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Pipetting 360+

Seleccion de la pipeta adecuada

Optimizacion de su flujo de trabajo

7/

eCnICo

Seleccionar la pipeta adecuada para las tareas de laboratforio es fundamental,
ya que pone de relieve la importancia de la exactitud y la eficiencia del pipeteo
en toda la investigacion cientifica y médica. En este artficulo técnico se ofrece
una vista general de las dos categorias principales de pipefas (desplazamiento
de aire y desplazamiento positivo), y proporciona consejos para opfimizar el
uso de pipetas en funcion de los requisitos especificos del flujo de trabajo.
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Introduccion

La posibilidad de manipular y transferir pequefios volumenes de liquidos con una pipeta es funda-
mental para numerosos procedimientos médicos y cientificos. Por lo tanto, es fundamental seleccio-
nar la pipeta correcta y usar la técnica adecuada (. Elegir una pipefa adecuada para una aplicacion
especifica puede afectar de forma significativa a la productividad y al flujo de frabajo, 1o que en
Gltima instancia mejora los resultados y aumenta la productividad.

Hay diferentes tipos de herramientas de pipeteo disponibles para ayudar a lograr resultados optimos
y una mayor productividad y, al mismo tiempo, ofrecer beneficios adicionales, como caracteristicas
ergonémicas mejoradas y una mejor funcionalidad para una aplicacion determinada. Existen dos
tipos de pipetas principales: las de desplazamiento de aire y las de desplazamiento positivo. Ambos
tipos de desplazamiento determinan el volumen de liquido dispensado utilizando el diametro y la
longitud de la carrera del émbolo.

En este articulo técnico se proporciona una vista general de los fipos de pipetas mds comunes, y se
ofrecen valiosos consejos sobre como sacar el maximo partido a las pipetas en funcién de su flujo
de trabajo.

Pipetas de desplazamiento de aire

Las pipetas de desplazamiento de aire son los instrumentos de pipeteo mds habituales en el
laboratorio. Estas pipetas se usan colocando el exiremo de la punta en la muestra liquida vy,
a confinuacion, soltando el boton del piston. Cuando el émbolo de la pipeta asciende dentro
del cuerpo, se crea un vacio parcial y la muestra liquida se infroduce en la punta para relle-

nar el vacio.
°4~ Ajuste de volumen/bot6n

del piston
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Las pipefas de desplazamiento de aire son:
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e Dependen de la técnica
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Ciclo y técnicas de pipeteo

Ciclo de pipeteo

Cuando se usa cualquier pipeta de desplazamiento de aire, Pl de gesocoplamiento
el ciclo de pipefeo consta de cuatro pasos principales:
1. Carga de las puntas
2. Aspiracion de liquido

(presionar, mantener presionado y soltar el pistén)
3. Dispensacion/soplado de liquido

(presionar, mantener presionado y soltar el piston)
4. Expulsion de puntas

— = Eje

Punta desechable

Figura 1: Pipeta de desplazamiento de aire



Este ciclo se repite varias veces cuando se dosifica cualquier tipo de liquido. Todas las pipetas manuales
de desplazamiento de aire usan el mismo ciclo de pipeteo para dosificar liquidos. Se ajusta el volumen
deseado a dispensar (microlitros), y el botén del pistdn se presiona/suelta a un ritmo constante hasta
posiciones especificas, como lo son el «primer» y el «segundo» fope (también conocidos como «neutral»
y «soplado» respectivamente). El primer tope permite aspirar o dosificar liquidos, mientras que el segundo
tope controla la fuga en un recipiente especifico (Figura 2).

Técnica de pipeteo

Podria decirse que el pipeteo es uno de los factores mds importantes a la hora de proporcionar volimenes
exactos, pero a menudo se pasa por alto. Una formacion deficiente, suposiciones erréneas vy la falta

de informacion sobre el tipo de muestra afectan en gran medida a los resultados de los experimentos

y d la reproducibilidad.

+——————= Embolo

El émbolo se
—— Eje mueve hacia arriba

———= Vacio parcial

—= Punta desechable
La presion de vacio
(aire atrapado)
empuja la muestra
hacia la punta

=——* Muestra

Figura 2: Pipeta de desplazamiento de aire y funcionamiento de la pipeta

La técnica de pipeteo correcta es fundamental para lograr una alta exactitud. Estd ampliamente aceptado
que los resultados obtenidos con el uso de pipetas de desplazamiento de aire dependen de la técnica.

