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Resumo

A precisdo e exatiddo da pipetagem sédo fatores chave para o
sucesso dos experimentos em laboratério. O melhor desempenho
de pipetagem ¢é alcancado quando a pipeta e a ponteira se
ajustam perfeitamente entre si, e quando a ponteira usada ¢ ideal
para o liquido que esta sendo transferido.

Na pipetagem de liquidos com baixa tenséo superficial (por
exemplo solugdes detergentes), estes tendem a deixar uma
pelicula de liquido na superficie interna das ponteiras de pipeta
padréo de polipropileno, resultando em inconsisténcia e
inexatiddo da pipetagem, assim como na perda de volume de
amostras valiosas.

Diversas tecnologias estdo sendo utilizadas para modificar as
ponteiras de pipeta padrdo e solucionar este problema. Esta nota
de aplicacdo descreve uma comparagao das ponteiras de baixa
retencdo de varios fabricantes ao manipular liquidos que contém
detergentes. Os resultados mostram que as ponteiras de baixa
retencdo da Sartorius asseguram uma recuperacdo quase total da
amostra na pipetagem de liquidos de baixa tensédo superficial.
Quando comparadas com outras ponteiras de baixa retencio de
diversos fabricantes, a ponteiras da Sartorius garantem a melhor
recuperacdo de amostra e a melhor resisténcia quimica.

Introducéo

Em muitas aplicacdes de biologia molecular, a alta sensibilidade
dos métodos de deteccdo requerem extrema confiabilidade e
reprodutibilidade da pipetagem. Nos métodos de analise de DNA e
proteinas, os reagentes e/ou as amostras frequentemente contém
detergentes.

A pipetagem de liquidos que contém detergentes usando
ponteiras de pipeta padrdo pode ser problematica.
Frequentemente residuos de liquido permanecem na ponteira
devido as diferencas das energias de superficie entre a amostra e a
ponteira de plastico da pipeta. As vezes invisivel, esta pelicula na
superficie interna da ponteira causa imprecisdo da pipetagem, e
uma perda de amostras valiosas ou reagentes caros.

A Sartorius utilizou uma tecnologia avancada para criar uma
superficie extremamente hidrofdbica, contudo duravel, para suas
ponteiras de baixa retencdo. Esta caracteristica ajuda os usuarios
a reduzir claramente a quantidade de residuos na ponteira ao

manipular detergentes ou outros liquidos de baixa tensio

superficial. A melhor reprodutibilidade da pipetagem é

especialmente benéfica em aplicacdes sensiveis, como PCR ou PCR

em tempo real.

Nesta nota de aplicacéo nos:

1. comparamos diversas ponteiras de pipeta com caracteristica de
baixa retencédo na pipetagem de solucdes detergentes comuns
usadas nos laboratorios de biologia molecular.

2. mostramos os resultados de um teste que comparou as
resisténcias quimicas das ponteiras de baixa retencdo de varios
fabricantes.

Materiais e métodos do teste

Materiais

— Ponteiras padréo e de baixa retencéo Sartorius Optift e
SafetySpaceTM: 120 pl, 200 pl, 350 pl, 1000 l

— Pipetas eletrdnicas Sartorius Picus: 5-120 pl, 10-300 l,
50-1000 pl, aspirando em velocidade 4 e dispensando na
velocidade mais lenta, 1

— Pipetas mecanicas Sartorius mLINE®: 20-200 pl, 100-1000 pl

- Solucdes detergentes: Buffer colorido 10X PCR a 0,1% Triton
X-100, 10% Tween 20, 10% SDS (contendo detergentes,
reagente de densidade e corantes marcadores)

— Qutras substancias quimicas: Isopropanol, Acetonitrila, DMF
(dimetilformamida)

— Corante alimentar verde

— Ponteiras de pipeta de baixa retencéo de outros cinco
fabricantes

- Microbalanca Sartorius MC5, Balanca Analitica Sartorius
BP211D

— Espectrofotometro para microplacas de 96 pocos (Biotek)

Método gravimétrico

Os residuos de liquido que permanecem na ponteira de pipeta
apos a dispensacdo foram medidos usando o método gravimétrico.
Um pequeno recipiente de vidro cheio de uma solugdo de teste foi
colocado na balanca e o peso foi zerado. Um volume desejado da
solucdo de teste foi entdo aspirado do recipiente e dispensado de
volta. A leitura da balanca, indicando a quantidade de liquido que
permaneceu na ponteira, foi entdo registrada. Este procedimento
foi repetido para cada solugdo detergente listada acima.

