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Kurzfassung

Als Erlauterung und in Erganzung zur DKD-Richtlinie DKD-R 8-1 wird die Wirkungsweise der
wichtigsten EinflussgroRen auf die Messunsicherheit von Kolbenhubpipetten mit Luftpolster
dargelegt.

Die thermodynamische Beschreibung des Pipettiervorgangs erméglicht die ldentifizierung
von drei systembedingten EinflussgroRen: 1) Temperaturdifferenzen zwischen Medium, Luft
und Pipette, 2) dullere Luftfeuchte und 3) Luftdruck. Fir die Luftdruckabhangigkeit und den
zugehdrigen Sensitivitatskoeffizient werden Formeln entwickelt.

Fur die Sensitivitatskoeffizienten aus 1) und 2) wurden empirisch ermittelte Werte ange-
geben.

Weitere Behandlung erfahren Gerate- und Systemeinflisse wie Neigungswinkel, Wartezeit,
Pipettierrhythmus, Eintauchtiefe, Betatigungskraft, Reproduzierbarkeit des Kolbenhubs,
Zahlwerkhysterese, Handwarme. Deren Einfluss wird quantitativ eingeschatzt.

Hinzu treten noch die Wiederholstandardabweichung und die Unsicherheit der gravimetri-
schen Messmethode. Fur die identifizierten EinflussgroRen wird eine Modellgleichung der
Messunsicherheit ermittelt.

1. Funktionsprinzip der Kolbenhubpipette mit Luftpolster

Die Kolbenhubpipette mit Luftpolster ist in Bezug auf ihre Bauart in der ISO 8655, Teil 2
definiert und wird gegen die direkt verdrangende Kolbenhubpipette abgegrenzt. Funktionell
stellt die direkt verdrangende Kolbenhubpipette den Grenzfall einer solchen mit Luftpolster
dar, bei der die GroRe des Luftpolsters annahernd gegen Null geht. Da die noch zu
besprechenden systembedingten Einflussgroen (Kapitel 2) unmittelbar oder mittelbar Gber
das Luftpolster einwirken, treten diese bei direkt verdrangenden Kolbenhubpipetten nicht auf.
Daher unterscheidet sich die Messunsicherheitsberechnung bei Kolbenhubpipetten mit
Luftpolster in den wesentlichen Teilen véllig von der bei direkt verdrangenden Kolbenhub-
pipetten.

Anmerkung:
Unter ,Pipette” ist im Folgenden immer die Kolbenhubpipette mit Luftpolster gemeint.
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1.1 Beschreibung der Funktion

Der gegen den Schaft gleitend abgedichtete Kolben wird zunachst in die untere Position
(1. Druckpunkt) gebracht. Die ins Medium eingetauchte Pipettenspitze fullt sich, wahrend der
Kolben hoch gleitet und seine oberste Position erreicht.

Volumen V5

Druck p.

Volumen nach dem Ansaugen: V7 + Vi

‘T/ Druck nach dem Ansaugen: pi-pn-ps

Abbildung 1: Ansaugvorgang in der Pipette
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Nach Aufsaugen des Mediums und Einhalten der Wartezeit, die bei kleinen und mittleren
Pipetten eine Sekunde, bei grolivolumigen 3 s betragen sollte (s. Tabelle 1, Kapitel 4.4.),
muss die Pipette ruckfrei und anfangs langsam und ohne Berihrung der Gefallwand aus
dem Medium gefiihrt werden. An der Austrittsstelle muss die Wasseroberflache eben sein.
Das Volumen ist bestimmt, wenn die Austrittssaule abreiflt. Lediglich Verdunstung an der
Flissigkeitsoberflache im Bereich der Pipettenspitzenmiindung und beim Ausstol3 in der
Pipettenspitze zurlickbleibendes Medium kénnen dann noch zu einer Verminderung des
abgegebenen Volumens flihren. Rickstande in der Spitze missen jedoch beim Kalibrier-
Medium Wasser stets als Fehlfunktion gewertet werden. Dasselbe gilt fir Tropfen, die an der
Aulenseite der Spitze hangen bleiben. Das Auftreten verlangt den Wechsel der Pipetten-
spitze und/oder den Wechsel des Mediums.

1.2. Thermodynamischer Ansatz

Das Ansaugen der Flissigkeit ist ein dynamischer Vorgang. Naherungsweise lassen sich die
Vorgange im Luftpolster (ohne Storeinflisse) als isotherme Zustandsanderung idealer Gase
beschreiben. Exakt hat man es mit einer polytropen (zwischen isotherm und adiabatisch
liegenden) Zustandsanderung realer Gase zu tun. Zur Beschreibung der Messunsicherheits-
anteile ist diese Naherung ohne Zweifel zu rechtfertigen.

Betrachtet wird nun die Zustandsanderung, die sich vom Moment des Eintauchens an bis
zum Austauchen aus dem Medium ergibt.

