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Program

TRANSFERY KAPALIN VPODMINKACH

LABORATORNI PRAXE - Metodz a Fedeni obtizi

8:00 - 8:30 Uvod, organizaé¢ni zéleZitosti,
seznameni s programem

8:30-9:15 Pipette clinics - pfesnost ve své dokonalosti
Zgkladni principy pipetovani-pipeta, Spic¢ka pipety,
druhy kapalin a jejich vlastnosti, vlivy prost¥edi
(teplota a vlhkost vzduchu) lidsky faktor

9:15 - 10:00 Faktory ovliviiujici pipetovani, pipety
Pipety na principu vzduchového sloupce,
reverzni pipeting

10:00 - 10:45  Ergonomie - jeji cile a oblasti

10:45-11:30 Automatizovany systém pipetovani-eP Motion

11:30-12:15 Prezentace typt pfistroji, sezndmeni se s metodou
Positive Displacement

12:15-13:00  Lunch break
13:00-13:45  Spravnd technika pipetovéani ,prace s riznymi typy
kapalin (v€etné praktickych ukizek )

13:45-14:30  Kontaminace spotfebnich plastt
Plasty jako spot¥ebni material. Jak ovliviiuji chemikalie
pouzivané pfi jejich vjrobg&

14:30 - 15:15  Kuvalita a stupné istoty - prafez nabidky,
zahéjeni pokusu

15:15-16:00  Prezentace vysledkd provedeného pokusu na &istotu
spotifebniho materidlu

16:00 - 16:30 Diskuse, zavér



Uvod

TRANSFERY KAPALIN VPODMINKACH
LABORATORNI PRAXE -Metody a FeSeni obtizi

Abstrakt

Uvoliiovani nezadoucich substanci p¥i procesech zahrivani, lyza¢nich
¢i homogenizaé¢nich fazich a centrifugaci, teorie a praxe spravného pi-
petovani a automatické pipetovaci a izola¢ni systémy.

Anotace/Annotation

V roce 1963 Eppendorf uvedl do laboratofi prvni plastové zkumavky
atimvytvofil standard, ktery je doposud vyuzivin ve vyzkumnychidia-
gnostickych laboratofich. Dr. Holt a jeho skupina publikovaliv Science
vroce 2008 pojednénio ovlivnénivazbylééivanamembranovy mozkovy
receptor latkou, kterd se v priib&éhu experimentu uvoliiovala z plastovych
zkumavek, ve kterych stanoveni probihalo (McDonald G.R. et al: Science,
322,917, (2008)). Od té doby se stile vice pracovnikdl zajim4 o to, jaky plas-
tovy spotfebni materil pouZzivaji pfi svych experimentech. Eppendort
pouziva vyrobni techniky, které eliminuji aditiva, ktera se ukazala byt
§kodliva pro ¥adu aplikaci.

Plastovy spotfebni materidl se miiZze vyznamné ligit v:
— pouZitém materidlu a procesu vyroby
— Cistoté
—mechanickych vlastnostech, chovani pFi centrifugaci, zah¥ivani

Vyrobci b&Zné pridavaji chemikalie b€hem procesu vyroby zkumavek,
§picek a destiek, aby dosdhli poZadovanych vlastnosti vyrobkt anebo
vyrobu zlevnili & zrychlili. Néktera aditiva jsou pro vyrobu nepostrada-
teln4, jind jsou postradatelnd a ukazalo se, Ze n€ktera z postradatelnych
aditiv maji vliv na ur€ité experimenty a mohou byt zdrojem chyb v riz-
nych stanovenich. Neziddouci substance se mohou uvolfiovat do vzorkt
prevazné pfizahtivani (PCR, inkubace), vlyzaénich ¢i homogenizaénich
fazich, pfi centrifugaci nebo p¥i pouziti ultrazvuku.

Program automatického pipetovani a davkovani umoznuje efektivng
a reprodukovateln€ zorganizovat praci v laboratofi. Pfistroje eP Moti-
on Eppendorf navic dokazi zvladnout nejen préci s kapalinami, nybrz
lze s nimi i izolovat napfiklad proteiny a nukleové kyseliny, inkubovat



vzorky a také provadét také navaznou metodu PCR. Pohodlny a intui-
tivni SW s ndzvem eP Blue, ktery je neustile vyvijen, vytvari pfijemné
uZivatelské prostfedi. Automaty pouzivaji speciadlni 3pi¢ky o objemu
50 pl, 300 pl 2 1000 pl a to vEetné 3pidek s filtrem. Eppendorf nabizi kom-
plexni FeSeni instalace p¥istroji véetné instruktdZe programovani, e-
Seni aplikaénich problémi a vystupu a vyhodnoceni dat. Soudasti pre-

zentace je jeji prakticka ¢ast na pfistroji eP Motion 5075 umisténém na
pracovisti Ustavu chemie a biochemie Agronomické fakulty MENDELU.

V laboratorni praxi se ukazuje, Ze prace s pipetami a ddvkovaéi je ¢asto
nepravem podcefiovana, atkoli ma z4sadni vliv na spravnost a pfesnost
provadénych pokust. Proto spole¢nost Eppen-
dorf pfigla s programem proskolovanilaborator-
niho personélu aseznamuje pracovniky s teorif
apraxispravného pipetovani. Sou¢asti odborné
prednagky je seznament s konstrukei pipety a
zejména faktort ovlivitujici pfesnost a spravnost
vydévaného objemu kapaliny. Diiraz je kladenna
vysvétleni pojmu pozitivniho displacementu a
jeho piikrou odlisnost od pipet se vzduchovym polstafem s tzv. air cushion.
Pfirozboru price s kapalinami odlisnymi od vodnych se ukazuje vyhoda
reverzniho pipetovan{ a v né€kterych pfipadech je nezbytné justovani
pipet. V§znamné problémy délaji kapaliny s vysokou tenzi par, s odli3-
nou hustotou ataké kapaliny viskézni. Eppendorf se razantné& zapojil do
vyvoje a vyroby specidlnich spot¥ebnich plastdi s miniméalni smacivosti
asultrahomofobnim povrchem. Nezbytnym pomocnikem proti kontami-
naci infek&nimi agens jsou §picky s filtrem, nejnovéji s dvojitym filtrem.
Nedilnou soué&asti prace v laboratofi je i odrzovani zdsad ergonomie a
posledni, ale nikoli nejméné podstatnou ¢asti pipetovani a divkovani je
ddrzba a servis pfistroj. V prib&hu odborného seminéaie maji déastnici
moznost si vyzkouSet demont4Z pipet, provést ¢isténi, dekontaminaci,
promazani a opétovné sestrojeni pristroje.