Existen dos técnicas diferentes, aunque potentes, a la hora de ufilizar pipetas de desplazamiento de aire:
el pipeteo de avance y el pipeteo inverso. Cada uno utiliza el mismo ciclo de pipeteo, pero hay variaciones
sutiles en algunos de los pasos. La mayor diferencia en la aplicacion de cada técnica depende del fipo

de muestra y de la temperafura a la que se debe llevar a cabo el protocolo. La técnica de avance puede
proporcionar volimenes exactos cuando se pipetean soluciones acuosas, mientras que el pipeteo inverso
es muy recomendable cuando se manejan liquidos complejos (por ejemplo, viscosos 0 densos).

La principal diferencia entre el pipeteo de avance y el inverso radica en los dos primeros pasos del ciclo

de pipeteo (por ejemplo, la aspiracién de liquido). Al ejecutar la técnica de avance, el piston se presiona
hasta el primer fope (Figura 3A). Con la técnica inversa, el piston se presiona hasta el segundo fope cuando
se utilizan puntas sin filtro (Figura 3B) y solo un poco mds alld@ del primer tope cuando se ufilizan puntas
con filtro. Los filtros reducen el volumen nominal de la punta, por lo que detener el émbolo justo después
del primer tope evitard que el filiro se humedezca.
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Seleccion de pipetas
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A. Pipeteo de avance

Posicion de reposo

Figuras 3A y 3B: Técnicas de pipeteo de avance e inverso



3 Pipetas de desplazamiento positivo

* Eje

Si bien no son fan comunes como las pipetas de desplazamiento de
aire, las pipetas de desplazamiento positivo se ven con frecuencia en
enfornos de laboraforio. Estas pipetas usan un sistema desechable de
émbolos y capilares para crear un hueco fisico del volumen seleccio-
nado. El émbolo estd en contacto directo con la muestra y cuando se
mueve hacia arriba, la muestra entra en el capilar (Figura 4).

= Embolo

y——— = Capilar
Muestra

Las pipetas de desplazamiento positivo proporcionan una gran | |
exactitud al pipetear soluciones acuosas, pero generalmente se

recomiendan para su uso con soluciones viscosas, densas, voldatiles

y corrosivas. Los capilares y pistones desechables que se utilizan con

una pipeta de desplazamiento positivo son mds caros en comparacion

con las puntas de pipeta de desplazamiento de aire desechables, por

lo que se recomiendan las pipetas de desplazamiento de aire cuando Figura 4: Funcionamiento de la pipeta
producen los mismos resultados. de desplazamiento posifivo
Aectodo or | Positvo |
Densidad (gravedad especifica) Si No
Temperatura Si No
Altitud Si No
Consumibles Puede reutilizarse 1 uso
Precio de consumibles Bajo Alto
Ergonomia (fuerzas) Bajo Alto
Contaminacion (probabilidad) Mayor Menor
Multicanales Si No

Tabla 1: Comparativa de pipefas de desplazamiento

Depende de la técnica Si No positivo y de aire

4 Propiedades de la muestra y seleccion de la pipeta

Tipo y viscosidad de la muestra

Determinados tipos de pipetas son mds adecuados que otros para diferentes tipos de muestras.

Por ejemplo, las muestras viscosas pueden requerir una técnica o pipeta diferente para lograr una buena
exactitud (pequefios errores aleatorios [precision] o errores sistematicos [veracidad]) en los experimentos.
La viscosidad de la muestra suele afectar negativamente a la capacidad de una pipeta y una punta de
desplazamiento de para aspirar y descargar por completo la muestra durante el pipeteo. Este problema

se puede agravar aun mas al pipetear liquidos que presentan una interaccion hidrofébica con la superficie
de la punta de polipropileno.

Liquidos acuosos

La composicion y las caracteristicas de los liquidos influyen en la exactitud de las pipetas. Tres mecanismos
fisicos que determinan las propiedades fisicas de los liquidos acuosos son:

e Tension superficial

e Cohesion

e Adherencia

La tension superficial es la tendencia del liquido a fusionarse en una forma que presenta un drea de

superficie minima. La cohesién es una propiedad de las moléculas que forman el liquido que establece la
estructura fisica del liquido, lo que le permite resistir la fragmentacion cuando se somete a varias fuerzas
fisicas. La adherencia es la tendencia de los liquidos a interactuar con la superficie sobre la que reposan.
La presencia de fension y cohesion superficial en las muestras acuosas se puede atribuir directamente al
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enlace de hidrogeno. La adherencia puede afribuirse a interacciones hidrofbicas, electrostaticas
u otros tipos de inferacciones.