Vor dem Eintauchen liegt der atmospharische Luftdruck p. im Luftpolster Vr vor. Im Moment
des Medienabrisses beim Austauchen ist der Druck im System um den hydrostatischen
Druck pw der Flussigkeitssaule und den Binnendruck ps des Meniskus vermindert. Der
Binnendruck ist nach unten gerichtet, wenn Polypropylenspitzen und das Medium Wasser
verwendet werden. Das Luftpolster V¢ wird durch den entstehenden Unterdruck um den
Betrag Vi vergroRert. Vist das in der Spitze befindliche Flissigkeitsvolumen. Dieses ist also
um den Betrag Vw kleiner als das Hubvolumen des Kolbens V. Es gilt V = (Viw - Vw), bzw.
Vv = (Vi - V).

pL'VT:(pL — Dy _ps)'(VT"'VHub_V)- (1)

Der hydrostatische Druck pn des Wassers wird als Produkt aus Dichte des Mediums pw , der
Fallbeschleunigung g und der Steigh6he hw berechnet:

Py =Py & hy
Einsetzen in (1) ergibt:

pL'VT:(pL_pW'g'hW_pS)'(VT"‘VHub_V)- (2)

Gleichung (2) ermdglicht u. a. die Berechnung der Auswirkung einer Luftdruckdnderung
(siehe 2.3.) sowie des Neigungswinkels (4.1.) beim Aufziehen der Flussigkeit und
Anderungen in der Dichte des Mediums und der Fallbeschleunigung u. a. Hierzu l6st man
Gleichung (2) nach dem angesaugten Volumen V auf und erhalt:
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Py & My +p
V=V =Vr- - - > =V = AV | (3)
PL—Pw 8 hy —Ds

Um die Gleichung anzuwenden, missen die Steighdhe hw der Flissigkeit in der Spitze und
das Luftpolstervolumen gemessen werden.

An der Gleichung (3) ist zu sehen, dass das Kolbenhubvolumen Vuu, etwas groer als das
Flissigkeitsvolumen V ist. Diese Differenz Vw entspricht der Dehnung des Luftpolsters,
erzeugt durch den hydrostatischen Druck und den Binnendruck des Mediums.

Eine Reihe wichtiger Storeinflisse kdnnen nun durch zusatzliche Summanden berucksichtigt
werden. Mit der daraus erhaltenen Gleichung (aus [2] und [3], leicht modifiziert) kdnnen die
physikalischen Vorgange beim Pipettieren mit einer Kolbenhubpipette mit Luftpolster
mathematisch beschrieben werden:

co-h + AT
V=V =V P E TS g g (1=S) kot gy + Vel o )
pL_pW'g'hW_pS T

1) Kolbenhubvolumen 2) Dehnung Luftpolster 3) Verdunstung in der Spitze 4) Temperatureffekte

An Oberflache des Mediums gegen das Luftpolster

Pd Dampfdruck des Mediums

S Feuchte- Sattigungsgrad des Luftpolsters (% rel. Luftfeuchte / 100%)
tansw  Ansaug- plus Wartezeit

k Verdunstungsfaktor (Volumen pro Flache, Dampfdruck und Zeit)

Vest Wirksamer Teil des Luftpolsters

AT/T  Relative Temperaturanderung im Luftpolster

Man sieht, dass im dritten und vierten Summanden V7 nicht direkt vorkommt.

Der dritte Summand beschreibt die Einflusse der Verdunstung im Luftpolster wahrend des
Ansaugens. Das verdunstete Medium vergroRert das Luftpolstervolumen Vr und verdrangt
dadurch Medium aus der Spitze (Kapitel 2.2.). Im Fall von Wasser als Medium werden unter
Normalbedingungen aus einem Nanoliter verdunstetem Wasser ca. 1300 Nanoliter Dampf,
also das 1300-fache Volumen.

Der vierte Summand beschreibt den Einfluss von Temperaturanderungen im Luftpolster
wahrend des Ansaugens. Ein Teil des Luftpolsters Ve unterliegt dabei einer relativen
Temperaturanderung AT/T. Diese fuhrt zu einer Volumenanderung im Luftpolster und
dadurch zu einer Anderung des eingesaugten Volumens des Mediums (Kapitel 2.1.).

Da einige dieser GroRen (S, k, Verr, T) nur ungenau bekannt sind, ist eine Berechnung der
Einfliusse nur ndherungsweise moglich. Der Einfluss wird daher experimentell bestimmt.
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2. Systemeinfllisse

Die aus dem thermodynamischen Ansatz resultierenden Einflussgrofien bezeichnet man als
Systemeinflisse. Diese sind: Temperaturdifferenzen, Luftfeuchte und Vorbefeuchten des
Luftpolsters sowie der Luftdruck.

2.1. Temperaturdifferenzen

Zunehmende Temperatur
der Wandungen der
Pipettenspitze. Das
Luftpolster wird beim
Hochgleiten erwarmt.

Abbildung 2: Pipettieren von kaltem Medium

Experimentell hat sich gezeigt, dass das absolute Temperaturniveau nur wenig Auswirkung
auf das Volumen hat (siehe Kapitel 2.4.). Dagegen ist der Einfluss durch Temperatur-
differenzen umso gréRRer. Weicht die Lufttemperatur von der gemeinsamen Temperatur von
Pipette und Wasser ab, so ist der Effekt noch relativ klein. Etwa dreimal so grof} ist er
dagegen, wenn die Temperatur der Pipette von der gemeinsamen Temperatur des Wassers
und der Luft abweicht. Ahnlich groR — und leicht experimentell nachzupriifen — ist der Effekt,
wenn die Wassertemperatur von der gemeinsamen Temperatur von Luft und Pipette
abweicht. Siehe hierzu besonders [2].
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Fur den letzten Fall folgende Erklarung im Detail (siehe Abbildung 2):

Das Medium sei kihler gegeniiber der gemeinsamen Temperatur der Pipette und der Luft.
Beim Pipettieren bzw. Vorbefeuchten kihlt sich die Pipettenspitze im medienberiihrenden
Teil ab.

Um Medium anzusaugen, wird der Kolben zunachst nach unten gefahren. Dann erfolgt
Eintauchen. Die Luft wird im abgekUhlten Teil im Inneren der Pipettenspitze wahrenddessen
kalter. Beim darauf folgenden Fullen der Pipettenspitze verlagert sich das Luftpolster in
weiter oben liegende Teile der Pipettenspitze, die ihre urspriingliche Temperatur behalten
haben und die Luft erwadrmt sich. Schon eine minimale Temperaturerh6hung fuhrt zu einer
erheblichen Anderung des Luftpolstervolumens. Das angesaugte Volumen an Medium ist
dann um den Betrag der Luftpolsterzunahme vermindert.