Streda 26.2.2014, od 8:00 - 16:30 h
INBIT-Biotechnologické centrum,
hlavni pfednaskovy sal, Kamenice 34, 625 00 Brno
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Zakladni principy pipetovani

Jana Barankova

Abstrakt

Pipetovani je jednou ze zdkladnich laboratornich praktik, proto je
nutné mu vénovat zvySenou pozornost. Vedle manuélnich a elektro-
nickych pipet rozeznaviame dva rtizné konstrukéni principy - pipety se
vzduchovym sloupcem a s principem ,positive displacement®. Pipety se
vzduchovym sloupcem jsou b&zné pipety, které maji vy3si nepfesnost
a nespravnost pii pipetovani tzv. ,problémovych kapalin“ Spravnou
technikou miéiZeme tyto chyby odstranitnebo je alespoii snizit. Pipetovani
je dale ovlivnéno spravnym vybérem $picky, prostfedim a také lidskym

faktorem.

Uvod

Precizni a pfesna prace s rtiz-
nymi druhy pipet a divkovadé
je jednou ze zakladnich che-
mickych operaci v jakékoliv la-
boratofi. Nej¢astéji se pouzivaji
pistové automatické pipety, kte-
ré jsou bud nastavitelné, nebo
s fixnim objemem. V soutasné
dobé€ s rostoucim mnozstvim
vzorkt pfichizeji k oblibé elek-
tronické pipety, které v porovnani
s manudlnimi majf vy3si pfesnost
a reprodukovatelnost vysledk,
ale také pipetovaci automaty diky
jejich vyuZiti pro Siroké spektrum
laboratornich metod.

Faktory ovliviiujici
pipetovani

Mezi tyto faktory patfi samotna
pipeta, §picka, pipetovani kapali-
na, prostfedialidskyfaktor. U pipety
je dtlezita jeji pfesnost, pravidelné
Cisténi a idrzba. Pfesnost zavisi na
konstrukénim principu - vzduchovy
sloupec (Obr. 1) vs. positive displace-
mentnebomanualnivs. elektronicky.

pist s |~
pokybuje

Tacitko
stlacene

Tlatitka
uvolniné

“TTH pist se
pohybuje

nahoru

dola

Vzduchovy
sloupec

b

Obr. 1: Konstrukéni princip pipet
se vzduchovym sloupcem

»Vzduchovy sloupec*
Vzduchovy sloupec v pipe-
t€ oddéluje vzorek nasdvany do
plastické 3pic¢ky od pistu uvnitf
pipety. Pohyb pistu vytvaii pod-
tlak ve 3picce, vzduchovy slou-
pec se pohybuje jako pruZina,
adochaziknasatikapaliny do 5pié-
ky. Pipety se vzduchovym sloupcem
jsou kalibrovany na vodné rozto-
ky, ostatni problematické kapaliny
(visk6zni, t€kavé, s vysokou/niz-
kou hustotou) se pipetuji s chybou
zptisobenou rozdilnym chovanim
vzduchového sloupce v zavislosti
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na kapaliné. Tuto
chybu mtiZzeme mi-
nimalizovat napt.
reverznim pipe-

Mechanicka pipeta 100-1000pl, poZadovany objem 100 pl

tovanim (t&kavé,
visk6zni a pénivé
kapaliny), pfed-
vlhéenim $picky
(tekavé kapaliny,
Obr. 2), pomalou
rychlosti pipeto-
véani (viskézni kapaliny), pouzitim
specidlnich §picek s nizkou smaci-
vosti (detergentni kapaliny) nebo
justovanim pipety (kapaliny s vy-
sokou/nizkou hustotou), (Tab. 1).
Reverzni pipetovani se 1i5i od
pfimého tim, Ze nejprve se stiskne
ovladaci tla¢itko aZ do druhé po-
zice, nasaje se kapalina a vypusti
se pouze do prvni
pozice. Ve 3Spicce
zlstane zbytek ka-

Obejm [ul]

Potet pipetovacich krekd

Obr. 2: Vliv pFedvlh&eni $picky na
spravny objem

§picky a nasiva se v&tsi mnozstvi
kapaliny, nez je nastaveno (Obr. 3).
Dtlezitym parametrem pii pipeto-
van{je kvalita §picky (material, liso-
vani), jeji spravné nasazeni, velikost
objemu vzduchového sloupce. Je
tfeba spravné zvolit velikost pipety

P —s—ertikalni
Manualni pipeta . .
—a—uhel (=45%)

paliny, ktery se bud ;;? o
vrati do zasobniho 1008 - ——
roztoku, nebo se - '®¢ w -
PR T 004
vzhoc}{ se’splcl?ou. £ oo
Pri prfimém pipe- é 1002
o : 1001
tovani se nejprve 1000 4
stiskne tlaéitko do Y
prvnipozice, nasaje = > 2 4 s & 1 & &+ wm
z o L]

sekapalina, kterd se

zcela vypusti stisk-

nutim tlaéitka do druhé pozice.
Dalsi chyba pfi pipetovani mtize
byt zptisobenanespravnym tthlem
drzeni pipety pfinasavanikapaliny
anezilezi, jestli byla pouZita pipeta
manuélni nebo elektronicka. Do-
chézi totiz ke sniZeni hydrostatic-
kého tlaku vodniho sloupce uvnitf¥

Obr. 3: Vliv tthlu drZeni pipety

a §picky podle mnozstvi pipetova-
ného objemu a zmen§it tak na mi-
nimum vzduchovy sloupec (Obr. 4).