Ofros tipos de liquidos, tanto orgdnicos como inorgdnicos, pueden exhibir, ademds, cantidades
significativas de cohesion y tension superficial. Por lo general, la cohesion y la tension superficial
confribuyen al movimiento de los liquidos durante la aspiracion y la dosificacion, lo que permite
optimizar la precision de pipeteo. La adherencia suele refrasar el movimiento del liquido y tiene un
efecto negativo en la exactitud de pipeteo. Los liquidos con cohesion y tension superficial reducidas
y los que presentan adhesion suelen presentar una mayor inexactitud en el pipeteo. Muchos
aditivos reducen drdsticamente la adhesion de hidrogeno en liquidos acuosos y pueden afectar
negativamente a la exactitud de las pipetas. Esfos incluyen alcoholes y otros compuestos
orgdnicos solubles en agua, tensoactivos, acidos grasos y glicoles.

Liquidos orgdnicos voldtiles

En comparacion con los liquidos acuosos, los liquidos orgdnicos a menudo tienen menor fension
superficial y también pueden ser voldtiles. Los liquidos orgdnicos voldtiles exhiben una alta presion
de vapor a temperatura ambiente ordinaria. Esta elevada presion de vapor resulta de un bajo punto
de ebullicion, que hace que se evapore una gran cantidad de moléculas del liquido y pasen al aire
circundante, 10 que provoca su caracteristico olor «orgdnico». La descarga de moléculas orgdnicas
en un sistema cerrado, como el espacio de aire entre la parte superior de una columna de liquido
en una punta y el émbolo de una pipeta, suele provocar un aumento de la presion.

Este aumento de la presion, junto con la disminucion de la tension superficial y la baja viscosi-
dad, suele provocar que los liquidos orgdanicos voldtiles se salgan por el exiremo de una punta de
pipeta. Este descenso provoca una disminucion significativa de la exactitud de pipeteo, ya que el
volumen de liquido transferido ahora difiere considerablemente del volumen preestablecido en la
pipeta. Cabe sefnalar que ninguna de las dos técnicas de pipeteo por desplazamiento de aire se re-
comienda cuando se trabaja con liquidos de alta volatilidad o alta presion de vapor. En tales casos,
cabe esperar una reproducibilidad deficiente con pipetas de desplazamiento de aire.

En las fablas siguientes (tablas 2 y 3) se proporciona mds informacion sobre la clasificacion
de los liquidos en funcion de sus caracteristicas fisicas, ejemplos comunes, la técnica de pipeteo
recomendada y las soluciones de instrumentos sugeridas para algunos de estos fipos de comunes

de liquidos.
Tipo de pipeta o técnica

Tipo de muestra de pipeteo recomendada Ejemplos tipicos
Todos los liquidos a base de agua
Agua desionizada

Acuoso Pipeteo de avance
Tampones (PBS, acetato, citrico, MOPS, MES, fosfato)
Soluciones diluidas (proteina, anticuerpo)
Glicerol (10-100 %)
Solucion proteica (nativa, recombinante)
Solucion de anticuerpo (monoclonal, policlonal)
Solucién de dcido nucleico

Viscosa (densa) Pipeteo inverso (ARN, ADN, oligonucledétidos)
Detergentes (SDS, Tween, NP-40)
Biofluidos (sangre, suero, plasma, LCR)
Acidos inorgdnicos concentrados ([HCI], [H2S04])
Bases inorgdnicas concentradas ([NaOHI*, [KOH])
Acetona
Isopropanol

Volatil (disolventes Pipeta de desplazamiento

. - Metanol

orgdnicos) positivo
Cloroformo
Etanol

Tabla 2: Tipo de pipeta o técnica de pipeteo recomendada para la manipulacion de diferentes muestras
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Sistema