Anmerkung: Nach [2] kommt es bei nicht vorbefeuchteten Pipettenspitzen bei der ersten
Ansaugung zu einer Volumenzunahme, da sich das Luftpolster beim Kontakt mit dem
kihleren Medium zusammenzieht und somit mehr Medium in die Spitze gesaugt wird.

Derzeit ergaben die Messungen bei Pipetten mit Nennvolumen 1000 pl und 100 ul einen
Sensitivitatskoeffizienten cmir von ca. 0,22 % Anderung des angesaugten Volumens V pro
1 K Temperaturdifferenz zwischen Wasser und Pipette/Luft. Beim Nennvolumen 10 ul sind
ca. 0,19 % pro 1 K anzusetzen. Bei anderen Pipettengréfien sind die Koeffizienten etwas
verschieden, doch nicht sehr.

Auch durch Handwarmeubertrag kdnnen Temperaturdifferenzen in der Pipette entstehen, die
immer zu einer Abnahme des Volumens fihren. Das Ausmall hangt von der Bauart der
Pipette sowie von der Temperatur, dem Warmeubergang und der GréRe der Hand des
Anwenders ab. Der Handwarmeeinfluss zeigt sich typischerweise in einer Drift der Mess-
werte nach unten und/oder in einer starkeren Absenkung der Volumenwerte beim Nenn-
volumen gegenuber den Teilvolumen. Tritt Handwarmeeinfluss auf, so muss dieser in die
Messunsicherheit mit einbezogen werden.

Die Temperatureffekte wirken in Bezug auf Teilvolumen ndherungsweise proportional zum
aufgenommenen Volumen. Je weniger Luft verschoben wird, desto geringer der Effekt.
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2.2. Luftfeuchte, Vorbefeuchten

Wahrend des Ansaugens verdunstet Flussigkeit von der Oberflache des Mediums ins

=7 Luftpolster hinein. Bereits kleinste verdunstete Mengen flihren zu einem

enormen Verdrangungsvolumen (siehe Kapitel 1.2.).

Der entstandene Dampf verdrangt das Medium wahrend des Ansaugens und
der Wartezeit und flhrt daher zu einer Volumenabnahme.

Je grofRer die Dampfsattigung im Luftpolster, desto weniger kann wahrend des
Ansaugens verdunsten.

Nach dem Abgeben des Mediums lasst man den Kolben in die Ausgangs-
position zurlck gleiten, bevor wieder neu pipettiert wird.

Dadurch gelangt Aufenluft in die Pipette und vermischt sich mit der im
Luftpolster befindlichen Luft.

Somit wird die rel. Luftfeuchte des Luftpolsters stark von der Luftfeuchte der
Umgebungsluft beeinflusst.

Dies bedeutet: hohe Umgebungsluftfeuchte fihrt zu héherem Volumen und um-
gekehrt.

Bei einer Pipette mit Nennvolumen 1000 pl und 100 pl ergibt sich nach
derzeitigen Messungen ein Sensitivitatskoeffizient ¢, von ca. 0,07 % Anderung
des angesaugten Volumens V pro 10 %rH Feuchtednderung. Beim Nenn-
volumen 10 pl sind ca. 0,1 % pro 10 %rH Feuchteanderung anzusetzen.
Entsprechend sind die Auswirkungen, wenn mit einer Pipettenspitze ohne
vorheriges Befeuchten pipettiert wird. Das abgegebene Volumen ist zunachst
deutlich niedriger und steigt wahrend der folgenden Pipettierungen auf einen
Gleichgewichtswert an, der nach 4 bis 5 Pipettierungen erreicht ist. Daher muss
jede neu aufgesetzte Spitze erst 4 bis 5 Mal vorbefeuchtet werden. Dies
geschieht durch 4 bis 5 maliges Pipettieren, wobei das abgegebene Volumen
verworfen wird.

Abbildung 3: Verdampfen des Mediums wahrend des Ansaugens

Anmerkung: Der oft gebrauchte Begriff ,Vorbenetzen® ist nicht zutreffend, da die Pipetten-

spitze nicht benetzt wird, vielmehr erfolgt eine Befeuchtung des Luftpolsters.

Wird die Pipette mit einer geflllten Spitze langere Zeit gelagert, sodass sich das Luftpolster
mit Dampf sattigt, so ist das abgegebene Volumen der darauf folgenden Pipettierung sehr
hoch, dann sinkt es wahrend der folgenden 4 bis 5 Pipettierungen rasch auf den

Gleichgewichtswert ab.

Der Verlauf solcher Wagungen ist aus [2] entnommen:
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Abbildung 4: Einfluss der Luftfeuchtigkeit auf das abgegebene Volumen am Beispiel zweier
Pipettierserien ohne Spitzenwechsel. Beim Start ohne Vorbefeuchten steigen die abge-
gebenen Volumina, beim Start mit besonders lang vorbefeuchteter Spitze fallen die abge-
gebenen Volumina im Verlauf der Serie in Richtung auf einen gemeinsamen
Gleichgewichtswert. Raumtemperatur: 20,2 °C, Wassertemperatur: 19,5 °C. Pipette mit
Nennvolumen 100 pl.

Anmerkungen zum Spitzenwechsel werden in einem eigenen Abschnitt (Kapitel 3)
vorgenommen.