Vliv vzduchového sloupce na odchylky u pipety Research plus

Odchylka [%]

ZgLLLLLL

0,5 -10 2,0 -20

10 -100

10 -100 20 -200 100 -1000

Velikost pipety [juL]

B Systematicka chyba = nespravnost ™ Nahodna chyba = nepfesnost

Obr. 4: Vliv vzduchového sloupce na spravnost a pfesnost pipetovani

Systematicka chyba mé¥eni (ne-
spravnost) udava rozdil mezi ak-
tudlné pipetovanym objemem
a objemem nastavenym na pipeté.
Néhodna chyba mé¥eni (nepfesnost,
opakovatelnost) udava rozdil mezi
jednotlivymi pipetovanymiobjemy
pfijednom nastaveni pipety.

Dal3im faktorem ovliviiujicim pi-
petovani je prost¥edi (teplota, vlh-
kost a tlak vzduchu). Doporucuje
se, aby pfipipetovani mély viechny
slozky (pipeta, 5picka a tekutina)
stejnou teplotu. Vlivtlaku vzduchu
je zanedbatelny, ale p¥ikalibracich
je ho tfeba zohlednit.

Vneposledni¥adé ména pipetova-
nizasadnivlivlidskyfaktor- zkuge-
nosti, zvyky, technika pipetovani,
napéti. P¥iSpatné technice pipetova-
ni (velka sila pfinasazovaniavyha-
zovani§picek) miize dochdzetaz ke
zdravotnim problémtim jako je syn-
drom karpéalniho tunelu (CTS) nebo
tzv. tenisovy loket (RSI). Je tfeba do-
drzovat zasady ergonomie jakoZto
v&dy zabyvajici se sniZenim rizika
zranéni/onemocnéni pracovnika,
zvySenim jeho produktivity a zlep-
§enim kvality pracovniho Zivota.

Pravidla spravného
pipetovani

1. V pfipad€ prace s pipetami se
vzduchovym sloupcem vyberte
spravnou kombinaci pipety a
$picky. Cim mensi $picka a mensi
vzduchovy objem, tim vy3si
pFesnost vysledkd.

2. Pfinasdvani kapaliny drzte pipetu
ve vertikalni poloze, pak ponoite
§picku pouze par milimetrt do
kapaliny.

3. Pfedvlhéete 3picku 2-3 x, zvysite
tak spravnost a pfesnost vysledkd.

4. Plnou $picku vytahujte z kapaliny
po sténé€ zkumavky, abyste setfeli
zbytek kapaliny na vnéj3im
povrchu 3picky.

5. Kapalina by méla byt nasavina
pomalu a plynule.

6. Pockejte 1-3 s, neZ se kapalina
nasaje do 3picky.

7. Pfivypousténikapaliny se dotykej-
te stény cilové zkumavky. Objemy
< 10 pl vypoustéjte pfimo do
kapaliny.

11
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SR

Nastavec
s integrovanym
pistem

kapalina

Pasitive-displacement

Obr. 5: Konstrukéni princip pipet s ,positive displacement”

yPositive displacement* Literatura:

Druhy konstrukéni princip pipet 1. Kornelia Ewald: Liquid handling,
spositive displacement” (Obr. 5) je Laboratory Practice; Suddeutscher
zaloZen na p¥fimém kontaktu pistu Verlag GmbH, Munich 2012
s kapalinou, coZ zaji§tuje pfesné€j- 2. LochnerK.H., Ballweg T., Fahrenkrog
81 pipetovani a ddvkovani proble- H. H.: Factors influencing the
matickych kapalin pravé z davo- measuring accuracy of piston pipettes
du absence vzduchového sloupce with air interface,Lab Med 20 (1996),
(Tab. 1). Integrovany pist nastavce €. 7/8, 5. 430-440.
je pfimo spojen s pistovym tdhlem 3. Interni prezentace a materisly firmy
pipety/davkovaée. Kapalina v néa- Eppendorf AG

stavci dosdhne pouze k hermeticky
t&€snicimu okraji pistu. Tyto pipe-
ty/davkovaée nevytvafeji aeroso-
ly a jsou také vhodné pro prace v
molekuldrnibiologii (PCR...), které
vyzadujipricibeztvorby aerosold.
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Vite co se uvolnuje z Vasich zkumavek a ovliviiuje
Vase méreni? VSechen plastovy spotiebni
material neni vyroben stejné!

Markéta Jerabkova

Abstrakt

Plastovy spotfebnimateridl pouZivany vlaboratofich pfiréznych mére-
nich se mtiZe zna¢né lisit kvalitou. Latky (leachables) uvoliiujici se z ne-
kvalitnich plastimohou byt zdrojem chyb v experimentech a stanovenich
v nich probihajicich. Eppendorf vyrabi ,chytry“ spotfebni material pro

rtizné laboratorni potfeby.