Modelo de despla-

Modelo de desplaza-

Tipo de liquido ~ Temperatura Rango de volumen de pipeteo zamiento de aire Técnica de pipeteo  miento positivo
Ambiental y Muy alto Manual NA NA AutoRep S
No ambiental 20 - 50 ml Electrénico NA NA NanoRep
Ambiental y Alto Manual Pipet-Lite XLS+ Invertido AutoRep S
No ambiental 1-20mi Electrénico E4 XLS+ Invertido NanoRep
Liquidos Ambiental y Medio Manual Pipet-Lite XLS+ Invertido Pos-D / AutoRep S
viscosos No ambienfal 200 - 1000 pl Electronico E4 XLS+ Invertido NanoRep
Ambiental y Bajo Manual Pipet-Lite XLS+ Invertido Pos-D / AutoRep S
No ambiental 10 - 200 pl Electrénico E4 XLS+ Invertido NanoRep
Ambiental y Micro Manual Pipet-Lite XLS+ Invertido Pos-D / AutoRep S
No ambienfal <10yl Electrénico E4 XLS+ Invertido NanoRep
Manual NA NA AufoRep S
Ambiental Muy alfo
20 - 50 mi Electrénico NA NA NanoRep
Alto Manual Pipet-Lite XLS+ Adelante AutoRep S
Ambiental
1-20mi Electrénico E4 XLS+ Adelante NanoRep
Soluciones Ambienial Medio Manual Pipet-Lite XLS+ Adelante Pos-D / AutoRep S
acuosas 200 - 1000 pl Electrénico E4 XLS+ Adelante NanoRep
Bajo Manual Pipet-Lite XLS+ Adelante Pos-D / AutoRep S
Ambiental
10 - 200 yl Electrénico E4 XLS+ Adelante NanoRep
) Micro Manual Pipet-Lite XLS+ Adelante Pos-D / AutoRep S
Ambiental
<10l Electrénico E4 XLS+ Adelante NanoRep
Ambiental y (Muy) alto Manual NR NA AutoRep S
No ambiental 1-50ml Electrénico NR NA NanoRep
Ambiental y Medio Manual NR NA Pos-D / AutoRep S
Disolventes | No ambienial 200 - 1000 pl Electronico NR NA NanoRep
volatiles u
orgdnicos Ambiental y Bajo Manual NR NA Pos-D / AutoRep S
No ambiental 10 - 200 yl Electrénico NR NA NanoRep
Ambiental y Micro Manual NR NA Pos-D / AutoRep S
No ambienfal <10l Electrénico NR NA NanoRep

Tabla 3: Soluciones y técnicas de pipefeo Rainin recomendadas para la manipulacion de diferentes tipos de muestras
NR: No recomendado

NA: no aplicable
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5 Opciones de pipetas
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Pipetas monocanal manuales

Las pipetas monocanal, compactas y omnipresentes son posiblemente el ins-
trumento mds utilizado en cualquier centro de ciencias de la vida (Figura 5).

A pesar de que las nuevas fecnologias y técnicas han facilitado descubrimien-
tos revolucionarios, las pipetas monocanal siempre son necesarias. Ademads,
los principios de disefo y tamafio de las pipetas actuales han permanecido
en cierto modo inalterados (las pipetas modernas se inventaron en 1957)

y han sobrevivido a las dltimas fendencias en el desarrollo de ensayos @.
Muy pocos instrumentos de las ciencias de la vida son fan versatiles. Casi
cualquier subdivision en ciencias de la vida utiliza pipetas monocanal, desde
la investigacion basica hasta las ultimas tendencias en biotecnologia, biologia
molecular, genémica, ferapia génica e inmunoterapia, y son compatibles con
cualquier formato y recipientes de ensayo, desde cubetas individuales, frascos
y tubos de centrifuga hasta placas de cultivo, matraces y formatos de placas
de varios pocillos (hasta microplacas de 384 pocillos). Una pipeta monocanal
es idonea para trabajos de experimentacion que implican el uso de tubos
individuales y volimenes generalmente pequefios, por ejemplo, fransfeccion
de siRNA, o para técnicas como el cultivo celular o el western blof.

Pipetas monocanal electronicas

Las pipetas elecironicas han estado disponibles desde mediados de los 80.

En las pipetas de desplazamiento de aire electronicas, la aspiracion y la
dosificacion estan contfroladas por un microprocesador y se inician pulsando
un activador, en lugar de usar el pulgar para pulsar o soltar el botén del piston.
La mayoria de los usuarios descubrirdn que el uso de una pipeta electronica
logra una toma de muestras y una dosificacion mads uniformes, una exactitud
y una repetibilidad mejoradas, y elimina casi por completo la variabilidad

entre usuarios.

Las pipetas electronicas modernas deben ser faciles de usar y contar con una
buena interfaz de usuario y una pantalla a color. Estas pipetas son versatiles
y Ufiles para realizar con exactitud tareas complejas como:

e Dosificacion repetitiva

¢ \aloraciones controladas

e Diluciones en serie

e Aspiracion de liquidos de muestras delicadas

e Medicion de volumenes de muestras desconocidos

Con una pipeta electronica, es facil programar el movimiento repetitivo del
émbolo para mezclar dos soluciones en la punta. Las pipetas electronicas
con controles de velocidad de aspiracion y dosificacion se pueden usar para
pipetear una amplia variedad de liquidos. Las velocidades mas rdpidas son
ideales para pipetear muestras acuosas, mientras que las velocidades mads
bajas se recomiendan para muestras viscosas, espumosas o sensibles a

la cizalladura.