2.3. Luftdruck

Geringerer Luftdruck bewirkt, dass das Luftpolster eine gréRere Kompressibilitat besitzt. Zur
Erzeugung des Unterdruckes, der die Flussigkeitssaule in der Pipettenspitze im Gleichge-
wicht halt, muss das Luftpolster bei niedrigerem Aufendruck mehr gedehnt werden. Das
bedeutet, dass ein kleineres Volumen in die Spitze aufgesogen wird.

Der Effekt ist mit Hilfe von Gleichung (3) errechenbar. Dabei wurde der Binnendruck
gegenluber dem hydrostatischen Druck vernachlassigt. Man erhalt beim Wechsel vom Luft-
druck pLxs an Ort X1 zum Luftdruck p.x. an Ort X2 die Volumendifferenz AV:

1 1
AVz—VT-pW-g-hW-[ - J (5)
Prx2~ Pw g hy Prx1~ Pw -g-hy
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Aus (5) lasst sich durch Differenzieren der Sensitivitatskoeffizient ¢, berechnen:

OAV
apL,Xz

2
1 co-h, d
dpLzVTprhW[ j_dpLzVT.pW g w_. pL :CPL'dpL (6)
Prx2~Pw g hy Pr x> Prx2

Da der hydrostatische Druck gegeniber dem Luftdruck sehr viel kleiner ist, konnte er im
Nenner der Gleichung vernachlassigt werden.

Es zeigt sich, dass sich die Unsicherheit multiplikativ aus dem Luftpolstervolumen, dem
Quotienten aus hydrostatischem Druck und Luftdruck und der relativen Druckanderung
zusammensetzt.

Fir eine Pipette der Groélke 1000 yl bekommt man als Beispiel fir das Nennvolumen
(Steighéhe 50 mm) bei einem Luftdruck von 1008 hPa und einem Luftpolster von 2700 ul
einen Sensitivitatskoeffizienten von c,.= 0,014 pl/hPa.

Fur eine Pipette mit einem Nennvolumen von 100 pl ergeben sich mit den zugehdrigen
typischen Pipettendaten c,. = 0,0012 pyl/hPa und fir eine Pipette mit einem Nennvolumen
von 10 yl cp= 0,0003 pl/hPa.

Durch die Abhangigkeit vom Luftdruck hat auch die Hohenlage des Kalibrierortes einen
Einfluss, wie unmittelbar aus Gleichung (6) hervorgeht, da sich der Luftdruck mit der Héhe
erheblich andert. Siehe hierzu insbesondere [6].

Die Steighthe hw wurde in Gleichung (6) naherungsweise als unabhangig vom Luftdruck
bzw. der H6henlage angenommen, da die Abhangigkeit gering ist und zum Zwecke der
vorgenommenen Unsicherheitsabschatzungen vernachlassigt werden kann.

Mit Hilfe der Gleichung (6) kann eine Korrektur des gemessenen Volumens auf einen
Normdruck (z. B. 1013 hPa, entsprechend Meereshdhe) im Kalibrierschein vorgenommen
werden. Eine Reihe von Grinden sprechen jedoch dagegen, dies zu tun:

Zum einen muss auch dieser Korrektur eine gewisse Unsicherheit zugeordnet werden, d. h.
die Messunsicherheit erhoht sich. Weiter ist es so, dass das Labor des Anwenders und das
Kalibrierlabor haufig auf gleicher oder ahnlicher Hohenlage sind und die Umrechnung auf
einen Normdruck die Vergleichbarkeit eher erschwert.

SchlielRlich bedeutet diese Korrektur einen Nachteil fir Laboratorien, die nicht auf Meeres-
hohe liegen.

Meteorologische Schwankungen des Luftdrucks sollten in der Messunsicherheit berick-
sichtigt werden, da der Beitrag zur Messunsicherheit nicht allzu grof3 ist. Berticksichtigt man
diesen Beitrag nicht, so galte der Kalibrierschein streng nur fir einen bestimmten Luftdruck
und kein Schein ware mit dem anderen unmittelbar vergleichbar.

Die rechnerische Korrektur der Hohenlage sollte beim Anwender aulRerhalb des Kalibrier-
scheines erfolgen, z. B. flr Ringversuche.

Bei elektronischen Pipetten mit Hohenkorrektur soll der eingestellte Wert der Hohenkorrektur
der Hohenlage des Kalibrierlabors entsprechen. Auf dem Kalibrierschein muss angegeben
werden, welcher Korrekturwert bei der Kalibrierung eingestellt war.

Liegen keine spezifischen Daten Uber Steighdhe und Luftpolster vor, so kénnen typischer-
weise fur marktibliche Pipetten folgende maximale Werte fir das Volumen des Luftpolsters
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und die Steighdhe in der Pipettenspitze zur Berechnung des Messunsicherheitsanteils der
meteorologischen Luftdruckschwankungen angenommen werden:

Nennvolumen /ul Steighdhe /mm Luftpolster /ul
>5 000 - 10 000 150 20000
> 1000 -5000 130 10000
> 300-1000 55 3000
>100 - 300 45 1000
>10-100 30 500
1-10 19 100

Tabelle 1: Maximalwerte fir Steighdhe und Luftpolster

Da dies typische maximale Werte sind, muss im Einzelfall geprift werden, ob diese Werte
gerechtfertigt sind.

Die Volumenanderung, die sich bei der Kalibrierung auf verschiedenen Hohenlagen wegen
des jeweiligen Luftdrucks ergibt, kann mit diesen Maximalwerten nicht mit ausreichender
Genauigkeit errechnet werden. Die Werte in Tabelle 1 dienen zur Abschatzung des maxi-
malen Messunsicherheitsbeitrags durch Luftdruckanderungen.

