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Jméno:

Obor: datum provedeni:

TEORETICKY UVOD

Automatické pipety pracuji na principu nasavani a vytlacovani vzduchu pomoci pistu
pohybujicim se ve valci nebo kapilare. Tento princip poskytuje velmi pfesné davkovani

roztok(, i kdyZ velmi viskdzni roztoky mohou ovlivnit parametry pipetovani.
Princip pipety

1. Po nastaveni objemu se pist pohne do pfislusné pozice.

2. KdyzZ se pipeta namackne do prvni pozice, pist vytlaci stejné mnozstvi vzduchu, jako
je nastaveny objem.

3. Po ponoreni pipetovaci Spicky do kapaliny se pipetovaci pist uvolni, coz vytvofri
¢astecné vakuum, pomoci kterého dojde k nasati specifického objemu kapaliny do
Spicky.

4. Kdyz je pipeta poté znovu namacknuta do prvni pozice, dijde k vytlaceni kapaliny
pomoci vzduchu v pipeté. K Uplnému vyprdzdnéni Spicky je pipeta domacknuta o

druhé pozice.
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Nasati tekutiny (krok 1-3) Vypusténi tekutiny (krok 4)

V rdmci pipetovani existuji tfi zakladni techniky:

Primd technika pipetovdni

- Doporucend pro vodné roztoky jako pufry, zfredéné kyseliny nebo zdsady (pipetovani

reagens do roztoka).

Klidova pozice 1 2 3 4
Prvni pozice l 1 l 1
Druha pozice | 1

Repetitivni technika pipetovdni

- Doporucend technika pro opakované davkovani stejného objemu (pfidavani do

zkumavek nebo desticek).

Klidova pozice 1 2 3 4
Prvni pozice ) 1 ! 1
Druha pozice l 1
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Reverzni technika pipetovani

- Doporucend technika pro pipetovani vzorkll, které se nepfidavaji nebo nemichaji
s jinymi roztoky. Tato technika predchazi riziku tvorby pény a bublin a vyuziva se tedy

pro pipetovani viskdznich roztokl a roztokl s tendenci pénit.

Klidova pozice 1 2 3 4 5
Prvni pozice l 1 l 1
Druha pozice | 1 ! 1

Faktory ovliviujici spravnost pipety:

vvvvvv

objemu. Teplota pipety, pipetované kapaliny a okolniho vzduchu by méla byt pfi pipetovani

priblizné stejna.

Hustota hraje rovnéz roli pfi spravnosti pipetovani. Hustota kapaliny by méla byt pfiblizné

stejnd, jako hustota kapaliny, na kterou byla pipeta kalibrovana (destilovana voda).

Nadmofiska vyska hraje roli pfi spravnosti pipetovaného objemu diky ménicimu se tlaku
vzduchu. Jednak tlak vzduchu s nadmorskou vysSkou klesa a rovnéZz bod varu blizky

laboratorni teploté dramaticky zvysuje ztraty zplsobené odparem.
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PRAKTICKA CAST

A. Priprava 3.0 mM roztoku hexakyanozelezitanu draselného

Postup prdce:

1. Do 25 ml odmérné banky napipetujte 2.5 ml zasobniho roztoku 30 mmol.I*
hexakyanoZelezitanu draselného, doplnite destilovanou vodou po znacku a dobre

promichejte.

2. Zredény roztok hexakyanoZelezitanu draselného prelijte do kadinky a oznacte.

B. Priprava 1.2 mM roztoku hexakyanoZelezitanu draselného

Postup prdce:

1. Do 25 ml odmérné banky napipetujte 2.5 ml zasobniho roztoku 30 mmol.I*
hexakyanozZelezitanu draselného, doplnite destilovanou vodou po znacku a dobre
promichejte.

2. Zredény roztok hexakyanozelezitanu draselného prelijte do kadinky a oznacte.

3. Z Lambert-Beerova zdkona (1) vypocitejte molarni absorpcni koeficient (g) pro

hexakyanozZelezitan draselny.