Uvod

Plastnasneustale obklopuje vna-
§em kaZdodennim Zivoté doma
i v laborato¥i. Latky uvolfiujici se
z plastt, které jsou pouziviny bézné
v domécnosti, maji prokazatelny
vliv na lidské zdravi a byly naleze-
ny v krvi, mo¢i a matefském mléce
ubé&zné populace. Ftalaty, Bisfenol
A adalsilatky uvoliiujicise z plastti
poskozuji Zivotni prost¥edi. Roste
mnozstvi dikazi, které ukazuji,
jaktytolatky ptisobina endokrinni
soustavu amohou tak zménit nebo
prerudit vnitrobunéénou signalizaci
aovlivnit fyziologi. Mohou mit tyto
latkyvlivinareakce odehravajicise
vlaboratofich uvnit¥ zkumavek p¥i
méFenich vb&znych biochemickych
nebo v€deckych laboratofich?

V roce 1963 Eppendort uvedl do
laborato¥i prvniplastové mikrozku-
mavky a tim stvofil standard, ktery
je doposud pouzivan ve vyzkum-
nychidiagnostickychlaboratofich.

Dr. Holt ajeho skupina publikova-
li v Science v roce 2008 pojednani
o ovlivnéni vazby lé¢iva na mem-
branovy mozkovy receptor latkou,

ktera se v prtb&hu experimentu
uvolniovala z plastovych zkuma-
vek, ve kterych stanoveni probiha-
lo (McDonald G.R. et al.: Science,
322,917 (2008)). Od té doby se stile
vice pracovnikti laboratofizajima o
to, jaky plastovy spotfebnimaterial
pouzivaji p¥isvych experimentech.

Zleva: Reid McDonald, Dr. Janna
Kozuska,Dr. Andy Holt; University
of Alberta

Vyrobci bézné pFidavaji chemi-
kalie béhem procesu vyroby, aby
dosahli pozadovanych vlastnosti
vyrobkt anebo vyrobu zlevnili ¢
zrychlili. N&ktera aditiva jsou pro
vyrobu nepostradatelni. Ukdzalo
se, ze n€ktera z postradatelnych
aditiv mohou byt zdrojem chyb v
rtiznych stanovenich.
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Vyrobce Eppendorf pouziva vy-
robni techniky, které eliminuji ta
aditiva, ktera se ukazala byt skod-
liva pro ¥adu aplikaci.

e V zidném kroku vyroby nejsou
pouzita mazadla, uvoliiovaci
Cinidla, plastifikatory, biocidy.

e Kazda SarZe vyrobki je testovana
na kvalitu i &istotu. Eppendort
dokladd ke kazdé Sarzi svych
vyrobku certifikat obsahu aditiv
a pouzitych materiald.

e Vyrobajeautomatizovana, v istych
podminkach, ¢imZ je dosaZeno
eliminace lidskych zasahti jako
mozného zdroje kontaminace.

Méreni absorbance vod
inkubované ve zkumavkac
riznych vyrobci:

Zkumavky rtznych vyrobci
(v tripletu) s 200 pl vody (Molecu-
lar Biology Grade) byly inkubovany
30 min pii 95°C pfitiepani 1000 rpm
(ThermoMixer Eppendorf). Poté
bylo 100 pl pfeneseno do plastové
kyvety (UVette Eppendori) a byla
zmé&Fena absorbance pfi 260 nm
a scan od 200 - 350 nm u kazdého
vzorku s pouzitim spektrofotometru
BioSpectrometer basic (Eppendorf).
U kazdého vzorku byla z namé¥ené
absorbance pfi 260 nm vypo¢itina
koncentrace DNA (pg/ml). Test pro-
vedli pracovnici Eppendorf Czech
and Slovakianajednom ze semini-
Fa se zdkazniky. Pouzité zkumavky
lze b&Zné zakoupit na trhu v Ceské
republice.

Shrnuti

1. Vsichni vyrobcinevyribi plastovy
spotfebni material stejné&. Stejné
produkty rtznych vyrobct
vykazuji velké rozdily v kvalité a
Cistoté.

2. Chemikalie, které n€kteti vyrobci
pouZivaji p¥i vyrob&, mohou
negativné ovliviiovat uréité
experimenty amohou byt zdrojem
chyb v riznych stanovenich.

3. Eppendorf pouzivad vyrobni
techniky, které eliminuji aditiva,
ktera se ukézala byt skodliva pro
fadu aplikaci. V Zadném kroku
vyroby Eppendorf zkumavek,
desti¢ek a $picek nejsou pouzita
mazadla, uvolfiovaci ¢inidla,
plastifikatory, biocidy, coz zna¢né
snizuje nebezpedi ovlivnéni
experimentt.

4. ,Chytry“ spotfebni materidl
Eppendort je vytvofen tak aby
pomohl vylepsit vysledky a také
udélat kazdodenni rutinu v
laboratofi rychlejsi, bezpeénéjsi
ajednodussi.

5. Vysledky mohou byt velmi zavislé
na pou#itf urc¢itého spotfebniho
materidlu v pritb&hu experimentu.

Vice informaci na:

e www.eppendorf.com/consumables

e www.youtube.com/watche?-
v=w5T9ygefSx0

Literatura:

e Holt et. al., G.I.T. Laboratory Journal
9-10/2009

e Holt et. al., Poster Neuroscience
2010, ,GABAA receptor sensitivity
to contaminants which leach from
plastics”



Zasady kalibrace, €isténi a adrzby pipet

a davkovacu
Milan Rezka

Abstrakt

Pipety a davkovale Eppendorf vyzaduji v ramci dodrZeni limitd na
pFesnost a spravnost trvalou pozornost. Bez pravidelného ¢isténi, kalib-
race a oprav se nelze obejit. Jak ¢asto provadét tyto tkony zavisi na mive
pouzivani pipet a ddvkovact v laboratofi, na poétu pracovnikd, ktefi
snimi pracuji. Dile je také pot¥eba zminiti pouziviniagresivnich chemi-
kalif a také navyky laborantt p¥i praci s p¥istroji. PFredmétem pFednasky
jsou paséaze zabyvajici se dekontaminaci a ¢isténim pipet a ddvkovacd,
pravidelnou ddrzbou a ¢isténim a také kalibraci a justovanim p¥istrojt.

