Praktyczne éwiczenie technik pipetowania

Wprowadzenie

Pipety automatyczneagednym z podstawowych nadzi odmierzania okjosci
w laboratorium bioanalitycznym, szczegdlnie przyagach w skali mikro. Zasada
dziatania pipet automatycznych polega na zastosowdloka z kontrolowanym
i regulowanym przesuwem, ktérego ruch powoduje adss cieczy w miejsce
wypychanego wczmiej powietrza. Tiok jest uszczelniany uszczel©-ring, aby
zapobiec wyciekowi pipetowanej cieczy. Stan usigzdkcyduje o poprawnej pracy
pipety i powtarzalngci wynikdw, shkd konieczné¢ okresowego sprawdzania
i serwisowania pipet automatycznych.
Podstawowe wskazowki gwarangge poprawg prace pipet automatycznych
Zawsze
v’ Zawsze obchad sie delikatnie z autopipet— w przeciwnym razie pipeta traci
kalibracg.
v’ Zawsze upewniaj sj ze jednorazowa kiréwka jest poprawnie zamocowana na
koncu pipety.

v’ Zawsze trzymaj pipetpionowo w trakcie napetniania lub opndania kacéwki.

<

Zawsze zwalniaj ttok powoli i rbwnomiernie w trakaiapetniania pipety.

v’ Zawsze w trakcie dozowania cieczy dotykap&@wka scianki probéwki (lub dna
pustego naczynia) do ktérej ciecz jest dozowanaziydl na catkowite optienie
koncowki (1-2 sek).

v’ Zawsze uywaj swiezej koncowki dla nowego odczynnika lub prébki.

Nigdy

v Nigdy nie nastawiaj objosci poza skal regulacji pipety.

v Nigdy nie uywaj pipety bez poprawnie zaonej kaicowki.

v Nigdy nie odktadaj pipety z kKmowka napetniom ciecz — ciecz mae zald

uszczelnienie tloka, co spowoduje rozszczelnienie.

v Nigdy nie zwalniaj ttoka gwattownie podczas napahia kaicowki.

<

Nigdy nie zanurzaj korpusu pipety w cieczy dozowane

v Nigdy nie spaceruj po laboratorium z napetaipipet.



v Nigdy nie zanurzaj petnej kadwki (w trakcie dozowania) pod powierzclmieczy

znajdujcej st w proboéwce.

Nastawianie ohjtosci pipetowania

Obracaj piefcien skali zgodnie z kierunkiem wskazéwek zegara, abigkszye objetose
lub niezgodnie z tym kierunkiem, aby zmniej&npjctos¢ pipetowanej cieczy.

Techniki pipetowania

Pipety automatyczne magby¢ uzywane w dwojaki sposob: albo wedtug techniki
“pipetowanie normalriealbo stosujc technik “pipetowanie rénicowe.

Pipetowanie normalne

1. Wcinij ttok do pierwszego oporu, a ngshie zanurz kacéwke pipety pionowo 2-3
mm pod powierzchgipipetowanej cieczy.

2. Zwalniaj ttok powoli zapewniag gtadki jego przesuw i zassanie cieczy daoddavki.

3. Czekaj 2-3 sekundy i wymnij koncowke z cieczy przesuwag po sciance naczynia
(pionowo).

4. Przenié pipetowan ciecz do naczynia docelowego — dotykakoncowka scianki lub
dna naczynia, powoli nagiij ttok do pierwszego oporu.

5. Docknij tlok do drugiego oporu — “wydmuchnij” z koowki ewentualne pozostdia
pipetowanej cieczy.

Pipetowanie r@nicowe

1. Wcknij tlok do drugiego oporu, a naphie zanurz kacowke pipety pionowo 2-3 mm
pod powierzchnri pipetowanej cieczy.

2. Zwalniaj ttok powoli zapewnia§ gtadki jego przesuw i zassanie cieczy daddvki.

3. Czekaj 2-3 sekundy i wyginij koncdwke z cieczy przesuwag po sciance naczynia
(pionowo).

4. Przenié pipetowan ciecz do naczynia docelowego — dotykakoncdwka scianki lub
dna naczynia, powoli nagiij ttok do pierwszego oporu. €& cieczy pozostanie w
koncowce.

5. Nie zwalniagc nacisku na tlok (pierwszy opor), przenipipet do naczynia
wyjsciowego z dozowamn ciecz i opr&nij koncdwke poprzez dognigcie tloka do

drugiego oporu.



Precyzja i doktadnasé:
Precyzja opisuje powtarzalfiowynikbw w serii pomiarowej; doktaddé to zgodnéé
wartosci mierzonej z wartiria rzeczywish.
Cel éwiczenia:

Cwiczenie ma na celu praktyezmauke technik pipetowania (pipetowanie
normalne i rénicowe) z tiyciem pipet automatycznych oraz anafizecyzji obu technik.

Dodatkowo¢wiczenie zapoznaje z podstawami pomiarow spektnoietrycznych.

