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1. Predgovor

Dobra praksa pipetiranja namijenjena je da pomogne znanstvenicima pri do-
no$enju informiranih odluka o opremi, ispravnim tehnikama pipetiranja i er-
gonomskim tehnikama te o kalibraciji i rutinskom radu za postizanje najboljih
rezultata.

Pipetiranje, odnosno mjerenje i prijenos malih volumena tekucina u mikroli-

trima i mililitrima radnja je koja se vjerojatno najcesce izvodi u istraZivackim
laboratorijima, a brzo i precizno obavljanje tog zadatka nuZan je preduvjet za

uspjesan rad u laboratoriju. Suvremene pipete koje rade na principu istiskiva-

nja zraka koriste se za veci dio rada u laboratoriju zbog njihovih brojnih pred-
nosti — idealan su instrument za ucinkovito doziranje malih koli¢ina tekucine.
Zahvaljujuci uporabi suvremenih pipeta i nastavaka velike kvalitete moguca

je visoka razina produktivnosti i odgovarajuca usteda sati rada.



2. Planiranje projekata, tijek rada i odabir

Planiranje projekata i tijek rada

Za vecinu novih projekata koristan je cjelovit postupak planiranja pri kojem

se analiziraju svi koraci u tijeku rada za postizanje maksimalne ucinkovitosti
i za dobivanje podataka. Kada je rije¢ o rukovanju uzorcima, potrebno je razu-
mijevanje vrste polaznog uzorka, potrebne krajnje analize i protoka uzoraka.
U skladu s time odreduju se tehnike koje e se koristiti i potrebni formati
spremnika za rukovanje teku¢inama (epruvete, plocice itd.). Prema tome se
pak odreduju optimalni alati za rukovanje tekucinama za taj tijek rada. Pri
svim aktivnostima ili radnjama vezanima uz pipetiranje, pipeta, pripadajuci
nastavak i tehnika korisnika moraju se smatrati jednim sustavom prenosenja
potrebnog volumena tekucine. Odabir ispravne pipete i nastavka te uporaba
najucinkovitije tehnike sastavni su dio osmisljavanja i provodenja svih projeka-
ta ili eksperimenata.

Analiza tijeka rada

Prvi korak postupka odredivanje je svih koraka ukljucenih u tijek rada ekspe-
rimenta, od izoliranja inicijalnog uzorka do sastavljanja konacnih podataka,

a takoder i svih pripremih koraka koji olakSavaju tijek rada, npr. priprema
pufera ili reakcijske smjese. Sljedeci je odredivanje koliko se pogreSaka moze
tolerirati kako bi podaci dobiveni eksperimentom bili ispravni. Odredeni nacini
primjene i odredeni koraci mnogo su podloZniji eksperimentalnim pogreskama
od drugih, primjerice svi eksperimenti koji uklju¢uju umnazanje, kao $to

je gPCR, mogu biti podlozni pogreskama, dok jednostavna priprema pufera
nije nuzno podloZna pogreskama. Odabir pipete i nastavka koji nije optimalan
te losa tehnika pipetiranja mogu dovesti do vecih eksperimentalnih pogresaka,
npr. na sve eksperimente koji ovise o standardnoj krivulji pripremljenoj serijs-
kim razrjedenjima standardnih otopina moZe znacajno utjecati pipetiranje koje
nije optimalno.
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Optimizacija tijeka rada
Raspon volumena i zahtjevi vezani uz protok uzoraka

Tijek rada Cesto ukljucuje pocetak rada s nekoliko tekucina relativno velikih
volumena (npr. priprema pufera, nasadivanje stanica itd.) gdje prenosenje 5 ili
10 ml s manjim naglaskom na to¢nost moZe biti uobicajeno. Medutim, konac-
na tehnika otkrivanja moZe koristiti samo male volumene i stoga ¢e moZzda biti
potrebna veca to¢nost za prenosenje volumena.

Potrebe za brzinom i tocnosti/preciznosti moraju biti uravnoteZene jer razliciti
alati za velike volumene imaju razli¢ite mogucnosti. Preporucena smjernica
za odabir ispravne pipete za volumen sluZi za procjenu radnog raspona izmedu
351 100 % ukupnog naznacenog volumena. Primjerice, pipeta od 1000 pL

ima radni raspon izmedu 350 i 1000 pL. Iako minimalne specifikacije mogu
biti 100 pL na toj pipeti za volumen, a instrument se moZe podesiti na 0 jiL,
preporuka za uporabu 350 pL kao minimum temelji se na korisnickoj tehnici.
Preciznija tehnika pipetiranja potrebna je za volumene ispod raspona od 35 %
za pipete. Rad pri neprikladnom rasponu instrumenta ugrozit ce to¢nost/
preciznost.



Vrste Model Min. Maks. Tocnost Preciznost | Tocnost Preciznost | Tocnost Preciznost
pipeta kapacitet | kapacitet | 10 % 10 % 50 % 50 % 100 % 100 %
Pizm koja | vr-10 0,5 L 10 L 9% 3% 2% 060% |160% |060%
radai na

principu MR-250 | 50 pL 250l | 3% 060% [170% [030% |[1% 0,20 %
pozitivnog

isfisnog MR-1000 |100pL | 1000pL |3 % 1,60 % 1% 050% |080% |040%
volumena

Pipefa koja | |-10xLS 0,6 pL 10 uL 250% | 1,20% 1,60% | 0,60 % 1% 0,40 %
radi na

principu L-200XLS | 20 pL 200l | 250% | 1% 080% |025% |080% |015%
Siskivan

ok % [ L1000KLS | 100pL [ 1000pL | 3% 060% |080% |020% |080% |015%

ToCnost i preciznost

To€nost je sposobnost pipete da dispenzira koli€inu tekucine

volumena $to slicnijeg onom odredenom postavkom volumena.
UobiCajena specifikacija to¢nosti za pipete koje rade na principu
istiskivanja zraka iznosi priblizno 1 % za pipete Cije su postavke

nazivnog volumena vece od 35 %. Za pipete s postavkom volume-

na od 10 % ili manje, te specifikacije mogu biti do 3 puta manje

foéne.