1. Dekontaminace
acisténi pipetadavkovaci

Chemicka odolnost pipet
Eppendorf

Kontaktni dily pipet jsou vyrobe-
ny z polypropylenu(PP),polyviny-
lidenfluoridu (PVDF), vyhazovac
umodelu Research plus je vyroben
z polyetherimidu(PEI).

Pipety a déavkovaée Eppendorf jsou
vysoce chemicky odolné proti bé&z-
nym chemikalifm, pfesto v pfipad€
pochybnostikontaktujte obchodni-
ho zastupce spole¢nosti Eppendorf
za iéelem vyfeSeni problémd.

Dekontaminace pipet na
vzduchovém principu
Vodné roztoky
Pipetyjsou kalibrovany ve vyrobg
destilovanou odplynénou vodou a
proto pipetovanim vodnych roztokt
je dosazena nejvyssi pFesnost.
Provedeni dekontaminace-pipetu
demontovat, kontaminované dily
destilovanou vodou omyt, v susi¢-
ce pfi maximélni teplot& 60° susit,

pist lehce promazat specidlnim si-
likonovym plastickym mazivem,
mozno autoklavovat modely Refe-
rence i Research plus celé, spodni
idolnidil.

Anorganické kyseliny

Pfi Eastém pipetovani koncentro-
vanych kyselin se doporuéuje kri-
tické dily oplachovat destilovanou
vodou. P¥ipipetovanitéchto kyselin
pouzivejte 3picky s filtrem.

Dekontaminace-origindlni pou-
zité dily z Eppendorfu jsou odolné
vicikyselindm, zejména keramicky
az Fortronu ( specialniplast) vyro-
beny pist. Aerosoly kyselin mohou
presto vniknout do dolnfho dilu
pipety a kontaminuji ho. Opatfeni
jestejné jako u vodnych roztokd- do-
porucuje se pouzit 3picky s filtrem.

Hydroxidy

Pfi Eastém pipetovani koncentro-
vanych louhti se doporuduje oplach-
nout dolni dil pipety destilovanou
vodou. Pouzivejte $picky s filtrem!
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Dekontaminace- pipeta i pist je
odolny viéi ptisobenilouht. Aero-
soly louhtt mohou pfesto vniknout
do dolniho dilu a kontaminujf ho.
Opat¥eni stejné jako u vodnych
roztokd.

Potencialné infekéni roztoky

K zamezeni kontaminace nutno
pouzivat §picky s filtrem. Alterna-
tivou je pouZivat pfistroje na bazi
pozitivniho displacementu.

Dekontaminace- provadgjte auto-
klavovani pfi121 °C,20 minut viech
kontaminovanych dild, u modelt
Reference a Research plus celou
pipetu, pfi demontaZi je poéitat se
§roubenim & pouzit rychloupinaé
(bajonetové propojeni), vlozit do
bé&zného laboratorniho ¢istictho
prost¥edku, potom dobfe osprcho-
vat destilovanou vodou a v sugicce
susit p¥i teplot€ do 60 °C.

Bunééné kultury
Pro sterilni prace je doporuéeno
pouziti 3picek s filtrem.
Dekontaminace- stejné jako u po-
tencidlné infek¢nich kapalin.

Organicka rozpoustédla

Hustota téchto kapalin je rozdilna
odvodnychroztokd, proto se dopo-
rucuje justovat pipetu. Pipetovani
musibyt velmiplynulé (kvali vyssi-
mutlaku parazménéné zvlhéovaci
schopnosti). Po ukonéeni pokusu
se doporucuje pipetu demontovat
a odvzdusnit.

Dekontaminace- po pouZiti je
nutno pipetu demontovat, konta-
minované dilyvloZit do detergentu.
Potom pfistroj velmi dobfe oplach-
néte destilovanou vodou avysuste v
sugicce pfiteploté 60 °C anebo pres
noc pri RT.

Radioaktivni latky

K zabranéni kontaminace slouzi
jednozna¢né pouziti §picek s fil-
trem. Alternativa- pouZijte p¥istroj
na principu pozitivniho displace-
mentu.

Dekontaminace- pipetu demon-
tujte a kontaminované dily vlozte
do komplexniho roztoku nebo do
specidlnich &isticichroztokd. Potom
piistroj velice dobfe omyjte destilo-
vanou vodou! Potom p¥istroj velmi
dobfe oplachnéte destilovanou vo-
dou a vysuste v sugicce pfi teploté
60 °C anebo pfes noc pfi RT.

00 €@ 0 3333 =B

Obr. 6: Schéma demontize pipety
Research plus 20-200 pl



Proteiny / nukleové kyseliny

K zabrinénikontaminace doporu-
Cujeme pouzit $picky sfiltrem. Jako
alternativumoZzno pouZit pfistrojna
principu pozitivniho displacementu.

Dekontaminace

Proteiny: pipetu demontovat kon-
taminované souéasti oplachnout
detergenty. Potom pfistroj velmi
dobfe oplachnéte destilovanou vo-
dou a vysuste v susicce pfi teploté
60 °C anebo pfes noc pfi RT.

Nukleové kyseliny: Dekontaminovat
roztokem Glycin/HCl-pufru(pH 2),
a vaFit 10minut ( tim zlikvidujete
v agar6zovych gelech obsaZenou
DNA. Potom ditkladné omyt destilo-
vanouvodou, pfedpisove€ susit - viz
popis vyse.