Las pipetas monocanal electrénicas hacen que la preparacion del ensayo sea
eficiente y sencilla, y simplifican las fareas de pipeteo repefitivas y prolongadas
(por ejemplo, durante el frafamiento farmacologico de células).

Figura 5:
Pipeta manual monocanal

Figura 6:
Pipeta monocanal electronica



Pipetas multicanal

Las pipetas multicanal son idéneas para aplicaciones de bajo/medio
rendimiento, incluidos los ensayos ELISA con placas de 96 pocillos y la PCR
para la sintesis del ADN. Las pipetas multicanal de disefio avanzado en modelos
de 8 y 12 canales cargan las puntas de forma rdpida y segura con una toma de
muestras uniforme en todos los canales. Los modelos con espaciador ajustable
permiten que el usuario establezca el espaciado entre puntas para dosificar,

por ejemplo, desde placas de 96 pocillos a gradillas de tubos o placas de

24 pocillos.

El nimero de aplicaciones de 384 pocillos ha crecido significativamente en los
Gltimos 20 afios. Por lo general, estos protocolos se llevaban a cabo mediante
sistemas automatizados complejos (plataformas roboticas de manipulacion de
liquidos), pero la reciente introduccion de pipetas multicanal de 16 y 24 canales
ha permitido a los investigadores configurar placas de 384 pocillos de forma
manual. Esto resulta de especial ufilidad en los casos en 10s que es necesario
comprobar una prueba conceptual o un pequefio numero de muestras, o no hay
acceso a instrumentos roboticos caros.

Pipetas espaciadoras ajustables

Las microplacas permiten a los investigadores procesar y analizar varias
muestras simultdneamente. Las microplacas pueden tener 6, 12, 24, 48, 96, 384
0 15636 pocillos dispuestos en una matriz rectangular. La placa en si sigue las
dimensiones estdndar; sin embargo, el diametro del pocillo depende del nimero
total de pocillos por placa (por ejemplo, el diGmetro entre los pocillos de una
placa de 24 pocillos es mayor que el didmetro entre los pocillos de una placa
de 96 pocillos). La fransferencia de muesiras de una dimension de microplaca
a ofra dimension de microplaca diferente (por ejemplo, de 24 a 96 pocillos) o
entre formatos de recipiente de distinto tamafio (de tubo a tubo, de tubo a placa
o0 cualquier ofra variacion) puede resultar complicada y requerir mucho tiempo
debido a las diferencias en la distancia de las muestras.

Las pipetas espaciadoras ajustables son tipos especiales de pipetas multicanal
de 6 u 8 canales en las que la distancia entre las boquillas se puede ajustar
para adaptarse a diferentes distancias de las muestras. Este ajuste puede variar
enfre 9 mm (distancia entfre dos pocillos de una placa de 96 pocillos) y 19 mm
(distancia entre dos pocillos de una placa de 24 pocillos) para permitir una
transferencia de muestras rdpida y eficiente. Esto hace que la pipeta espaciadora
ajustable sea perfecta para su uso con técnicas como ELISA o PCR, en las que
puede ser necesario transferir liquidos de tubos de microcentrifuga a placas.

Figura 7:
Pipetas multicanal

Figura 8:
Pipetas espaciadoras ajustables

Articulo técnico
Rainin

9



10

6 Sistemas de pipeteo de mayor rendimiento
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Los sistemas de pipefeo que aspiran y dosifican 96 pocillos a la vez son idéneos para flujos de
tfrabajo rdpidos y eficaces con placas de multiples pocillos. Hasta hace poco, los sistemas roboticos
grandes y caros eran la Unica forma de lograr un pipeteo de placas completas o de 96 o 384 pocillos.
Los instrumentos semiautomatizados de manipulacion de liquidos ofrecen una mejor reproducibilidad
al eliminar la variabilidad del usuario durante la aspiracion y la dosificacién. En general, los sistemas
semiautomatizados optimizan los flujos de trabajo de las aplicaciones, incluidos los lavados de
placas, las replicaciones de placas y los profocolos complejos. Los protocolos complejos adecuados
para los sistemas de pipeteo de mayor rendimiento incluyen: ensayos basados en la 6mica (PCR,
gPCR, NGS), ensayos basados en células (quimiotaxis, viabilidad celular, proliferacién celular, ensayos
de citofoxicidad), ensayos basados en anficuerpos (ELISA, generacion de hibridoma, seleccion/
descubrimiento de anficuerpos) y ensayos funcionales (reacciones enzimaticas, ECso, MIC).