Preciznost oznaCava sposobnost pipete da dispenzira slicne,

ponovljive uzorke tekucine. UobiCajena specifikacija preciznosti za
pipefe koje rade na principu istiskivanja zraka iznosi otprilike 1/3 ili
1/4 specifikacije to€nosti. Preciznost se ¢esto naziva ponovljivoscu
ili ponovljivos¢u uzorka fe takoder standardnim odstupanjem.




Odredene vrste pipeta bolje su prilagodene od drugih za razlicite vrste uzoraka.
Na primjer, za viskozne uzorke potrebne su drugacije tehnike ili modeli pipeta
kako bi se ostvarila dobra preciznost i to¢nost prilikom izvodenja eksperimena-
ta. U tablici u nastavku moZete pronaci viSe informacija:

Vrsta otopine uzorka Raspon Preporucena otopina
volumena Ruéni Elektronicki

sustavi sustavi

Viskozna, organsko otapalo, 20-50 mL AutoRep S AutoRep E

ekstremna temperatura

Neviskozna, vodena, sobna 20-50 mL AutoRep S Pipet-X

temperatura Uzorci velikog

Viskozna, organsko otapalo, volumena 1-20 mL AutoRep S AutoRep E

eksfremna temperatura

Neviskozna, vodena, sobna 1-20 mL Pipet-Lite XLS, Pipet-X, E4 XLS

temperatura AutoRep S

Viskozna, organsko ofapalo,
eksfremna temperatura

200-1000 pL | Pos-D, AutoRep S | AutoRep E
Uzorci srednjeg

Neviskozna, vodena, sobna
femperatura

volumena 200-1000 pL | Pipet-Lite XLS E4 XLS

Viskozna, organsko otapalo,

10-200 pL Pos-D

ekstremna femperatura Uzorci malog

Neviskozna, vodena, sobna volumena 10-200 pL Pipet-Lite XLS E4 XLS
femperatura

Viskozna, organsko otapalo, Uzorci mikro <10 pL Pos-D

ekstremna temperatura volumena

Neviskozna, vodena, sobna
femperatura

<10 pL Pipet-Lite XLS E4 XLS

Ako je broj uzoraka za analizu dovoljno velik, dobra je ideja koristiti plocice
umjesto epruveta za pripremu i/ili analizu uzoraka i u tom Ce slucaju upotreba
viSekanalnih pipeta ubrzati tijek rada.

U slu¢aju analize vise plocica s 96 ili 384 jaZica, dobra je ideja koristiti

rjeSenje za pipetiranje s 96 kanala Cime se $tedi vrijeme i smanjuje moguénost
pogreSaka.



Zahtjevi vezani uz format spremnika za uzorak/reagens

Prilikom uporabe plocica s 96 jaZica moZda Ce biti potrebno prenosenije vise
uzoraka ili reagensa iz epruveta u plocice i obrnuto, a nekad je potrebno
prenosenje izmedu razlicitih formata ploCica (iz plocice s 24 jaZice u onu s

96 jaZica). Visekanalne pipete s podesivim razmakom omogucuju smanjenje
vremena promjene formata za do 85 % jer istovremeno moZete prenositi do

8 uzoraka, npr. za pomicanje ciljnog uzorka iz neformiranog kompleta epru-
veta u formiranu plodicu s 96 jaZica (sa sredistima od 9 mm) potrebna je samo

jednostavna aspiracija uzorka iz neformirane plocice.

ViSekanalne pipefe s podesivim razmakom

Pomazu pri istovremenom prenoSenju viSe uzoraka
e |z epruveta u plocice (i obrnuto)
e Izmedu razlicitih plo€ica (s 24/48/96 jazica)




Zahtjevi vezani uz specifican uzorak/analizu

Za sloZeno ili ponavljajuce pipetiranje mogle bi biti korisne elektronicke pipete
koje se mogu koristiti za ponavljajuce dispenziranje i mogu se programira-

ti za posebne protokole pipetiranja. Osim toga, podaci dobiveni uporabom
elektronickih pipeta dosljedniji su od onih dobivenih uporabom ruénih pipeta
jer mikroprocesor iskljucuje mogucnost ljudske pogreske i pogreske pri pomi-
canju klipa. To je osobito uocljivo kod dobivanja podataka za koje su potrebna
serijska razrjedenja, pri Cemu se pogreske u pipetiranju mogu kombinirati te s
primjenama za koje je potrebno umnazanje, kao to je qPCR.

Svaka analiza i svaki uzorak ima jedinstvena svojstva koja mogu predstavljati
izazov. Na primjer, za primjene u genomici uvijek treba koristiti nastavke s
filtrom kako bi se smanjio u¢inak kontaminacije uzorka ili pipete DNK-om.
Filtri sprjecavaju da aerosoli iz uzorka kontaminiraju drzak, a time i sljedece
uzorke. Filtri takoder pomazu pri zastiti od mikrobioloske kontaminacije,
korozivnih tvari i naslaga soli.

ElekironiCke pipete korisne su za:

e SloZene ili ponavljajuce protokole
e Primjene za koje je potrebna visoka razina focnosti i preciznosti
(npr. gPCR)




Nakon odabira raspona volumena i vrsta pipeta, sljede¢i korak postupka

je odredivanje odgovarajucih nastavaka za sve primjene.