Dekontaminace pomoci
UV zareni

Pipety Eppendorf jsou vyrobeny
z plastu, kteryje vysoce odolny pro-
ti UV z4feni. Mohou byt ponechany
bez obav v inokulaénich mistnos-

techanebovboxech s UV zafenim.
Nedochaézi k ovlivnéni kvality jak
povrcht, tak funkce pipet a davko-
vact. Dekontaminaci pomoci UV
zaFeniprovadime tak, Ze pouZijeme
30 W rtutovou trubici v oblasti z4-
Feni254nm. Optimélnivzdédlenost
pipet od lampy je zhruba 60 centi-
metra.

Cisténi pipet a davkovaci

V3echny dily pipetlze ¢istit mydlo-
vymi roztoky nebo také izopropa-
nolem, pokud z ndvodu na pouZiti
nevyplyva jejich zakaz. Poté musi
byt viechny soucasti dolniho dilu
oplachnuty destilovanou vodou.
Montaz zasadn€ provadéjte az po
dtikladném osu3eni.

U manuédlnich mechanickych
pipet by mély byt po provedeném
¢isténilehce promaziny pisty! ( spe-
cialni silikonové mazivo)

2. Praktické poznatky s praci s pipetami a davkovaci

Hledani chyb a odstranéni neshod

Pipeta kape,netésni

chybi 3pitka, nevhodna velikost 3pitky

pouzit originalni 3picku, Fadng& ji
upevnéte

poskrabany dolni konus pipety

vymérite konus

t&snéni dolniho konusu vadné

vyméite konus

pist pokryt zbytky rozpoustédel
avzorkt

pist o€istéte a promazte, vlozte
nové té€snéni

poskozeny pist

pist a tésnéni vymeéiite

poskozené t&snéni pistu

tésnéni vymeéiite a promazte pist

19
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Pipeta jde ztuha, namahava p
nedisty, siln€ drhnouci pist

ace
pist oCistéte a promazte

t&snéni protéka, je poskozeno
od par reagencii

demontovat pipetu, vyméiite t€snéni

pist zfeteln€ poskozen

pist a t€snénivyméiite

Nepresny objem

odchylné podminky pipetu pfi nasavani drzte ve svislé
poloze!

pipetanetésni zkouska t&€snosti nebo pist a t€snéni
oCistit

pipetanenijustovana provedte justovani

Pri¢iny zvySenych hodnot nepiesnosti (nahodna odchylka)

anespravnosti (systematicka odchylka)
Pipeta je pfi nasavani max.chyba=nepfesnost| pipetu dejte kolmo!
gikmo (30°) +0,5%
Nevhodna Spicka nepfesnost >0,4% poutijte 5picky EPPE
Hustota media nepfesnost -0,4% provedte justovani
(8=1,1g/cm?)
Rozdil teploty vzorku nepfesnost -5,4% teplotu pipety a vzorku
a pipety vyrovnat

3. Kalibrace pipet a davkovacii
Prezkouseni presnosti a spravnosti systému pipeta plus $picka

Gravimetrické stanoveni

Pfesny popis je uveden v SOP manuéalu Eppendorf.

Obecné zasady gravimetrického stanoveni:
- ochrana proti ubytku vlhkosti-vodnich par, zajistéte si specialni kryt

vah=vlhkostni past

- zajistéte odstranéni privanu a také zamezte pfimému osvitu sluncem

a pfimému zdroji tepla

- mediem je destilovana 2x odplyné&né deionizovana voda
- stéala teplota mistnosti, vody a pipety mezi 15 °C a 30 °C +/-0,5 °C

- relativni vlhkost 60-90°%



k stanovenému objemu 1-50 ul nad 50 ul
citlivost analytickych vah 1x10° g 1x10* g
velikost zkumavky 6ml 20 ml
teplomé&r do mistnosti s citlivosti 0,1°C 0,1°C
teplomé&r do vzorku s citlivosti 0,1°C 0,1°C

Doporucené vahy: Sartorius,Mettler,Ohaus,AnD.

Denni kontrola pipety-zkouska
pipety na té€snost

Zcela jednoduse lze pipetu
s nasitym jmenovitym objemem v
poloze vertikalni ponechat 15 vte-
fin. Pipetu ponechejte v klidu.
Meniskus kapaliny v tsti §picky je
nutno pozorovat. JestliZe se objevi
kapka, pipeta netésni. U pipet nad
10 pl objemu nisleduje pomérné
jednoduchy dalsitest. K tomu slouzi
20cm prithledné hadi¢ky z plastu.
Po nasati kapaliny z hadi¢ky se po-
zoruje eventudlni pohyb menisku
vhadi¢ce. Ten nesmipo dobu 1 mi-
nuty klesnout. Pokud ano, je pipeta
netésni a musite ji nechat opravit

Prameér hadicky :
pro pipetu 10-100 pl.......... 0,5-1,0mm
100-500 yl........1,5-2,0 mm
>500 pleeveeeennee. 5,0 mm

Denni kontrola pipety-pokraco-
vani

Denné provadgjte takzvany funke-
nitest-vizuadlnikontrolu viech ¢4s-
ti pipety, zejména zda neni pipeta
poskozena. P¥i jakémkoli zjisténi
pipetu odstavte, pfekontrolujte
funkénost a provedte tdrzbu &iode-
Slete pipetu na provedeni odborné
opravy. Pipetu ani ddvkova&nepou-
zZivejte, hrozi nebezpeéikontamina-

ceavytvafenivétsich chyb pfipraci.

Fotometricky test

Pfezkouseni pipet na objemy pod
lul neni gravimetricky prakticky
mozné. Byl tedy vyvinut fotomet-
ricky test, ktery je detailné popsin
v Eppendorf Application Nr.25. aje
mozno ho objednat

Praktické provedeni kalibrace
U pipet s proménlivym objemem
se mé&fi 3 objemy:
- jmenovity objem -10 hodnot
- 50% jmenovitého objemu
-10 hodnot
- nejmensi nastavitelny objem ale
ne mensi nez 10% jmenovitého
objemu -10hodnot

Systematicka odchylka = nesprav-
nost:

/A/ = odchylka st¥ednich hodnot
davkovanych objemt 10 méfeniod
jmenovité odchylky nebo od zvo-
leného objemu pipety nebo davko-
vacle.