Cwiczenie 1
Sprzet i odczynniki

» 2 Autopipety: 0.5-10 pL oraz 10 - 100 pL, stojakpmtobéwek typu eppendorf,
» 6 Probowek typu eppendorf o poj. 1.5 mL (na stuagnt

» Roztwory barwnikow I, 11, 11l & 1V,

» Bezbarwne (0.5-10 pL) orasbite kaacowki (10-200 pL),

» Whytrzasarka typu Vortex.

Wykonanie éwiczenia
* Zadanie 1A

Wykonaj ponisze zadanie stosigj technik ,,pipetowanie normalne”

1. Oznacz trzy 1.5 mL probowki literami ‘A’, ‘B’ €’ (wodoodporny marker).

2. Dodaj odpowiednie oftjosci roztworow | — IV zgodnie z Tabell.

Tabela 1: Objtosci pipetowanych roztwordéw wviczeniu 1A i 1B.

Probowka Roztwor | Roztwor |l Roztwor I Roztwor | V
A 25ul 35l 10pl -

B 25ul 35ul - 10l

C 25ul 25ul 10ul 10ul

3. Zamknij probdéwki i wymieszaj ich zawagtopoprzez wstrzsanie (delikatne uderzanie

dnem probowki o blat stotu).




4. Umies¢ probowki na wytrzsarce typu Vortex i uruchom pa kilka sekund (za¢zanie
prez nacisk).

5. W kadej probbéwce powinno siznajdow& 70 pl roztworu. Aby sprawdZzi czy
Twoje pipetowanie byto doktadne i precyzyjne, naste autopipecie o&jos¢ 70 ul i
bardzo ostrgnie, kolejno pobierz roztwér z kdej probowki. Czy w ktérejkolwiek z
probowek pozostaty resztki roztworu? Czy wn&Owce pipety pojawit gi pecherz
powietrza?

6. Jdli finalne obgtosci roztwordw ré&nia sie istotnie, powtarzaj eksperyment do
uzyskania precyzyjnych i doktadnych wynikéw.

» Zadanie 1B

Powtdrz Zadanie 1A stosig technik “ roznicowe pipetowanie”.

Poréwnaj wyniki uzyskane za pompabu technik i sformutuj wnioski Kaowe.

Cwiczenie 2
Sprzet i odczynniki
> Spektrofotometr UV-Vis SP-83BLUS firmy Metertech lub Spectroquétitharo
100/300,

» 1 Kuweta polistyrenowa (poj. 80Ql) do pomiaréw spektrofotometrycznych
(d =10 mm),

2 Autopipety: 10 - 100 pL i 100 - 1000 pL,

ZO6tte (10-200 pL) i niebieskie (100 - 1000 pL)kowki do pipet,

8 probéwek o poj. 10 mL,

Y V V V

Roztwor dichromianu (VI) potasu (1g/L).

Wykonanie éwiczenia

» Zadanie 2A (Zastosuj pipetowanie normalne)

1. Przenié 100pl roztworu dichromianu potasu do probowki oznaczditexa T (Test).
2. Do innej probowki oznaczonej litetO (proba Odniesienia) przegid0Qul wody
destylowane,.

3. Do obu probéwek dodaj po 2 ml wody destylowamgjbrze wymieszaj ich zawako



4. Zmierz absorbangjroztworu T przy diugéei fali 350 nm, stosap roztwor O jako
odnanik.

J&li zmierzona absorbancja nie réie sic w zakresie 0,590 + 0,050, najepowtarz&
zadanie 2A a do uzyskania zadowalgie] doktadnéci. Koncowa wartas¢ absorbancji
zapisz w Tabeli 2.

» Zadanie 2B(Zastosuj pipetowanie normalne)

1. Do probdéwki oznaczonej liter O (préba Odniesienia) przegielOQul wody
destylowane.

2. Do pkciu proboéwek oznaczonych (T1, T2, T3, T4, T5) preempo 10Ql roztworu
dichromianu potasu.

3. Do wszystkich probowek dodaj po 2 ml wody destidnej i dobrze wymieszaj ich
zawartac.

4. Zmierz absorbangjroztworow testowych przy diugoi fali 350 nm, stosag roztwor
O jako odnénik, podobnie jak w poprzednim zadaniu.

5. Zapisz wyniki pomiaréw w Tabeli 2.

» Zadanie 2C(Zastosuj pipetowanie #aicowe)

Powtorz Zadanie 2B stosigjtechnil “ pipetowanie ranicowe”.

Opracowanie wynikow
Tabela 2. Wyniki pomiaru absorbanciji diavicze: 2A, 2B i 2C.

Wyniki pomiaru absorbancji

Cwiczenie 2A Probowka Cwiczenie 2B Cwiczenie 2C

T1

T2
T3
T4
15

Srednia
SD
%CV




Poréwnaj wyniki uzyskane za pomp®bu technik i sformutuj wnioski kKaowe

dotyczce precyzji.

Zagadnienia:
1. Precyzja i dokladni.

2. Spektrofotometria UV-Vis (prawa absorpcji i odchyke od tych praw,

aparatura).

Literatura uzupetniaj aca:
1. W. Szczepaniak, Metody instrumentalne w analiziendeznej, PWN Warszawa

1996.