2.4. Absolutes Temperaturniveau

Wenn die Temperaturen von Pipette und Wasser an die Lufttemperatur angeglichen sind, so
konnte bisher experimentell nicht nachgewiesen werden, dass eine Anderung des
gemeinsamen Temperaturniveaus einen Einfluss auf das abgegebene Volumen hat.

Die Warmeausdehnung von Kolben und der Distanz der Hubanschlage fuhrt zu einer
Volumenerhéhung. Aufgrund der verschiedenen Bauarten der Pipetten und der verwendeten
Werkstoffe kann jedoch kein allgemeingultiger Wert angegeben werden.

Im Fall von Kunststoffkolben und einem Kunststoff-Hubmechanismus erhdlt man
typischerweise einen kubischen Ausdehnungskoeffizienten fir das Kolbenverdrangungs-
volumen von ca. 150-107°K~1. Er setzt sich zusammen aus der Ausdehnung des
Kolbenquerschnitts und der Distanz der Hubanschlage. Das entspricht einer Volumenan-
derung von 0,15 % pro 10 K Temperaturanderung.

Durch Anderung des Temperaturniveaus ergibt sich wegen der thermischen Ausdehnung
von Pipettenspitze und Pipettenschaft eine Anderung des Luftpolstervolumens Vi . Bei
héherer Temperatur fuhrt dies zu einer Volumenabnahme, da ein vergroRRertes Luftpolster
erhdhte Kompressibilitat aufweist. Allerdings sinkt auch die Steighdhe des Mediums in der im
Volumen vergrélerten Pipettenspitze, was eine Erhdhung des pipettierten Volumens bewirkt.

Ein weiterer Effekt ist die bei hoherer Temperatur geringer werdende Dichte des Mediums.
Hierdurch ergibt sich eine Erhéhung des Volumens.

Schwierig quantitativ zu erfassen ist die Auswirkung der Temperatur auf den Dampfdruck
des Mediums und die Diffusionskonstante, welche die Diffusionsgeschwindigkeit des
Dampfes im Luftpolster beschreibt. Ein héherer Dampfdruck bewirkt erfahrungsgemaRn eine




Analyse der EinflussgroRen auf die DKD-E 8-2

D K D Kalibrierung von Kolbenhubpipetten mit Ausgabe: 05/2013
Luftpolster Revision: 0

https://doi.org/10.7795/550.20250320 Seite: 16/ 26

Volumenerniedrigung (Alkohole, siehe [2]), da mehr Medium wahrend des Ansaugens und
der Wartezeit verdampft.

In Summe kann wegen des unsicheren Einflusses des Dampfdrucks und der Diffusions-
konstante derzeit noch keine Aussage getroffen werden, welcher Effekt dominiert.

3. Spitzenwechsel

In ISO 8655 Teil 6 ist der Wechsel der Pipettenspitze nach jeder Wagung vorgesehen. Jede
neu aufgesetzte Spitze ist vor der Wagung einmal vorzubefeuchten.

Begrindet wurde dies damit, dass es sich um eine Einmalspitze handelt, in der Regel also
ein Wechsel beim Anwender erfolgt. Aulierdem kdnnten bei langerem Pipettieren Tropfchen
in der Spitze bleiben, was dann einen Wechsel erfordert.

Allerdings stellt der Wechsel der Spitze eine Stérung des Feuchteklimas in der Pipette dar.
Ohne Spitzenwechsel arbeitet eine Pipette stabiler. Qualitats-Pipettenspitzen zeigen auch
nach vielen Pipettierungen keine Ruckstande des Mediums. Daher brauchen sie wahrend
einer Kalibrierung mit 10 Einzelmessungen nicht gewechselt zu werden.

Die Arbeit ohne Spitzenwechsel bei der Kalibrierung bringt dagegen einen groRen Vorteil an
Ergonomie und geringere Messunsicherheit.

Wenn man Spitzenwechsel durchflhrt, so entspricht auch dies nicht dem typischen
Verfahren im Labor. Somit lasst sich gut begrinden, dass die Kalibrierung ohne Spitzen-
wechsel erfolgen soll.

Zunachst ist 4 bis 5 Mal durch Pipettieren vorzubefeuchten, erst danach zu kalibrieren. Falls
eine Pipettenspitze Benetzung, Tropfchen o. a. zeigt, so ist sie zu wechseln. Die neue Spitze
ist dann ebenfalls 4 bis 5 Mal vorzubefeuchten.

4. Handhabungs- und Gerateeinfluss

4.1. Neigungswinkel

Wird die Pipette beim Aufziehen der Flissigkeit nicht exakt senkrecht gehalten, ist das
pipettierte Volumen groRer, da der hydrostatische Druck der Wassersaule proportional dem
Kosinus des Neigungswinkels ist. Die Abweichung von der Vertikalen sollte maximal 10°
betragen.

4.2. Wartezeit

Das Kalibrierverfahren nach ISO 8655 verlangt eine Wartezeit von 1 bis 2 Sekunden
wahrend der die Pipette nach dem Aufziehen des Mediums in diesem verharren soll. Bei
kleineren Pipetten ist eine Sekunde angemessen, bei Pipetten tber 1000 yl Nennvolumen ist
in Abweichung zur ISO 8655 eine langere Wartezeit von 3 Sekunden notwendig, um
sicherzustellen, dass der Ansaugvorgang vollstandig abgeschlossen ist. Bei langerem
Verharren bewirkt die Verdunstung in das Luftpolster eine Abnahme des Volumens. Daher
ist eine mdglichst genaue Einhaltung der Wartezeit nétig.