Teste de absorgao

No teste de absorc¢do, uma solucéo de teste colorida (corante
alimentar verde dissolvido em agua destilada) foi usada para
determinar o liquido residual nas ponteiras de pipeta apos a
dispensacédo. O volume nominal maximo da ponteira testada foi
usado para aspirar a solucdo de teste verde. O liquido foi entdo
dispensado diretamente de volta ao seu recipiente. A ponteira
foi entdo enxaguada cinco vezes com agua destilada usando

o volume maximo da ponteira. A absorcéo desta solucéo foi
entdo medida utilizando-se um espectrofotometro (405 nm), e
os resultados foram comparados com o solucéo de referéncia.
A absorc¢do da solugdo de enxague da ponteira corresponde
diretamente a quantidade residual na ponteira.



Teste de resisténcia quimica

1000 pl de solventes: isopropanol, acetonitrila e dimetilformamida
foram aspirados e dispensados 20 vezes cada com uma ponteira
de pipeta de 1000 pl. Em seguida, as ponteiras foram enxaguadas
trés vezes com agua destilada. O efeito deste tratamento sobre

o desempenho das ponteiras de baixa retencao selecionadas foi
analisado com o teste de absorc¢do usando liquido colorido como
solucgdo de teste. O teste foi repetido com 6 ponteiras para cada
solvente. Os resultados das ponteiras quimicamente tratadas
foram comparados com os das ponteiras padrdo nio tratadas e os
das ponteiras de baixa retencdo nao tratadas.

Resultados

Comparacéo dos volumes residuais de liquido

0 desempenho das ponteiras de baixa retencdo de 5 outros
fabricantes foi comparado com o das ponteiras padrao e de baixa
retencdo da Sartorius na pipetagem de solucdes detergente
geralmente usadas.

Com todos os liquidos testados, as ponteiras de baixa retencio
da Sartorius retiveram a menor quantidade residual (Figura

1a). Algumas das ponteiras de baixa retencio dos concorrentes
tiveram um desempenho pior até mesmo que o das ponteiras
padrdo da Sartorius, sugerindo que ha diferencas significativas de
desempenho entre as ponteiras de baixa retencdo disponiveis no
mercado.
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Ponteira de baixa retengio do fabricante E (200 pl)

Figura 1a. Comparacio das quantidades residuais de liquido

Ponteiras de baixa reten¢do de cinco fabricantes foram comparadas com as
ponteiras padrdo e de baixa retencdo da Sartorius na pipetagem de 200 pl
dos seguintes detergentes: 10% Tween 20, 0,1% Triton X-100 e 10% SDS.
Ponteiras de pipeta com volumes de 200 pl, 300 pl e 350 pl (o tamanho
depende da oferta dos fabricantes e da compatibilidade) foram usadas com
a pipeta eletronica Picus 10-300 pl. A quantidade de liquido restante na
ponteira foi medida usando o método gravimétrico de analise descrito no
capitulo de Materiais e Métodos. O teste foi repetido para 10 ponteiras de
cada fabricante.

Em outra experiéncia, um buffer PCR contendo solucado
detergente colorida foi utilizada como solucdo de teste para
comparar a precisao da pipetagem de diversas ponteiras de
baixa retencdo e verificar como o volume da pipetagem afeta

a retencéo de liquido na ponteira. Como mostrado na Figura

1b, as ponteiras de baixa retencdo da Sartorius retiveram a
menor quantidade residual com ambos os volumes. Até mesmo
as ponteiras padrdo da Sartorius retiveram niveis de residuo
semelhantes aos de algumas ponteiras de baixa retencdo dos
concorrentes. O uso das ponteiras de baixa retencdo da Sartorius
resultou em melhor precisdo de pipetagem, confirmando os
beneficios destas ponteiras em uma configuracdo de PCR, por
exemplo. Os dados também mostram que as diferencas na
quantidade de liquido residual entre as ponteiras padrdo e de
baixa retencdo aumentam conforme os volumes pipetados
aumentam. Isto porque o liquido adere a uma area de superficie
maior dentro da ponteira.
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Ponteira Sartorius standard
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retengdo com filtro (120 pl)

Ponteira de baixa retengdo

Sartorius (200 pl)
Ponteira de baixa retengdo
do fabricante V (200 pl)

Ponteira de baixa retengdo

com filtro do Fabricante W
(200 pl)

Ponteira de baixa retengdo
do fabricante X (200 pl)
Ponteira de baixa retengdo
do fabricante Y (200 pl)
Ponteira de baixa retengdo
do fabricante Z (200 pl)

Ponteira Sartorius de baixa

Figura 1b. Comparacéo das quantidades residuais de liquido e da precisdo
de pipetagem entre diversas ponteiras de baixa retencdo. Um buffer PCR
colorido foi usado em 2 volumes.