Nastavci su obicno proizvedeni od polipropilena i iako su inertni i otporni na
mnoga otapala, treba razmotriti skrivene ¢imbenike u polipropilenu. Razne
polipropilenske smole raspolazu klju¢nim svojstvima potrebnima proizvodacu
i u proizvodni se postupak mogu ukljuciti razni aditivi koji utjecu na neke
proizvodne procese. Neki od tih aditiva mogu se otopiti iz konacnog proizvoda
i tako utjecati na rezultate eksperimenata. Kako bi se sprijecio taj potencijalni
problem, preporuca se kupnja nastavaka za koje je potvrdeno da ne sadrZe
razlicite topljive tvari, pri Cemu treba voditi racuna da dobavljac osigura
evidentirane dokaze o ispitivanju osjetljivosti za sve topljive tvari i strana

tijela. Primjeri stranih tijela ukljucuju DNK i pirogene koji ée biti prisutni

ako se postupak proizvodnije i pakiranja ne odvija u Cistoj prostoriji. Postoji
mnogo organizacija za proizvodnju kalupa i ambalaZe od potro$nih materijala
koje proizvode u objektima koji nisu u potpunosti pod kontrolom. U dobrom
proizvodnom pogonu svi radnici nose radne ogrtace, kape, maske, rukavice te
rade u okruZenju s filtriranim zrakom ¢ime se sprjecava kontaminacija kosom
ili kukcima. Ponavljamo, na certifikatima kojima se potvrduje ispitivanje tih
materijala trebao bi se navesti postupak ispitivanja i osjetljivost analize — certi-
fikati na kojima se samo navodi da u proizvodu nema odredenog stranog tijela,
a nije navedena metoda otkrivanja ili osjetljivost otkrivanja ne daju potrebne
informacije niti ne osiguravaju kvalitetu.

Jedinstvena primjena

e Koristite nastavke s filtrom kako bi se smanjio u¢inak
kontaminacije DNK-om ili prenoSenje DNK-a

e Nastavci s filtrom takoder Stite klip od mikrobioloSke
kontaminacije, korozivnih tvari i naslaga soli




Filtar
zaustavlja aerosole

Aerosoli |

Sljedece Sto treba uzeti u obzir vezano uz nastavke su specificni volumeni
potrebni za razne odabrane pipete te nastavci za posebne namjene potrebni za
odredene primjene, npr. nastavci s filtrom za primjene u genomici. Naposl-
jetku, veli¢ina pakiranja treba biti prakti¢na kako bi koli¢ina nastavaka bila
dovoljna za odredeno vremensko razdoblje.

Za pipetiranje uzoraka razlicitih volumena mozda ce trebati pazljivo isplanira-
ti broj ru¢nih pipeta kako bi se postigao potreban raspon volumena i kako bi se
izbjegle ponavljajuce izmjene volumena.






3. Odabir odgovarajuée pipete

Postoji mnogo dostupnih alata za pipetiranje za postizanje optimalnih rezul-
tata i vece produktivnosti koji istovremeno pruzaju dodatne prednosti kao Sto
su bolje ergonomske znacajke i bolja funkcionalnost za odredenu primjenu.
Postoje dvije glavne vrste mikropipeta: pipete koje rade na principu istiskivanja
zraka i pipete koje rade na principu pozitivnog istisnog volumena. U obje vrste
volumen dispenzirane tekucine odreduje se prema promjeru klipa i duljini
hoda klipa.

r\/"\‘
|
a [ .
Kiip i \‘ —‘9— Drzak
I
=
—— Drzak
Djelomiéni vakuum Kiip

Kapilara

—— Jednokratni nastavak

Uzorak

T Uzorak

Slika 1. Pipete koje rade na principu istiskivanja zraka i pipete koje rade
na principu pozitivnog istisnog volumena



Pipete koje rade na principu istiskivanja zraka

e [znimno to¢ne za vodene otopine
o [splative

Pipete koje rade na principu istiskivanja zraka najcesci su instrumenti za
pipetiranje u laboratoriju. Te pipete rade na principu uranjanja vrha nastavka
u tekucéi uzorak i otpustanja gumba klipa. Nastaje djelomicni vakuum kada se
klip pipete pomice prema gore u trup pipete i tekuci uzorak se penje nastavkom
i puni prazninu odabranog volumena koju je uzrokovao djelomicni vakuum.

Pipete koje rade na principu pozitivnog istisnog
volumena

e [znimno to¢ne za ve¢inu otopina
e Preporucuju se za viskozne, guste, nestabilne i korozivne otopine

Tako nisu ni pribliZno tako uobicajene kao pipete koje rade na principu istiski-
vanja zraka, pipete koje rade na principu pozitivnog istisnog volumena Cesto se
mogu naci u laboratorijima. Takve pipete imaju jednokratni klip i kapilarni
sustav za stvaranje fizicke praznine odabranog volumena. Klip je u izravnom
kontaktu s uzorkom i kada se klip pomakne prema gore, uzorak se usisava

u kapilaru. Pipete koje rade na principu pozitivnog istisnog volumena vrlo su
tocne i precizne prilikom pipetiranja vodenih otopina, no preporucuju se za
uporabu s viskoznim, gustim, nestabilnim i korozivnim otopinama. Jednokrat-
ne kapilare i klipovi koji se koriste s pipetama koje rade na principu pozitivnog
istisnog volumena skuplji su u usporedbi s jednokratnim nastavcima pipeta
koje rade na principu istiskivanja zraka, tako da se pipete koje rade na principu
istiskivanja zraka preporucuju u slucaju kada ce njihovom uporabom ostvariti
isti rezultati.