Nahodna odchylka=nepiesnost:

»8“ = Rozptyl ddvkovaného obje-
mu okolo st¥fednihodnoty skute¢né
davkovaného objemu. Zjisti se pte-
pocitinim opakované standardni
odchylky z 10 méFeni.
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Justovani pipety:
| (-

|

Obr. 7: NastaveniuZivatelem

Justovani pipety a ddvkovace se
d€je nejéastéji z dvodi prace s ka-
palinami s odlisnou hustotou.

Justovani pipet na jinou hustotu

Je moZné prestavit pipetu na jiny
objem kapaliny s odli§nou husto-
tou tak, aby ukazovany jmenovity
objem odpovidal skuteénému pipe-
tovanému objemu. Pozor- u pipety
a davkovace jsou viechny hodnoty
justovany na novou hustotu natr-
valo az do dal3i zmény!

Pro justovani kapalin s odlinou
hustotou plati:

(Stfedni hodnota vazeni)

Plpetovany Ob]em = (hustota vizené kapaliny)

Takto spoc¢itand hodnotaje hodno-
taje poZadovandjmenovitd hodnota
nastavend na po¢itadle variabilni
nebo fixni pipety.

Tato hodnota musi byt gravimet-
ricky pfekontrolovana. Takto justo-
vand pipetavydéavanastaveny objem
sdanym tdajem pocitadla pouzeu
dané pouzivané kapaliny.

Po provedeni justovani na jinou
hodnotu se doporucuje zFetelné
oznadit pipetu samolepkou - na-
staveno na jinou hustotu!!!

[pl]

Hranice chyb-podle EN ISO 8655
(Evropska norma) a DIN 12 650
(norma Eppendorf).

Podle normy EN ISO 8655 se vzta-
huje hranice chyby pro cely systém
pipeta a §picka. Ustanoveni plati
v celé evropské unii.

Vseobecné plati:

Rozlifujeme hranicichyby pro sys-
tematickou odchylku ,, /A/“ahranici
pro ndhodnou odchylku ,s“

Hranice chyby pro variabilni pi-
petuplatipro hornfhranici objemu
v tabulce.

Provztah hranice chyby ajmeno-
vitého objemu plati:

(,F* hranice chyby [pl] x 100%)
(jmenovity objem [pl] )

kde , F, je hranice chyby

Piiklad:

Pro pipetu objemu
10 ml — 100 ml plati hranice chy-
by pro systematickou chybu
+/- 0,8 ml a hranice chyby
pro nihodnou odchylku pla-
ti +/- 0,3 ml pfi kazdém mé¥eni.

Konformita

Jisté vysledky analyzy v medi-
cinské a vé€decké praxi vyzaduji
preciznost piikazdém pracovnim
kroku, po¢inaje pipetovinim a kon-
¢e vyhodnocenim vysledku. Cim
men3i je tolerance chyb kazdého
pristroje, tim presnéjsia preciznéjsi
je vysledek. K tomuto je vyd4vano



osv&d&eni o konformité pro pipetu
apicku. To garantuje, Ze vsystému
ENISO 8655 uvedené hranice chyb
nebudou pfekroéeny a ze zdkonné
predpisy budou dodrZeny.

Eppendorf dodiva kompletng
jak pipety, tak i §pi¢ky. K pipetam
Eppendorf lze sice pouZit i 3pitky
jinych vyrobct, ale tim také koné&i
iplatnost zdsad konformity vyrob-
kt Eppendori. Dodrzenilimitt EN
IS0 8655 nelze v tomto pripadé do-
sahnout.

Nazavér priklady detailé nevhod-
né pozivanych §pi¢ek-zde dochizi
k netimérné vysokému nebezpe-
¢i vydavani nespravnych objemt
a také k tkaptim na dolnim konci
$picek

Obr. 8: Nevhodné spicky pro pres-
né a spravné pipetovani-dolnikon-
ce §pic¢ek

Literatura:

1. Kornelia Ewald: Liquid handling ,
Laboratory Practice; Suddeutscher
Verlag GmbH, Munich 2012

2. SOP Standard operating procedure for
Eppendorf; www.eppendorf.com/SOP

3. DIN EN ISO 8655-6; International
Standard for piston -operated
volumetric apparatus, part.6

4. Gast U., Hartmann T.; Dispensing
highly viscous liquids ( Eppaendorf
AG 2009)

5. Directive IvD 98/79/EG
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Flexibilni pipetovaci automat

Jana Hefmanska

Abstrakt

Pfistroje fady Eppendorf epMotion jsou flexibilni pipetovaci automaty,
které umoziujirychlé, pfesné, reprodukovatelné pipetovania davkovani
kapalin, purifika¢ni procesy. Pipetovanije mozné z riiznych a dortiznych
formati od jednotlivych zkumavek az po vicejamkové desticky (96 jamek
i 384 jamek), ddvkovani ze zdsobniku do réiznych jamek desti¢ek apod.
Mohou byt vyuzity pro pfipravy vzorki a reakei v molekularni biologii,
farmaceutickém i chemickém primyslu a to bez chyb, které mohou byt

zptisobeny lidskym faktorem.