Hay varios sistemas de alto rendimiento en el mercado. Los usuarios pueden seleccionar el
instrumento adecuado en funcion del rango de frabajo necesario para su aplicacion: bajo (0 — 20 pl),
medio (20 — 300 pl) o alto (300 — 1200 pl). También fienen la opcién de seleccionar instrumentos
totalmente manuales (lo que significa que los usuarios pueden aspirar y dispensar hasta 96

muesiras a la vez) o instrumentos con mecanismos electromecdnicos de aspiracion y dosificacion

de muestras. La ventaja de usar instrumentos eleciromecdnicos es que a menudo ofrecen modos de
pipeteo especificos, como dosificacion repetida (volumen fijo o variable), pipefeo estandar con mezcla,
aspiracion multiple o diluciones sencillas. En cualquier caso, todos los instrumentos son compatibles
con casi cualquier aplicacién basada en 96 pocillos y pueden adaptarse a formatos de 384 pocillos.
Por desgracia, los sistemas convencionales suelen ser voluminosos, pesados y, a menudo, requieren
una formacion especializada, pero la Ultima tecnologia ofrece instrumentos de tamano reducido que no
ponen en peligro la exactitud del pipeteo y ofrecen los modos de pipeteo especializados mencionados
anteriormente. En algunos casos, estos instrumentos pesan fan solo 5 kg (11 Ib) (Figura 9).

Figura 9: Rainin MicroPro pesa 5 kg (11 Ib) y mide 320 mm
(12,6 in) de alto y 190 mm (7,5 in) de ancho.



7 Pipetas especializadas

Ofros tipos de pipetas o dispositivos de manipulacion de liquidos son menos habituales s
que las pipetas de desplazamiento de aire, pero a menudo los investigadores los
prefieren por su disefio y finalidad especificos.

Pipetas de desplazamiento positivo

Las pipetas de desplazamiento positivo utilizan un émbolo desechable y un sistema
de punta capilar para crear un vacio fisico del volumen seleccionado. El émbolo entra
en contacto directo con la muestra y, al desplazarse hacia arriba, introduce la muestra
en el capilar. Este sistema evita la contaminacion cruzada de la pipeta con la muestra,
ya que se utiliza un émbolo y una punta capilar nuevos para cada muestra.

Las pipetas de desplazamiento positivo son idéneas para su uso con soluciones visco-

sas (sangre, suero, plasma, LCR, muestras con una concentracion elevada de profeinas,
anticuerpos y glicerol); densas (glicerol, detergentes altamente concentrados, SDS), vola-
tiles (etanol, metanol, isopropanol) o corrosivas (acidos y bases inorgdnicos, como HCI,

H2504, KOH y NaOH).
Figura 10: Pipetas de
desplazamiento positivo

Pipetas de repeticion

Con su jeringa y su émbolo incorporado, las pipetas repetidoras funcionan segun el prin-

cipio del desplazamiento positivo. Estas pipetas estan disefiadas para extraer un gran

volumen de muestra liquida que, a continuacion, se dosifica en multiples partes alicuotas

iguales. Las pipetas de repeticion estan disponibles en version electronica y manual,

y ufilizan jeringas desechables en una amplia gama de volimenes. ==
]

Nuevos modos y capacidades de pipefeo

El mundo del pipeteo es bastante estable. Casi todas las pipetas electrénicas de despla-

zamiento de aire ofrecen las mismas capacidades y modos de pipeteo: pipeta con mez-

cla, dosificacion repefida, dosificacion variable y dilucion sencilla, y pueden recuperar

los protocolos guardados. Como ya se ha comentado, la nueva fecnologia ha ampliado

las capacidades de las pipetas. A continuacion, se muestran varias caracteristicas de

las nuevas pipetas y sus posibles usos en aplicaciones de ciencias de la vida.

