstane velmi tenky film prenasené
tekutiny. Uvedenym postupem tedy odmérime o néco mensi objem, nez je nastaveno na pipeté, pricemz chyba
zavisi predevsim na vlastnostech pipetované kapaliny a materidlu, z néjz je vyrobena $picka. Uvedenou chybu Ize
odstranit tim, Ze se pred pipetovanim vnitini plocha Spi¢ky smoci odmérovanou kapalinou. V praxi to znamena, ze
nejprve vysSe popsanym postupem nasajeme roztok do Spic¢ky, misto jeho odméreni do cilové nddoby jej vsak
vratime zpét do zdsobni nddoby. V tuto chvili je na vnitini sténé Spicky vytvoren film pipetované kapaliny, v
pripadé bezbarvych roztokd je pri spravné technice okem neviditelny. Nasleduje odméreni kapaliny presné podle
vy$e uvedeného postupu (pouze nenasazujeme novou 3picku). Jelikoz mnozstvi kapaliny, které z0stava ve $picce,
je prakticky konstantni, odmérime nyni skute¢né nastaveny objem.

Pokud na vnéjsi sténé $picky zlstanou kapky, je mozné je otfit bunicitou vatou lehkym pohybem shora dol{. Nikdy
se bunic¢inou nedotykejte Usti Spicky, odsdli byste ¢ast kapaliny, ktera je uvnitr.

T

Reverzni pipetovani

Pfi reverznim pipetovani do Spicky nasajeme vétsi objem kapaliny, nez ktery chceme odmérit, a v dalSim kroku
vytlacime ze Spicky objem nastaveny na pipeté. Tento zplsob pipetovani poskytuje lepsi vysledky pfi praci s
viskéznimi nebo vysoce tékavymi kapalinami, kapalinami silné smacivymi a s roztoky, které péni. Hodi se i pro
odmérovani velmi malych objemd. Po pipetovani zlstane ve 3picce vzdy zbytek kapaliny, kterou Ize vytlacit zpét do
zasobni nadoby nebo do odpadu pred vlastnim odstranénim Spicky.

Postup

1. Stisknéte tlacitko az do druhé polohy (pocitite nejdrive slaby a poté vétsi odpor pistu pfi stisku tlacitka

ovladace).
2. Ponorte Spicku pipety asi 2-5 mm pod hladinu roztoku. Pomalu povolujte pist za souc¢asného nasati vzorku
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do Spicky.

3. Pomalu vytadhnéte spicku z kapaliny a odstrante kapky ulpélé na vnéjsi sténé Spicky dotekem Spicky o okraj

nadoby.

4. Pri vytlacovani daného objemu kapaliny drzte Spi¢ku v mirném Uhlu proti sténé nadoby tésné nad roztokem,
ktery v ni jiz je, a pomalu plynule stisknéte palcem tlacitko ovladace do prvni polohy.

5. Drzte tlacditko ovladace zmdacknuté v této poloze
a vytahnéte Spicku z nadoby ven.

6. Cast kapaliny, ktera zlstane ve $picce, vytlacte
stiskem tlacitka ovladace do druhé polohy zpét do
plvodni nddoby nebo do odpadu.

7. Podrzte tlacitko ovladace zméacknuté a
vytadhnéte Spicku z kapaliny ven a pak povolte
tlacitko ovladace.

Opakované pipetovani

Tento zplsob pipetovani je urc¢en pro opakované
pipetovani stejného objemu, napft. pro pridavani c¢inidla
do série zkumavek nebo do jamek v mikrotitra¢ni
desti¢ce. Jednd se vlastné o opakujici se reverzni
pipetovani. Po nasati kapaliny do Spicky se opakuji
kroky 2 az 4.

Pipetovani heterogennich vzorku

Technika vhodné pro pipetovani heterogennich vzork{

Vychozi poloha
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Schema pipetovani-reverzni
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Schema pipetovani-opakujici se

jako je krev, kdy neni snadny proplach Spicky pred pipetovanim. Podobd se pfimé technice, ale Spicka se predem
nesmaci odmérovanou kapalinou. Namisto toho se po preneseni kapaliny opakované proplachne roztokem, s nimz

se odmérovana kapalina misi.
Postup

1. Stisknéte tlacitko do prvni polohy a ponorte
Spicku davkovace asi 2-5 mm pod hladinu roztoku.
2. Pomalu povolujte pist za sou¢asného nasavani
vzorku do Spicky.

3. Pomalu vytadhnéte Spic¢ku z kapaliny a odstrante
kapky roztoku ulpélé na vnéjsi sténé Spicky
vytazenim Spicky podél stény nadoby.

4. Ponorte Spic¢ku davkovace do cilového roztoku.
5. Stisknéte ovladaci tlacitko do prvni polohy a pak
ho pomalu povolte do plvodni polohy. Tim dojde k
nasati roztoku do $pi¢ky. Spi¢ku nevyndavejte z
roztoku a opakujte tento krok, dokud vnitfni sténa
Spicky neni Cista.

nasati proplach
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Vychozi poloha
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Stisk do 2. polohy

Schema pipetovéani-heterogennich vzork

6. Po sténé povytadhnéte Spicku nad hladinu roztoku a vyprazdnéte ji stiskem tlacitka ovladace do druhé

polohy.

7. Podrzte tlacitko ovladacde zmacknuté a vytahnéte Spi¢ku z nddoby podél stény ven a pak povolte tlacitko

ovladace.
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