Klip se
pomice gore
Atmosferski flak
potiskuje uzorak
u nastavak
Slika 2.

Rad pipete koja radi na principu istiskivanja zraka

Optimizacija tijeka rada

Raspon volumena i zahtjevi
vezani uz protok uzoraka

Tijek rada Cesto ukljucuje pocetak rada s nekoliko
tekucina relativno velikih volumena (npr. priprema
pufera, nasadivanje stanica itd.) gdje prenosenje
5ili 10 ml s manjim naglaskom na to¢nost moZe
biti uobicajeno. Medutim, kona¢na tehnika otkri-
vanja moZe koristiti samo male volumene i stoga
¢e mozda biti potrebna veca to¢nost za prenosenje
volumena.



Potrebe za brzinom i to¢nosti/preciznosti moraju
biti uravnoteZene jer razliciti alati za velike vo-
lumene imaju razlicite moguénosti. Preporucena
smjernica za odabir ispravne pipete za volumen
sluZi za procjenu radnog raspona izmedu 35

i 100 % ukupnog naznacenog volumena. Primje-
rice, pipeta od 1000 pL ima radni raspon izmedu
3501 1000 pL. Tako minimalne specifikacije mogu
biti 100 pL na toj pipeti za volumen, a instrument
se moZe podesiti na 0 pL, preporuka za uporabu
350 pL kao minimum temelji se na korisnickoj teh-
nici. Preciznija tehnika pipetiranja potrebna je za
volumene ispod raspona od 35 % za pipete. Rad

pri neprikladnom rasponu instrumenta ugrozit ée
tocnost/preciznost.

Blokada
volumena

Kuka za prst -

Postavka volumena /
gumb klipa

Gumb za
izbacivanje
nastavka

Prikaz volumena

Ergonomska rucka

Rucica za izbacivanje
nastavaka s brzim
odvajanjem

Drzak

Jednokratni
nastavak

Slika 3.
Rucéna pipeta
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Slika 4. Elekfronicka pipeta

ElekironiCke jednokanalne pipete

Elektronicke pipete dostupne su od sredine 80-ih
godina proglog stoljeca. Kod elektri¢nih pipeta koje
rade na principu istiskivanja zraka, aspiraciju i dis-
penziranje kontrolira mikroprocesor i pokrecu se
pritiskom okidaca umijesto pritiskanjem ili otpusta-
njem gumba klipa palcem. Uporabom elektronicke
pipete vecina ¢e korisnika postici dosljednije usisa-
vanje i dispenziranje uzoraka te poboljSanu tocnost
i ponovljivost, gotovo uklanjajuci sve pogreske od
korisnika do korisnika.

Suvremene elektronicke pipete trebaju biti jedno-
stavne za uporabu s dobrim korisnickim suceljem

i velikim zaslonom u boji. One su svestrane i kori-
sne za precizno obavljanje sloZenih zadataka kao
$to su ponavljanje dispenziranja, kontrolirane ti-
tracije, serijska razrjedivanja, mjerenje nepoznatih
volumena uzoraka i druge programibilne funkcije.
S elektronickom pipetom moZete jednostavno pro-
gramirati ponovljeno pomicanje klipa za mijesanje
dviju otopina u nastavku. Elektronicke pipete s
kontrolama brzine aspiracije i dispenziranja mogu
se koristiti za pipetiranje raznovrsnih tekucina.
Najvece brzine idealne su za pipetiranje tekucih
uzoraka, a niZe brzine za viskozne uzorke, uzorke
koji se pjene ili su osjetljivi na smicanje.



ViSekanalne pipete

Visekanalne pipete idealne su za pipetiranje velikog protoka, ukljucujuéi rad
s ploGicama s 96 jaZica ELISA i PCR za sintezu DNK. Visekanalne pipete na-
prednog dizajna, kao $to su lagani Rainin modeli s 8 i 12 kanala, ergonomski
su dizajnirane, a nastavak se umece brzo i sigurno s dosljednim usisavanjem
uzorka u svim kanalima. Modeli s podesivim razmakom izmedu kanala kori-
sniku omogucuju podesavanje razmaka izmedu nastavaka za dispenziranje iz
plocica s 96 jaZica do stalka s epruvetama ili ploCica s 24 jaZice. Visekanalne
pipete i pipete s podesivim razmakom izmedu kanala dostupne su u rucnoj

i elektronickoj verziji sa Sirokim rasponom volumena.

Slika 5. ViSekanalne pipete
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Sustavi za pipefiranje velikog protoka

Sustavi za pipetiranje koji aspiriraju i dispenziraju 96 jaZica odjednom idealne
su za brze i ucinkovite tijekove rada s plo¢icama s viSe jaZica. Donedavno su
skupi robotizirani sustavi bili jedini nadin za izvodenije pipetiranja s 96 jaZica
ili cijele plocice. Medutim, Rainin Liquidator 96, potpuno ruéni stolni sustav
za pipetiranje koji ne zahtijeva struju, programiranje ili obuku korisnika,
pojednostavljuje i pobolj$ava pipetiranje s 96 i 384 jaZice i moZe se koristiti

u laboratoriju ili na terenu.

Slika 6.
Stolni sustav za pipetiranje Liquidator



Pipete za posebne namjene

Druge vrste pipeta (ili uredaja za rukovanje teku-
¢inama) manje su uobicajene od pipeta koje rade
na principu istiskivanja zraka, ali ih znanstvenici
Cesto preferiraju zbog njihovog specificnog dizajna
i namjene.