o Dispensacion sin contacto: El confacto es una tarea obligatoria durante el ciclo de
pipefeo. Los usuarios deben colocar la punta dentro del liquido o tocar el recipiente
de destino para asegurar una dosificacion completa y exacta. Sin embargo, los
usuarios pueden sufrir contaminacion cruzada o efectos de cruce al focar la punta
o dosificar dentro de los liquidos, respectivamente. La tecnologia de dosificacion
sin contacto puede reducir potencialmente el riesgo de contaminacién cruzada en Figura 11: Pipela
la mayoria de las aplicaciones que requieren una dosificacion exacta. repetidora electronica

e Rango de volumen ampliado: Como se ha indicado anteriormente, los intervalos de
frabajo para las pipetas de desplazamiento de aire y los repetidores estdndar son
del 10 % - 100 % y del T % -100 %, respectivamente. En el caso de los repetidores,
los usuarios pueden dispensar hasta 100 partes alicuotas por aspiracion unica
(es decir, un T % del volumen nominal de la punta de la jeringa). Un rango de trabajo
extendido (0,1 %) puede permitir a los usuarios dosificar 1000 partes alicuotas por
aspiracion individual. Los usuarios pueden considerar esta ventaja cuando dosifican
en placas de 384 pocillos y la posible reduccion del uso de pldstico al reemplazar el
uso de varias puntas de desplazamiento de aire por una sola punta de jeringa.
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e Volumen inferior a microlitros: La miniaturizacion de los ensayos es sin duda una de
las fendencias mds fuertes en todos los subcampos de las ciencias de la vida. Desde las
cldsicas pruebas enzimdticas hasta las aplicaciones OMIC, el refo consiste en dosificar con
exactitud volimenes <2 pll con pipetas de desplazamiento de aire. Con el fin de dosificar
volumenes <1 pl, los usuarios preparan diluciones en serie para crear muestras liquidas que
puedan manejarse con pipetas de desplazamiento de aire estdndar. Sin embargo, una de las
desventajas es la propagacion del error que se introduce cada vez que se prepara la dilucion.
Por ejemplo, se introduce un error durante al preparar una simple dilucion en serie de dos
veces que se incrementa a medida que se prepara la siguiente muestra. En la siguiente tabla,
se puede ver que el error es del 10 % para la cuarta muestra de dilucién en serie, con una
incertidumbre tedrica del 5 %. El efecto es aun mds drdstico cuando la incertidumbre es del
10 %: Todas las muestras presentan errores que oscilan entre el 12 % y el 36 %.

u=3ul @ %) u=>5ul (b %) u=10pl (10 %)

Seleccion de pipetas

A, Incertidumbre . Incertidumbre . Incertidumbre .
Dilucion Cn absoluta Incertidumbre absoluta Incertidumbre absoluta Incertidumbre

(N) (uM) (ucy, pM) relativa (%) (ucn, uM) relativa (%) (uc, M) relativa (%)

1 10000 0,000 0,00 % 0,000 0,00 % 0,000 0,00 %
2 5000 181,549 3,55 % 313,535 6,12 % 627,069 12,25 %
3 2500 128,375 5,01 % 221,703 8,66 % 443,405 17,32 %
4 1250 78,613 6,14 % 135,765 10,61 % 271,529 21,21 %
5 625 45,387 7,09 % 78,384 12,25 % 166,767 24,49 %
6 312 25,372 7,93% 43,818 13,69 % 87,636 27,39%
7 156 13,897 8,69 % 24,000 15,00 % 48,000 30,00 %
8 ~80 7,505 9,38 % 12,961 16,20 % 25,923 32,40 %
9 ~40 4,012 10,03 % 6,928 17,32 % 13,856 34,64 %
10 ~20 2,128 10,64 % 3,674 18,37 % 7,348 36,74 %

Tabla 4: Exactitud de pipeteo en la propagacion de errores en una dilucion en serie con XLS+ L-100, dosificando 100 pl con DF=2

La posibilidad de dosificar volimenes inferiores a un microlitro (por ejemplo, 0,1 % o 100 nl) puede
eliminar pofencialmente la necesidad de preparar una dilucion en serie. Por ejemplo, Si un usuario
necesita preparar una dilucién de 1000 veces, debe preparar una pequefia serie de fres muestras con
un factor de dilucion = 10. Sin embargo, con instrumentos con una dosificacion del 0,1 %, esta tarea
puede minimizarse simplemente creando una dilucion (muestra de 0,1 pl + disolvente de 99,9 pb).
Esto no solo ahorra tiempo, sino que también puede reducir el uso de pldsticos (tubos de centrifuga)
y disolventes, y reduce de forma significativa el uso de muestras valiosas (dilucion en serie: 10 pl;
instrumento con capacidades de dosificacion de nl bajas: 0,1 pl).