Ponteiras de baixa retencdo de cinco outros fabricantes foram comparadas
com as ponteiras padrdo e de baixa retencdo da Sartorius (filtrantes e ndo
filtrantes). Ponteiras de pipeta com volumes de 120 l, 200 pl e 300 pl (o
tamanho depende da oferta de cada fabricante e da compatibilidade) foram
usadas com a Sartorius mLINE® 20-200 pl para aspirar e dispensar 20 ul e 120
ul de um buffer PCR colorido. A quantidade de liquido restante na ponteira
foi medida usando o método gravimétrico de analise descrito no capitulo

de Materiais e Métodos. O teste foi repetido para 10 ponteiras de cada
fabricante. As barras de erro mostram os desvios padrao.



Efeito da tensao superficial

0O efeito da tensao superficial do liquido sobre a quantidade
residual deixada na ponteira apds a dispensacéo foi testado
utilizando-se varias concentracdes de isopropanol, o qual
apresenta baixa tensio superficial (23 mN/m) (Figura 2). Quanto
mais forte a concentracdo de isopropanol e menor a tensao
superficial, mais benéfico foi o uso de ponteiras de baixa retencédo
altamente hidrofébicas em vez das ponteiras de pipeta padrio
para minimizar a perda de reagente e a imprecisdo da pipetagem.
Nao foi possivel observar beneficios semelhantes com agua ou
outras solucdes aquosas devido as maiores diferencas das energias
de superficie entre a ponteira de baixa retencdo altamente
hidrofobica e a agua (72 mN/m).
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Figura 2. Efeito da tenséo superficial do liquido sobre a quantidade
residual na ponteira.

1000 pl de varias concentracGes de isopropanol (30%, 40%, 80%) e agua
destilada foram aspirados e dispensados com ponteiras padrio e Optifit de
baixa retengdo da Sartorius (1000 ul) usando a pipeta eletrdnica Sartorius
Picus (1000 ul). O liquido residual nas ponteiras foi medido usando o método
gravimétrico de analise descrito no capitulo de Materiais e Métodos. O teste
foi repetido com 10 ponteiras de cada fabricante.

Resisténcia quimica das ponteiras de baixa retencio

Varias tecnologias estdo sendo utilizadas para criar superficies de
baixa retencéo para ponteiras de pipeta. Os métodos mais estaveis
produzem ponteiras que t€m cobertura completa em termos

de hidrofobia e que ndo apresentam lixiviacdo. Como mostrado
na Figura 3, ha uma discrepancia significativa em termos de
resisténcia quimica nas ponteiras de baixa retencdo testadas. Em
algumas ponteiras dos concorrentes, a caracteristica de baixa
retencdo foi significativamente reduzida apds o tratamento com
os solventes selecionados. O desempenho das ponteiras de baixa
retencdo da Sartorius apos o teste quimico ficou no mesmo nivel
daquelas sem nenhum tratamento quimico, sugerindo que estas
ponteiras sdo inertes e ndo apresentam lixiviacdo. A autoclavagem
das ponteiras de baixa retencdo da Sartorius também néo exerceu
nenhum efeito sobre o desempenho das ponteiras (dados nio
mostrados).
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Figura 3. Comparacdo da resisténcia quimica das ponteiras de pipeta de
baixa retencao.

Ponteiras de baixa retencéo de trés fabricantes foram comparadas com as
ponteiras padrao e de baixa retencdo da Sartorius. O teste de resisténcia
quimica foi executado como descrito no capitulo de Materiais e Métodos
usando ponteiras de pipeta de 1000 ul com a pipeta eletronica Sartorius Picus
(1000 pl). O teste foi repetido para seis ponteiras de cada fabricante.

Discussao

Os resultados dos testes mostram que as ponteiras de baixa
retencdo da Sartorius reduzem claramente o liquido residual na
ponteira ao manipular solucdes detergentes ou outros liquidos
de baixa tensdo superficial. Os dados também sugerem que as
ponteiras de baixa retencdo disponiveis no mercado podem
diferir significativamente em termos de desempenho e tolerancia
as substancias quimicas. Entre as varias ponteiras testadas, as
ponteiras de baixa retencdo da Sartorius garantiram as melhores
recuperacoes de amostra, maior precisao e a melhor resisténcia
quimica.
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