Pipete koje rade na principu pozitivnog
istisnog volumena.

Rainin Pos-D primjer je ru¢ne pipete koja radi

na principu pozitivnog istisnog volumena. Takve
pipete imaju sustav s jednokratnim klipom i ka-
pilarama za stvaranje fizicke praznine odabranog
volumena. Klip dolazi u izravni kontakt s uzorkom
i kada se klip pomakne prema gore, uzorak se usi-
sava u kapilaru. Ove pipete potpuno uklanjaju una-
krsnu kontaminaciju pipete uzorkom jer se za svaki
uzorak koristi novi klip. Zbog toga su idealne za
PCR i druge kriticne postupke. Pipete koje radi na
principu pozitivnog istisnog volumena preporucuju
se za uporabu s viskoznim, gustim, nestabilnim

i korozivnim otopinama.

Slika 7.
Pipeta koja radi na principu pozitivnog
istisnog volumena
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Slika 8.
Elektronicka (lijevo) i runa repetitivna pipeta

Repetitivne pipete.
Sa $trcaljkom i ugradenim klipom, repetitivne pi-

pete rade na principu pozitivnog istisnog volumena.

Dizajnirane su za usisavanje velikog volumena
tekuceg uzorka koji se dispenzira u vise jednakih
alikvota. Dostupne su u elektronickoj ili ru¢noj
verziji i koriste jednokratne $trcaljke sa Sirokim
rasponom volumena.



Kontroleri pipetiranja.

Kontroleri pipetiranja su elektronicki ili rucni
uredaji koji omogucuju usisavanje za staklene ili
plasticne seroloSke pipete, a koriste se primarno za
velike volumene (25-100 pL). Pipeta se pricvrScuje
na mekani , kljun®, a korisnik pritiskom gumba na
kontroleru pipetiranja stvara djelomi¢ni vakuum

u staklenoj ili plasticnoj pipeti. Djelomi¢ni vaku-
um potiskuje tekucina pod atmosferskim tlakom.
Nakon prijenosa u drugu posudu, tekucina se dis-
penzira pritiskom na drugi okidac ili gravitacijom.
Najjednostavnije verzije koriste mekanu, fleksibilnu
pumpicu koja se rucno stisne i otpusti za stvaranje
i kontroliranje djelomi¢nog vakuuma.

Slika 9.
Elekironicki konfroler pipetiranja
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Dispenzori za boce.

Neke je laboratorijske tekucine po njihovoj naravi (npr. korozivne ili otrovne
tekucine) bolje ostaviti na mjestu u digestorima ili sigurnosnim ormarima
umjesto premjestanja po laboratoriju. Dispenzor za boce Koristan je za sigurno
prenoSenje relativno malih koli¢ina takvih tekucina. Dispenzor radi na prin-
cipu pumpe, a novije verzije pruzaju precizno i sigurno prenosenje volumena
opasnih“ teku¢ina do 50 ml.

!

Slika 10. Dispenzor za boce
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4. Odabir odgovarajuceg nastavka:
Dizajn, kvaliteta i prianjanje

Pipeta i nastavak koji preporucuje proizvodac trebaju se gledati kao sustav,

a ne dvije pojedinacne komponente. Dizajn ili prianjanje nastavaka za pipete

koji se oglaSavaju za uporabu sa svim pipetama Cesto ukljucuju kompromise

jer su namijenjeni za Sirok raspon modela pipeta.
Kada birate nastavke za pipete, potrebno je uzeti u obzir njihov dizajn, kvalite-

tu i prianjanje.

Af

(o] (o) o)

Slika 11.
Nastavak s debelim stijenkama (lijevo), stozasti
nastavak (sredina) i nastavak Rainin FinePoint
(desno)

/

Dizajn nastavka

Najnapredniji dizajn nastavaka za pipete je fleksi-
bilni nastavak s tankim stijenkama, uskim vrhom
ili malim otvorom. Za pipetiranje malih volumena
manjih od 20 pL, nastavci Rainin FinePoint™
povecavaju to¢nost i preciznost u odnosu na stan-
dardne nastavke s debelim stijenkama ili stoZaste
nastavke.

Nastavci FinePoint su fleksibilniji od vecine drugih
standardnih nastavaka i omogucuju protok
tekuceg uzorka pod bilo kojim kutom za potpuno
prenoenje. Stoga se daleko manje uzorka zadrzava
na nastavku u usporedbi s nastavcima s debelim
stijenkama ili stoZastim nastavcima.

Razlike u dizajnu nastavka utje¢u na ucinkovi-
tost, tocnost i preciznost. Medutim, kada se pipete
ispravno koriste, imat ¢e zajamcenu ucinkovitost,
tocnost i preciznost pod uvjetom da se koriste na-
stavci koje preporucuje proizvodac.

j\F

Slika 12. Dispenziranje (lijevo) i zadrzavanje uzorka (desno) sa stozastim nasfavkom i nastavkom FinePoint
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Kvaliteta nastavka

Najveci problemi s kvalitetom nastaju na otvoru ili vrhu, $to najvise utjece
na aspiraciju i dispenziranje uzorka. Slika 13 prikazuje Cetiri uve¢ana vrha
nastavka.

Orubina je plastika s unutarnje strane ili oko otvora nastavka preostala iz
postupka kalupljenja.

GreSke pri kalupljenju i koaksijalne greSke posljedica su neispravnog
pecenja jezgrenih oslonaca nakon ubrizgavanja plastike. Sve takve greSke do-
vode do gubitka uzorka tijekom pipetiranja. Postupak proizvodnje visoke kvali-
tete smanjit ¢e pojavu greSaka nastavaka i njihovih posljedica.