Die Abweichung von der geforderten Wartezeit ergibt einen Unsicherheitsbeitrag. Als
Erfahrungswert kann man von einer Abweichung von 0,5 Sekunden ausgehen.
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4.3. Pipettierrhythmus

Neben unbeabsichtigten Schwankungen der Wartezeit kann auch der Zeitraum zwischen
Flissigkeitsabgabe und neuem Aufziehen des Mediums variieren. Tritt hier eine
Verzdgerung auf, so wird die im Luftpolster herrschende erhdhte Luftfeuchte nach auflien
dringen und im Luftpolster abnehmen. Durch die geringer gewordene Feuchte im Luftpolster
entsteht bei der folgenden Pipettierung eine Volumenverminderung.

4.4. Eintauchtiefe

Das in der Pipettenspitze verbleibende Volumen stellt sich endgultig bei Abriss der
Flissigkeitssaule ein (Kapitel 1.1.). Zu diesem Zeitpunkt steht die Spitze sogar schon etwas
Uber der Medienoberflache. Daher bestimmt die Eintauchtiefe das Volumen nicht direkt,
jedoch existieren indirekt wirksame Effekte, die zu einem Einfluss fuhren. der jedoch deutlich
unter 0,02 % Richtigkeit pro Millimeter abweichender Eintauchtiefe betragt. Bei Teilvolumen
und kleinen Pipettengréf3en kdnnen aber auch deutlich hdhere Werte auftreten.

Abhangig vom Nennvolumen muss daher eine bestimmte Eintauchtiefe eingehalten werden.

Volumenbereich Eintauchtiefe in mm Wartezeit in s
0,1 pl=14ul 1-2 1
>1 ul—100 pl 2-3 1
> 100ul — 1000 pl 2-4 1
> 1000 ul 3-6 3

Tabelle 2: Eintauchtiefe und Wartezeit

4.5. Betatigungskraft

Die Betatigungskraft gegen den 1. Hubanschlag durch den Bediener unterliegt Schwan-
kungen. Je nach Pipettenkonstruktion fihrt dies zu mehr oder weniger groRen Hubveran-
derungen.

Unterschiede bestehen sowohl zwischen unterschiedlichen Bedienern (siehe [2] und [3]) als
auch bei demselben Bediener zu ganz unterschiedlichen Zeitpunkten.

Auch innerhalb der 10 Einzelwagungen treten Schwankungen der Betatigungskraft auf, die
sich auf die Wiederholstandardabweichung (Kapitel 5) auswirken.

Die Prazision der Hubanschlage in Bezug auf die Kraftabhangigkeit ist pipettenspezifisch
(siehe [2] und [3]). Erfahrungsgemall erreicht gut trainiertes Personal gleichmaRigere
Hubwerte (kleinere Wiederholstandardabweichung) als untrainiertes.

In nachfolgender Grafik (aus [3] entnommen) sieht man die schematische Darstellung des
typischen Kraft-Hub-Verlaufes in einer Pipette.
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Abbildung 5: Typische Kraft-Hub-Charakteristik einer 200 pl-Pipette
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Abbildung 6 aus [2]: Volumenabweichung verursacht durch die individuell unterschiedliche
Betatigungskraft von 4 Probanden mit den zugehdérigen Streubreiten an 4 Pipettentypen mit
Nennvolumen 200 ul. Die Betatigungskraft, die die einzelnen Probanden bei der Betatigung
ausubten, sank in der Reihenfolge von Proband 1 zu Proband 4.

Bei motorbetriebenen Pipetten fallt diese EinflussgréfRe weg.

Insgesamt muss eine Standardmessunsicherheit von mindestens 0,014 % des Nennvolu-
mens eingerechnet werden.

4.6. Reproduzierbarkeit des Kolbenhubes

Auch unabhangig von der Betatigungskraft hat der Hub des Kolbens eine mechanisch
bedingte Unsicherheit. Man rechnet mit einer Reproduzierbarkeit von 0,02 % des Nennvolu-
mens als Standardmessunsicherheit.

Auch Motorpipetten zeigen mechanisch bedingte Schwankungen der Reproduzierbarkeit des
Kolbenhubes. Fir diese liegen noch keine Zahlenwerte auf eine genauere Einhaltung des
Hubes vor.
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Der genannte Wert ist nicht unbedeutend, doch muss man bedenken, dass es sich hier nur
um einen Hubfehler von 2 bis 4 um handelt, der sich schon durch geringe Stéreffekte
ergeben kann.

4.7. Zahlwerkhysterese

Bei variablen mechanischen Pipetten ist der Hub davon abhangig, von welcher Richtung aus
das Zahlwerk eingestellt wurde. Meist ist der Einfluss gering, er kann aber — bei bestimmten
Pipettenmodellen — auch gréRere Werte annehmen. Der Effekt fallt zwar weg, wenn man das
Volumen immer von der gleichen Richtung einstellt. Trotzdem gibt es bei Pipetten mit
variablem Volumen im Gegensatz zu Fixvolumenpipetten einen Volumeneinstellfehler.

4.8 Handwarme

Als weiterer Einfluss ist auch die Handwarme zu bericksichtigen, die individuell vom Prifer
und von der Bauart der Pipette abhangig ist.

Durch die Position des Hubkolbens in der Kolbenhubpipette wirkt sich die Handwarme am
starksten beim Nennvolumen aus. Zur Minimierung der Einflussgréfie ,Handwarme* ist der
direkte Kontakt mit der Pipette so gering und so kurz wie mdglich zu halten. Die Handwarme
bewirkt eine Abnahme des Volumens (zeitliche Drift). Tritt bei einer Kalibrierung ein
Handwarmeeinfluss auf, so ist dieser abzuschatzen und in der Messunsicherheit zu
berucksichtigen.