A=c¢c.c.l (1)

A - absorbance latky; € - molarni absorpéni koeficient [I.mol™*.cm™]; ¢ - koncentrace

latky v mé&feném roztoku [mol.I"]; | - délka optické dréhy v kyveté
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Vysledky:

¢ (mmol.I'")

A v v -
420 ziedény roztok K3[Fe(CN)]s

e (.Lmol™*.cm™)

C. Pouziti pipet s nastavitelnym objemem 1-10/4, 10-100 (d a 100-1000 (4

Postup prdce:

1. Do sady mikrozkumavek pipetujte reagencie podle rozpisu v tabulkdch 1, 2 a 3.
Pouzijte pfimou techniku pipetovani.
2. Vzorky promichejte na vortexu.

3. Zmérte jejich absorbanci pfi vinové délce 420 nm. Jako slepy vzorek pouZijte

destilovanou vodu.

Vypocty:
1. Na zdakladé znamého extinkéniho koeficientu hexakyanozelezitanu zjisténého

v predchozi casti ulohy vypocitejte dle namérenych absorbanci koncentrace

hexakyanozZelezitanu draselného ve zkumavkach.
2. Vypoctéte primeéry ze tfi namérenych hodnot.

3. Nasledné pro uréeni presnosti vasi prace vypocitejte smérodatnou odchylku dle

vztahu (2).

N —
i:l(ci_ C)Z
N-1
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4. Pro tabulku C. 2 sestrojte graf zavislosti Asy9 na koncentraci Ks[Fe(CN)¢] ve zkumavce

(naptiklad v programu MS Excel pouzijte XY bodovy graf a body prolozte linedrni
spojnici trendu). Vzhledem k tomu, Ze jste vynulovanim na slepy vzorek pfiradili
nulové koncentraci Ks[Fe(CN)g] nulovou absorbanci, musi pfimka prochazet
pocatkem grafu [0;0] (v  programu MS Excel: Format spojnice

trendu/Moznosti/Hodnota Y=0).

5. Z rovnice pfimky, kterou zobrazite v grafu, nasledné na zakladé Lambert-Beerova
zakona (1) uréete molarni absorpcni koeficient € a uvedte jeho fyzikalni rozmér.
Vysledky:
Tabulka 1.
kumavka pipetovany objem ¢ (mmol.I) & ¢ (mmol.) ]
. 30 mM destilovana | Ao | Ks[Fe(CN)¢]
“ | KalFe(CN)o] [W] | voda [u]
1 5 995
2 5 995
3 5 995
4 10 990
5 10 990
6 10 990
7 15 985
8 15 985
9 15 985
10 20 980
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11 20 980

12 20 980

Tabulka 2.
kumavka pipetovany objem ¢ (mmol.I'Y) & ¢ (mmol.) ]

. 3mMm destilovana | Aso | Ks[Fe(CN)q]

“ | KalFe(CN)e] [W1] | voda [yl

1 50 950

2 50 950

3 50 950

4 100 900

5 100 900

6 100 900

7 150 850

8 150 850

9 150 850

10 200 800

11 200 800

12 200 800
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Tabulka 3.
Zkumavka pipetovany objem ¢ (mmol.I'Y) & ¢ (mmol.) ]
. 1.2 mM destilovana | Aso | Ks[Fe(CN)q]
“ | KalFe(CN)J] [W] | voda [y
1 150 850
2 150 850
3 150 850
4 300 700
5 300 700
6 300 700
7 450 550
8 450 550
9 450 550
10 600 400
11 600 400
12 600 400
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Okomentujte presnost vasi prace:

Vlozte graf zavislosti Ajo na koncentraci Ks[Fe(CN)s] ve zkumavce (nezapomeiite uvést

jednotky a popisy os!) a srovnejte molarni extinkéni koeficient uréeny na zakladé odectu
z rovnice primky s tim, uréenym v prvni ¢asti ulohy:
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