Otvor nastavka visoke kvalitete Orubina na ofvoru nastavka

Greska pri kalupljenju Koaksijalna greska

Slika 13. Otvori nastavaka s jednim dobrim vrhom i fri vrste greSaka
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Briva nastavka za pipetu

Vecina stoZastih nastavaka napravljena je za umetanje na bilo koju pipetu

— povrsina brtvljenja izmedu unutra3njosti nastavka i vanjskog dijela drske
pipete dovoljno je velika da odgovara Sirokom rasponu pipeta. Ovaj relativno
veliki brtveni sustav stvara viSe trenja izmedu drSke i brtve jer se drSka pipete
uglavljuje u nastavak. Nema mehanizma povratnih informacija koji bi vas
upozorio kada je univerzalni nastavak ispravno zabrtvljen, za Sto je obicno
potrebno da korisnik gurne drSku pipete u nastavak kako bi se osiguralo
ispravno brtvljenje.

S obzirom da se Koristi cijela podlaktica, relativno je lako primijeniti preveliku
silu prilikom umetanja u nastavke, za Sto Ce opcenito biti potrebna odgovara-
juce velika sila za izbacivanje nastavka. Konacno, sila potrebna za umetanje

i izbacivanje univerzalnih nastavaka moZe povecati rizik od pojave ozljeda
zbog ucestalog naprezanja, osobito tijekom dulje uporabe pipete.

Sustav za izbacivanje nastavka LTS™ LiteTouch™

Uzimajudi u obzir pitanja ergonomije i sile kod umetanja i izbacivanja na-
stavaka uz druge probleme vezane uz brtvljenje, Rainin je razvio novi dizajn
nastavka pod nazivom LTS™ ili sustav LiteTouch™ koji znatno pobolj$ava
prianjanje izmedu nastavaka i drske pipete. LTS znatno smanjuje silu potreb-
nu za umetanje drske pipete i za izbacivanje nastavka.

Ove dvije znacajke sustava LTS rade zajedno kako bi smanjile silu potrebnu za
izbacivanje nastavka.
e Mala povrsina omogucuje lako brtvljenje nastavka
e Zaustavni granicnik u obliku izbocenja u nastavku sprjecava
pretjerano umetanje drska

Dizajn povrsine brtvljenja pruza dobru lateralnu stabilnost, ¢ime se sprjecava
ispadanje nastavka tijekom uporabe.



Univerzalni

Velika povrsina
brivijenja

Sustav LTS Lite Touch

Mala povrSina brivljenja

Zaustavni graniénik

Slika 14. Sustavi s univerzalnim (stozastim) i LTS (cilindriénim) nastavkom
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Odabir nastavka

Ukratko, da bi se osigurao nesmetan i neprekidan protok uzorka i smanjeni
rizik od kontaminacije uzorka prilikom odabira nastavka za pipetiranje, vazno
je uzeti u obzir sljedece:

Materijal nastavka. Nastavci bi trebali biti izradeni od materijala vrlo niske
retencije kao $to je Cisti polipropilen koji ne sadrZi aditive, boje ili reciklirani
materijal.

Dizajn nastavka. Debljina stijenke, fleksibilnost, veli¢ina otvora i poviSinska
obrada vazni su ¢imbenici kod umetanja pipete i protoka tekucine u i iz na-
stavka.

Kvaliteta nastavka. Proizvode li se nastavci u Cistoj prostoriji? Mogu i se
pojedinacne $arZe pratiti? Jesu li nastavci bez aditiva ili greSaka koje mogu
dovesti do gubitka ili pogreske uzorka?

Specijalizirani nastavci za posebne namijene

Postoji nekoliko ,,nestandardnih* vrsta nastavaka koji su korisni za specijalizi-
rane primjene ili tijekove rada.

Nastavci Rainin Gel-Well™ posebno su dizajnirani za punjenje gelovima,
a dostupni su s plosnatim ili zaobljenim otvorom vrlo malih veli¢ina.

Nastavei sa Sirokim otvorom dizajnirani su za rukovanje osjetljivim
uzorcima kao Sto su cijele stanice ili DNK velike molekularne mase. Veliki otvor
smanjuje smicanje uzorka i sprjecava liziranje stanica. Ovi se nastavci takoder
preporucuju za pipetiranje slanih otopina ili suspenzija stanica za jednostavno
prikupljanje uzorka i sprjecavanje unistavanja stanica.

Nastavci s niskom retencijom imaju posebno pripremljene superhidro-
fobne polimere koji omogucuju dispenziranje iznimno , ljepljivih“ uzoraka
kao $to su proteini iz vrha nastavka i sprjecavaju ostanak uzorka u nastavku.
Takvi nastavci obi¢no nisu potrebni za uobicajene tekuce uzorke.

Nastavci Rainin ShaftGard™ stite drak pipete i mehanizam za izbaci-
vanje nastavka od slucajne kontaminacije tako $to se komponente zatvaraju

u nastavku. Nastavci ShaftGard mogu se koristiti u uskim epruvetama ili dubo-
kim jaZicama bez opasnosti od dodirivanja stijenki posude pipetom.



Nastavci veée duljine su uZe i dulje od drugih vrsta nastavaka istog volu-
mena. Mali promjer i duljina od 102 mm omogucuju da ti nastavci dodu do
dna uskih epruveta i dubokih jaZica bez dodirivanja stijenki posude bilo kojim
dijelom pipete ili mehanizma za izbacivanje nastavka.