4.9 Bilanz Handhabungs- und Gerateeinfluss

Insgesamt ergibt sich aus den in 4.1. bis 4.8. beschriebenen Einflussgro3en eine Standard-
Messunsicherheit von ca. 0,04 % bis 0,06 % des Nennvolumens. Den geringeren Wert setzt
man flr Fixvolumenpipetten, den hoheren fiir variable Pipetten an.

5. Wiederholstandardabweichung

Aus der zuféalligen Messabweichung s der in [1] festgelegten 10 Elnzelmessungen ergibt sich
fur den Volumenmittelwert eine Standard-Unsicherheit von uygn = ﬁ.
Die zuféallige Messabweichung s kann aus der entsprechenden Hersteller-Toleranz fur den
Variationskoeffizienten (Coefficient of variation) CV abgeschatzt werden. Aus der Praxis ist
bekannt, dass der gemessene CV bei einer Kalibrierung meist zwischen 1/6 und 1/3 dieser
Toleranz liegt.

~ (i bis é) -CV
Das so erhaltene s ist prozentual auf den Volumenmittelwert der Messung bezogen.

Da Mehrkanalpipetten in aller Regel eine hdhere Toleranzangabe fur den CV haben, ergibt
sich fiur diese ein hdherer Beitrag als bei Einkanalpipetten.
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6. Gravimetrischer Beitrag

Der gravimetrische Beitrag der Messunsicherheit wird nach 1ISO TR 20 461 berechnet
(siehe [4]).

Hinzu tritt die Verdunstung aus dem Wagegefal3, die man fir Pipetten mit Nennvolumen
1000 pI mit 20 pg, fur Nennvolumen 100 pl mit 15 pg und fir Nennvolumen von 10 pl mit
10 ug pro Pipettierung abschéatzt.

Der gravimetrische Beitrag hat zusammen mit dem Verdunstungsfehler im Volumenbereich
um 1000 ul eine Standardunsicherheit von lediglich ugrav= 0,0035%.

Das ist nur ein Bruchteil der Anteile aus den Kapiteln 2 und 4 und ist damit nicht
bestimmend.

7. Modellgleichung fiir die Messunsicherheitsbetrachtung

FUr die Berechnung des Volumens V> zur Bezugstemperatur Twmxo ergibt sich folgende
Modellgleichung (7):

_wm-w)
Pw —Pr

V2o

and

[1—&}(1—;/-(34 ~Tso )+ AVyg + AVt AV + AV + AV, + AV,
G

Der erste und zweite Summand (AWe: Volumenfehler durch die Verdunstung) resultieren
aus der gravimetrischen Messmethode (Kapitel 6), siehe [4].

Die weiteren Summanden resultieren aus den oben beschriebenen Einflussen in den
Kapiteln 2, 4 und 5:

AVwan: Volumenfehler der Wiederholstandardabweichung

AV : Volumenfehler Temperaturdifferenz

AV. Volumenfehler Feuchte

AVpL: Volumenfehler Luftdruck

AVand: Volumenfehler Handhabung und Pipetteneinfluss

y: Temperaturgang y, zusammengesetzt aus den Komponenten aus Kapitel 2.4.

Wenn man die Bezugstemperatur gleich der gemeinsamen Temperatur von
Medium/Pipette/Luft wahlt, dann fallt der y enthaltende Klammerterm weg.

Zur einfacheren Darstellung in diesem Bericht fasst man die in [4] beschriebene
gravimetrische Messunsicherheit formal zusammen zu AVgrav.

I/20 = VS +AVGrav+AVWdh+AVTDif' +AVCD +AVpL +AVHand' (8)

Vs ist das gewahlte Volumen.
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8. Berechnung der Messunsicherheit

Aus Gleichung (8) kann nun nach den Regeln der Fehlerfortpflanzung die Messunsicherheit
fur das Nennvolumen berechnet werden.

Man erhalt fir das Quadrat der kombinierten Standardmessunsicherheit »*> den Ausdruck:
=Vt + V]
u =\\Vs '“Grav) Vs '”Wdh) +

+(CTsz Vs '”TDif(TW _TM))2 +(C<1> Vs Uy ((D))Z +(CPL Vs '”pL(pL))Z +(VS '”Hand)2 .

Anmerkung: die Standardmessunsicherheiten und Sensitivitatskoeffizienten wurden in
Prozent des Nennvolumens angegeben. Daher wurde in den einzelnen Termen immer mit
dem gewahlten Volumen Vs multipliziert.

Bedeutung der Formelzeichen:

u Kombinierte Standardmessunsicherheit

ucray: Standardmessunsicherheit der gravimetrischen Volumenbestimmung
uwgn: Standardmessunsicherheit des Volumenmittelwerts

umi.  Standardmessunsicherheit Temperaturdifferenz Wasser — Pipette/Luft
ug: Standardmessunsicherheit der rel. Raumfeuchte

up:  Standardmessunsicherheit der Luftdruckschwankungen

Unang: Standardmessunsicherheit Handhabung und Pipetteneinfluss

9. Messunsicherheit bei Teilvolumen (Staffelung)

Es gibt Einflussgréfen, die unabhangig vom Volumen sind und einen bestimmten absoluten
Wert haben (z. B. Hubfehler).

Andere EinflussgréfRen sind etwa proportional zum eingestellten Volumen (alle Temperatur-
effekte und Effekte, bei denen die Steighdhe direkt eingeht).

Einflussgrofien, die mit der Feuchte zu tun haben, nehmen eine Zwischenstellung ein.

Aus einer Vielzahl von Messungen ergibt sich, dass als gesamte Messunsicherheit bei 50 %
des Nennvolumens drei Viertel und bei 10 % des Nennvolumens die Halfte des Wertes, der
sich fur das Nennvolumen ergibt, angesetzt werden kann.