Uvod

Pipetovaci automat Eppendort
epMotion 5075TMX ma 12 pozic,
z toho jedna pozice je osazena
thermomixerem s thermalnim
modulem, kde Ize nastavit teplotu
od 15 °C pod okolni teplotu az do
95 °C. Ridici jednotkou je poéita¢ s
Fidicim software epBlue. Tento SW
se pouZiva pro p¥ipravu protokold
podle potfeby uzivatele s moznosti
grafického zobrazeni pFipraveného
protokolu. Automatizace davkova-
ni kapalin rdznych metod napf.
DNA purifikace, PCR setup, fed&ni
/ promichani, sekvenovénilze pfi-
pravit pro objemy v rozmezi od (1)
2pldo 1000 pl. Pipetovanije prova-
déno bez kontaktu s povrchem ka-
paliny, vy8ku hladiny snim4 opticky
senzor. Opticky senzor rozeznava
a kontroluje i vsazeny Hardware -
nejen vyménné pipetovaci hlavy,
aleijednotlivé formaty zkumavek,
drzdky reagencii a vzorkd.

Zakladni prisluSenstvi

K pipetovani lze pouZivat jedno
nebo 8mikanélové pipetovacihlavy
o tfech objemovych velikostech,
jednora- _ ;
zovych PP
$picek p¥i-
slugného
objemu,
dodévané
v krabig-
kachnebo
jako Relo- &
ad systém
s barevny-
mi rdmecky (objem a Eistota podle
zvolenych aplikaci). Eppendort
navazalna origindlnibarevné zna-
¢eni krabicek 3picek - p¥i vkladani
nedochazi k ziméné

Specifikace thermomixeru

Integrovany thermomixer mize
chladit, vyhfivat a mixovat vzorky
v jeden okamzik najednou, véetné
Fizeného temperovani s pouZzitim
vhodného racku. Vkombinacis gri-
pperem (mechanickou rukou) lze



tuto pozici vhodné vyuZivat p¥i
purifikacich na magnetickych par-
tikulich. Umf{sténi thermomixeru
jevzdy napozici A4. Frekvence mi-
chéanije 300-2000 rpm, amplituda
3mm, teplotnirozmeziod 15 °C pod
okolniteplotuazdo 95 °C. Rychlost
vyhiivani/chlazenije 5 °C/3 °C.

Kompatibilita TMX
s prislusenstvim

Na TMX pozici lze pokladat
a pouZivat 96 i 384jamkové pcr
desti¢ky v thermoracku, jednot-
livé zkumavky 0,5 - 2,0 ml v ther-
mobloku, skirted 96 pcr desticky i
DeepWell Plate desti¢ky samostatné

nebo v thermobloku - zda chceme
nebo nechceme vyuZit temperace
vzorkt. Na dalsich pozicich lze
vyuZivatizajimavy Reservoir rack
s volitelnymi bloky na rtizn€ veli-
ké zkumavky. Najednom misté tak
lze vyuzit objemy zkumavek od
0,2 ml aZ po 50 ml, p¥ipadn€ 30 a
100 ml vani¢ky. Nabidka thermorac-
kt, thermoblokti athermoadaptert
nabizigiroké vyuziti pro celou skalu
velikosti pouzivanych spotfebnich
materidld. Zajimavyjeiadapter pro
kapilaty na Lightcycler® .

Novinky

Vsoutasné dob€ je nabizenanova
fada Eppendorf epMotiont, u kte-
rych doslo k inovaci a vylepSeni
fadou prvkd. Jedna se i o roz3ifeni
kapacity pracovnich pozic u z4-
kladniverze epMotion 50751, kde je
kdispoziciaZ 15 pozic, dalsi stfedni
verze se 6-ti pozicemi a nejmen3i
4pozicova verze. Doslo i rozsiFent
a doplnéni o nové men3i software
pro zjednoduseni pfipravnékterych
programt. Dal3inovinkou je zcela
nova¥idici jednotka MultiCon, kte-
rou tvofi barevny dotykovy monitor
se zabudovanym pocitaéem anebo,
vpiipadé mensich 4 a 6ti pozicovych
variant, je fidicijednotkou EasyCon
barevny dotykovy panel-tablet.

Nejmen3si model epMotion 5070
ma nov€é moznost ménit automa-
ticky dv€ pipetovaci hlavy, které
mohou byt umisténé na pracovni
pozici v piistroji.

Novinkou jsou 6ti-pozicovy ep-
MotionM5073 a 1l4ti-pozicovy
epMotion5075m pro izolace nuk-
leovych kyselin, kde je v pfistroji
zabudovinnajedné pracovnipozici
modul s thermomixerem a ,prsto-
vym“ magnetem. Ten se da velmi
sikovné vyuzivat pro purifikace na
magnetickych partikulich, kdy na
jedné pracovni pozici maZe probi-
hat temperovani, tfepania s pouZi-
tim 1,5 / 2,0 ml zkumavek za pou-
zitivysuvného prstového magnetu
iseparace magnetickych partikuli

25



26

v roztoku. Partikule se po vsunu-
ti magnetu separuji v roztoku na
vnitfni bo¢ni strané zkumavky.
Idedlni jsou pro pouZiti v kombi-
naci s na§imi novymi izolaénimi
kity. Jedni se o kity na izolace
gDNA z krve, gDNA z tkdniaviralni
DNA/RNA. Ty jsou pFipraveny tak,
Ze pristroj a kit tvofi uzavieny sys-
tém, na za¢atku prace se s vyuzitim
software Prep Assistant jednoduge
zadajivstupniinformace a protokol
je pfipraven k pouZiti. V pfipadé po-
tfeby lze protokol i upravovat a do-
plnit podle individudlnich pot¥eb
uzivatele v¥idicim software epBlue,
ktery slouziik p¥iprave jakychkoli
obecnych protokolt, které siuZziva-
tel vymysli.

Zavér

Univerz4lni pipetovaci stanice
epMotion je p¥istroj mnoha tvifia
moznosti, kde si tvorbu aplikaci a
protokoltt mtZe uzivatel tvofit po-
dleindividudlnich pozadavk® sam.
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