Nastavci s filtrom, koji se koriste za uklanjanje unakrsne kontamina-

cije ili kontaminacije pipete aerosolima bez stvaranja ikakve bitne razlike

u ucinkovitosti pipetiranja. Uporaba nastavaka s filtrom prilikom pipetiranja
nestabilnih otopina preporucuje se za sprjecavanje ulaska potencijalno koroziv-
nih para u drZak pipete i otecenja klipa.

Kapilare/klipovi su dizajnirani za uporabu s pipetama koje rade na principu
pozitivnog istisnog volumena i najucinkovitije su s nevodenim otopinama koje
su guste, viskozne ili nestabilne ili se koriste za pipetiranje hladnim ili toplih
vodenih otopina.

Nastavci za pripremu uzoraka. Nastavci za pripremu uzoraka sa smolama
ugradenim u uski vrh nastavka nedavno su postali dostupni. Dizajn sustava
Rainin Purespeed sa ,,smolom u nastavku® ¢ini ga prakticnom, povoljnom

i poluautomatiziranom metodom za proci§¢avanje biomolekula, desalinizaciju
ili uporabu kod izmjene iona.

TREEL

Slika 13. (slijeva nadesno)

Gel-well, ShaftGard, Siroki otvor,
niska refencija, veéa duljina, |
s filtrom, klip-kapilare
Slika 14.

’ Nastavak za pripremu uzoraka
Rainin PureSpeed
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5. Tehnike pipetiranja

Ispravna procjena primjene, a time i odabir instrumenata znacajno e utjecati
na rezultate istraZivanja. No to nisu jedini aspekti koje znanstvenici trebaju
uzeti u obzir za postizanje optimalnih rezultata istraZivanja. Drugi cimbenici
kao Sto je odgovarajuca tehnika pipetiranja i instrumenti te cimbenici okruZe-
nja znacajno Ce utjecati na rezultate istraZivanja. Tocnost i preciznost klju¢ni
su elementi znanstvenog istraZivanja i na sljede¢im stranicama moZete naci
kratak pregled razlicitih tema vezanih uz tehnike pipetiranja. Jeste li znali da
se jednostavnom primjenom tih tehnika vasa tocnost i preciznost moZe pove-
Cati za 5 %?



Optimalan raspon volumena

Standardni radni raspon vecine pipete iznosi 10 — 100 % nazivnog volumena.
Tako se to smatra radnim rasponom pipeta, specifikacije ucinkovitosti mijenjaju
se s manjom postavkom volumena.

Specifikacije tocnosti za pipetu od 100 mikrolitara su +/- 0,8 % od 50 — 100 %
nazivnog volumena. Medutim, ako smanjite postavku volumena na 10 pl (ili

10 % nazivnog volumena), netocnost je 3 puta veca, odnosno 2,5 — 3 %.

Stoga je optimalan volumen za najvecu to¢nost i preciznost obi¢no 35 — 100 %
nazivnog volumena. Probajte izbjeci postavljanje volumena pipeta manjeg od

10 % ukupnog volumena pipete — umjesto toga, koristite pipete manjeg volu-
mena za manje volumene.

Volumen u odnosu na raspon
i
—100 %
— 35%

| — 0%

Pipetiranje ispod 10% moZze ufjecati na tocnost za ¢ak 3 %
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Dubina uranjanja nastavka

Ispravna dubina uranjanja nastavka moZe povecati tocnost do 5 % i iznimno
je bitna za pipete za mikrovolumene. Nastavak treba uroniti izmedu 1-2 mm
za pipete za mikrovolumene te 6—10 mm za pipete za velike volumene, ovisno
o veli¢ini nastavka. Ako je nastavak previse uronjen, volumen plina u nastav-
ku se komprimira, zbog Cega se previse tekucine aspirira. Tekucina koja se
zadrZava na povrsini nastavka takoder moZe iskriviti rezultate. Ako nastavak
nije dovoljno uronjen, moZe se usisati zrak, zbog ¢ega nastaju mjehurici zraka
i neto¢ni volumeni. Oboje dovodi do neto¢nog volumena.

Dubina uranjanja nastavka

1-10 pl: 1-2 mm 10-200 pl: 2-3 mm 200-2000 pl: 3-6 mm

Ispravna dubina uranjanja nastavka moze povecati tocnost do 5 %,
stoga se pridrzavajte preporucenih dubina. (>2000 pl, koristite
dubinu od 6-10 mm)




Aspiracija pod ispravnim kutom

Kut uranjanja nastavka pipete u uzorak trebao bi biti Sto je blize moguce 90° i ne
bi trebao odstupati od tog okomitog poloZaja za vise 20°.

Kada je rijec o pipetama za mikrovolumene, ako pripazite da je kut Sto blizi
okomitom, to¢nost se moze povecati za do 2,5 %.

Ako kut odstupa od toga za vise od 20°, mjerenja mogu biti netocna.
To znaci da Ce se u nastavak usisati previSe tekucine i aspiracija ce biti neto¢na.

Okomiti kut uranjanja

=)\ Y

anell

W

v

Ispravan kut Neispravan kut

Kut uranjanja od 60° moze dovesti do foga da aspirirate do 0,7 %
viSe tekucine od planiranog.
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OdrZavanje dosljednosti

OdrZavanje dosljednog ritma i brzine pipetiranja pomoci e vam da dobijete op-
timalne rezultate s vecom moguénosti ponavljanja. Uz dosljedan ritam i brzinu
moZete posti¢i povecanje toc¢nosti do 5 %.

Dosljedan ritam pipetiranja
Neka vas ritam pipetiranja bude dosljedan od uzorka do uzorka. Izbjegavajte
Zurbu ili ubrzani rad i uspostavite ritam za svaki korak u ciklusu pipetiranja.