Pipeta Repetidor Repetidor
electronica AD electronico _ electronico de
estdndar ultima generacion

Rango de volumen de frabajo (% volumen nominal) 10 - 100 % 1-100 % 0,1 - 100 %
Pipeta con mezcla Si No No
Repetir dosificacion Si Si Si
Dosificacion variable Si No No
Pipeteo exacto de liquidos complejos No Si Si
Depende de la técnica Si No No
Dosificacion sin contacto No No Si
Partes alicuotas bajas de nanolitros No No Si

Numero méximo de partes alicuotas 10 100 1000

Tabla 5: Comparativa de las pipetas electronicas de desplazamiento positivo y de aire y sus capacidades de pipeteo
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Controladores de pipetas

Usados principalmente para transferir grandes volumenes (25 -100 ml), los confrola-
dores de pipetas son dispositivos electronicos o manuales que permiten la aspiracion
de pipetas serolégicas de vidrio o pldstico. Con controladores electronicos, la pipeta
se acopla a la «punta» suave y el usuario pulsa un botén del confrolador de la pipeta
para crear un vacio parcial dentro de la pipeta de vidrio o pldstico. El vacio parcial se
ve desplazado por el liquido bajo la presion atmosférica. La muestra liquida se frans-
fiere a ofro recipiente pulsando un botén activador o por gravedad. Las versiones mds
sencillas emplean una perilla suave y flexible que se apriefa y soltar manualmente
para crear y controlar el vacio parcial. Los controladores de pipetas son perfectos
para transferir volimenes mads grandes, por ejemplo, en cultivos celulares para células
de alimentacién.

METTLER TOLEDO

Dosificadores para botella

Algunos liquidos de laboratorio, por su naturaleza (por ser corrosivos o toxicos, por
ejemplo), es mejor conservarlos en campanas de gases o armarios de seguridad. z‘ogn“;‘:];ei’z:(]r‘epxjgsdizl‘;o”"‘)'
Un dosificador para botella resulta de utilidad para transferir de manera segura can-

tidades relativamente pequefas de estos liquidos. El dosificador funciona mediante
la accion de una bomba y las versiones mds recienfes proporcionan un suminisfro
exacto y seguro de liquidos peligrosos en volumenes de hasta 50 ml.

Aspiradores de liquidos

La eliminacion de residuos liquidos de cultivos celulares, extracciones de
sobrenadantes o dcidos nucleicos puede ser una rutina tediosa y repetfitiva para
muchos laboratorios. Para voliumenes pequefios, las pipetas manuales pueden llevar

a cabo la farea. Sin embargo, con mayores volimenes 0 nimeros de muestiras, aspirar
utilizando una fuente de vacio puede ser mds eficiente en la eliminacion de residuos.
Los aspiradores de liquidos son sistemas compactos que ufilizan una bomba de vacio
infegrada para recoger los residuos liquidos en una botella colectora, que se desecha
cuando la botella se llena (Figura 14). El tamafo compacto de estos aspiradores Figura 13: Dosificadores
los hace portdtiles y faciles de instalar en cabinas de bioseguridad. EI aspirador de botellas

Rainin Quickflow es portdtil, facil de usar e incluye tres adaptadores (Pasteur,

monocanal y de 8 canales) para ofrecer flexibilidad en todas las aplicaciones.

La configuracion de velocidad variable permite el control de la succion, y el resistente

sensor de nivel de liquido sin contacto previene el desbordamiento de residuos

y la contaminacion.

Figura 14: Aspirador de liquidos
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8 Conclusion

Seleccionar la pipeta correcta es fundamental para mejorar la productividad y la eficacia del flujo
de frabajo en el laboratorio. La manipulacion y fransferencia de pequefios volumenes de liquidos
de forma exacta y precisa es fundamental para numerosos procedimientos médicos y cientificos.
Los distintos tipos de pipetas, como las pipetas de desplazamiento positivo y de aire, ofrecen
ventajas especificas en funcion de la aplicacion y las caracteristicas de la muestra. Conocer las
caracteristicas de la muestra es fundamental para seleccionar la técnica de pipeteo y el tipo de
pipeta adecuados. Los liquidos con diferentes caracteristicas fisicas, como los liquidos organicos
acuosos, viscosos y voldtiles, requieren métodos de manipulacion especificos para asegurar
resulfados exactos y reproducibles. Al seleccionar la pipeta adecuada para una aplicacion
determinada y comprender las caracteristicas de la muestra que se manipula, los investigadores
pueden mejorar la productividad y la exactitud, ademds de optimizar sus flujos de trabajo,

lo que en Ulfima instancia se fraduce en una mayor productividad y mejores resultados en

el laboratorio.
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