Pipete za velike volumene

Za vece volumene, obicno 1 ml ili jos vece, napravite stanku od oko jedne ili
viSe sekundi nakon uzimanja uzorka dok je nastavak jos uvijek u tekuéini.
Na taj nacin uzorak Ce se moci u potpunosti aspirirati.

Nesmetani rad klipa

0OdrZite dosljednu brzinu i mirnocu kada pritiScete i otpustate gumb klipa.
Nekontrolirana aspiracija moZe dovesti do mjehurica, prskanja, aerosola i kon-
taminacije drSka i klipa pipete te takoder do manjeg volumena uzorka.

Dosljedan ritam i brzina pipetiranja
| l

| |

|

] \

o

Ispravna aspiracija Nastavak koji je aspirirao zrak



Dosljedno dispenziranje uzoraka

MoZete postici najvecu tocnost i ponovljivost od uzorka do uzorka ako osigurate
da je i posljednja kap uzorka dispenzirana i da ne prianja za otvor. Ta je do-
sljednost kljucna osobito kad pipetirate mikrovolumene zbog malih volumena
uzoraka.

Dobrom tehnikom dispenziranja tocnost se moze povecati za do 1 %. Prilikom
dispenziranja uzorka osigurajte da vrh nastavka dodiruje stijenku posude,
Cime Ce se sprijeciti da uzorak ostane u nastavku. Nakon dispenziranja pomi-
canjem vrha nastavka po stijenci posude prema gore iz otvora ée izadi Ce sva
preostala tekucina.

Dosljedno dispenziranje uzoraka

b I o

Dispenziranje uz stijenku posude Dispenziranje u teku¢inu Dispenziranje na povrSinu
tekucine

Dispenzirajte u tekucinu ili na povrSinu tekucine.

Kada dispenzirate izravno u tekucéinu ili na povrsinu tekucine, pri-
mijenite reverzni nacin pipetiranja kako ne biste uzeli uzorak nakon
dispenziranja.
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Prethodno ispiranje nastavaka

Prethodnim ispiranjem nastavka dva ili tri puta sloj tekucine ostaje s unutar-
nje strane nastavka, zbog cega se to¢nost moze povecati do 0,2 %. Prethodno
ispiranje pomaZe neutralizirati kapilarno djelovanje u pipetama za mikrovo-
lumene, a u nastavcima za velike volumene izjednacava temperaturu zraka
u nastavku s temperaturom uzorka.

Iznimke za prethodno ispiranje

Prethodno ispiranje moZe negativno utjecati na rezultate kada pipetirate vrlo
tople i hladne otopine, kao Sto je otopina iz ledene kupelji ili otopina tempera-
ture vece od 37 °C, te dovodi do pogreSaka i smanjenja tocnosti do 5 %.

Prethodno ispiranje nastavka

Pritisnite i otpustite gumb
klipa 2 ili 3 puta

—



Sprjecavanje varijacija u temperaturi

Stalna sobna temperatura

Idealna temperatura za pipetiranje je 21,5 °C + 1 °C, jednaka temperaturi koja
se koristi za kalibraciju. Izbjegavajte podrucja izloZena propuhu ili suncevim
zrakama u kojima bi nagle promjene temperature mogle ugroziti tocnost aspi-
racije. Pipetiranje na stalnoj temperaturi moZe poboljsati rezultate za 5 %.

Izdvojite vrijeme za izjednacenje temperature

Drugi vazan aspekt promjena temperature jest vrijeme za izjednacenje tem-
perature. Pipete reagiraju na razne temperature razlicitih uzoraka. Ako su te-
kucine hladne prenosi se veci volumen nego Sto je potrebno, a ako su tekucine
tople prenosi se manji volumen od ocekivanog. Osim ako nije drugacije nazna-
¢eno, izdvojite dovoljno vremena za izjednacenje temperature pipeta i tekucina
prije uporabe.

U¢€inak prijenosa topline s ruke
Nakon dugotrajnog pipetiranja toplina ruke moZe zagrijati pipetu zbog cega se
zrak u pipeti $iri, $to dovodi do neto¢nih rezultata.

Izbjegnite ucinke prijenosa topline s ruke upotrebom kvalitetne pipete izradene
od PVDF polimera. Osim toga, izmedu ciklusa pipetiranja nemojte drZzati pipe-
tu u ruci nego je postavite na stalak.

gL>®
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Dosljedne postavke mikrometra

Kada mijenjate postavku volumena s vece na manju, okrenite kotaci¢ na
Zeljenu postavku volumena. Medutim, kada mijenjate postavku od volumena

s manje na vecu, okrenite kotacic za odabir iznad Zeljene postavke volumena
za 1/3 okreta. Na taj se nacin sprjecavaju ucinci mehanicke zracnosti i postize

veca tocnost.
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Koji su vasi rizici pri pipetiranju?

Dobra praksa pipetiranja opseZan je i prilagoden program koji odre-
duje vama svojstvene rizike pipetiranja i daje vam informacije o na-
¢inima njihova smanjivanja. Nas pristup GPP Risk Check™ odli¢an
je nacin za pocetak — odvojite pet minuta kako biste dobili procjenu
vasih rizika pipetiranja te preporuke za njihovo minimiziranje.

GPP Good Pipetting Practice

6P — Good Pipsting Practce Pipetting
Practice
 Gain e rangeofppeting skl i

Tvrtka METTLER TOLEDO nudi sveobuhvatni seminar o dobroj
praksi pipetiranja i upravljanju rizicima kod pipetiranja.

Ako ste zainteresirani, obratite se prodajnom predstavniku
programa Rainin.

) www.mt.com/gpp

www.mt.com/rainin

Za dodatne informacije

Mettler-Toledo AG
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