10. Angabe der Messunsicherheit

Um die Abhangigkeit der Messunsicherheit uber den ganzen Bereich der Nennvolumen der
Kolbenhubpipetten angemessen zu beschreiben, empfiehlt es sich die Messunsicherheit in
Prozent Richtigkeit bezliglich des Nennvolumens anzugeben und sinnvoll in Volumen-
bereiche aufzuteilen.

Der Grund hierfur ist, dass Uber gewisse Nennvolumenbereiche hinweg prozentual gesehen
ganz ahnliche Messunsicherheiten auftreten. Beispiel: In Anlage A von [5] liegen 0,12 %
Messunsicherheit fir eine Pipette mit festem Volumen 1000 ul vor. Das Budget fir eine
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Pipette mit festem Volumen von 100 pl wirde in etwa den gleichen prozentualen Wert der
Messunsicherheit ergeben.

11. Zusammenfassung

Die Funktion der Kolbenhubpipette mit Luftpolster wurde als thermodynamisches System in
Form einer Gleichung beschrieben. Es konnten folgende systembedingte Einflussgrofien
analysiert werden

- Temperaturdifferenzen zwischen Medium, Pipette und Luft
- Feuchte der Umgebungsluft und Feuchte im Luftpolster
- Luftdruck und damit verbunden die Ortshéhe

Weitere EinflussgrofRen ergeben sich aus Einflissen des Bedieners und/oder der Pipette:

- Neigungswinkel der Pipette

- Wartezeit

- Pipettierrhythmus

- Eintauchtiefe

- Betatigungskraft (fehlt bei motorgetriebenen Pipetten)

- Reproduzierbarkeit des Kolbenhubes

- Zahlwerkhysterese (fehlt bei motorgetriebenen Pipetten und Fixvolumenpipetten)
- Handwarme

Daneben muss die Standardabweichung des Volumenmittelwertes aufgrund der Wiederhol-
standardabweichung der Einzelmessungen berucksichtigt werden.

Die Messunsicherheit, die aus der gravimetrischen Kalibrierung resultiert, ist gegentber den
vorgenannten Einflussen wesentlich geringer.

Fur die Berechnung der Messunsicherheit wurde eine Modellgleichung entwickelt und die
Wirkungen der EinflussgroRen konnten hierin quantifiziert werden.

Fir die Handhabungseinflisse (Bediener und Pipette) wurden auf Messungen basierende
Abschatzungen getroffen und hieraus ein Pauschalwert ermittelt.

Die ermittelten Unsicherheiten begrinden die in den Musterbudgets der Richtlinie DKD-R 8-1
[5] eingesetzten Werte gut.

Daraus ergibt sich die Notwendigkeit, die Umgebungsbedingungen bei einer Kalibrierung zu
Uberwachen und in engen Grenzen zu halten.

Die Berechnungen basieren bereits auf sehr eng gesetzten Toleranzen der Umgebungs-
gréRen. Daher kann die in den Musterbudgets der Richtlinie DKD-R 8-1 [5] resultierende
Messunsicherheit unter normalen Arbeitsbedingungen nicht unterschritten werden.
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14. Formelzeichen

74 Angesaugtes Istvolumen der Pipette

Vo Nennvolumen der Pipette

Vs Gewahltes Volumen der Pipette

Voo Volumen der Pipette bei der Bezugstemperatur 20 °C
Vr Luftpolstervolumen

Vi Volumendehnung des Luftpolsters (durch Wassersaule und Binnendruck)
Vhw  Hubvolumen des Kolbens

Wo Ablesung Waage Tarawert

Wi Ablesung Waage

Pw Dichte Medium

Jole Dichte Kalibriergewichte Waage (8000 kg/m?)

y Temperaturgang des pipettierten Volumens

g Fallbeschleunigung

hw Steighdhe des Mediums in der Pipettenspitze

pL Luftdruck

pLx1  Luftdruck am Ort X1

pLxe  Luftdruck am Ort X2

Pd Dampfdruck des Mediums
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Pn
Ps
Twm
Twmz20
¢
AT/T
An

S
tAnsW
k
Veff

Hydrostatischer Druck des Mediums

Binnendruck des Mediums

Temperatur Pipette

Bezugstemperatur der Pipette (20°C)

Rel. Feuchte der Umgebungsluft

Relative Temperaturdnderung im Luftpolster

Oberflache des Mediums gegen das Luftpolster

Feuchte- Sattigungsgrad des Luftpolsters (% rel. Luftfeuchte / 100 %)
Ansaug- plus Wartezeit

Verdunstungsfaktor (Volumen pro Flache, Dampfdruck und Zeit)
Wirksamer Teil des Luftpolsters

AVwan Volumenfehler der Wiederholstandardabweichung
AVroir  Volumenfehler Temperaturdifferenz

AV
A VpL

Volumenfehler Feuchte
Volumenfehler Luftdruck

AVhana Volumenfehler Handhabung und Pipetteneinfluss
AWerq Volumenfehler durch die Verdunstung
AVerav Volumenfehler der gravimetrischen Volumenbestimmung

S
cv
R
CDif
Cs
CpL

u
UGrav
Uwdh
Urpit
Ug
UpL
UHand

Zufallige Messabweichung

Variationskoeffizient

Richtigkeit (prozentuale Abweichung des Volumens vom Sollwert in Prozent)
Sensitivitatskoeffizient flr den Einfluss der Temperaturdifferenz
Sensitivitatskoeffizient fir den Einfluss der Luftfeuchte
Sensitivitatskoeffizient flr den Einfluss des Luftdrucks

Kombinierte Standardmessunsicherheit

Standardmessunsicherheit der gravimetrischen Volumenbestimmung
Standardmessunsicherheit des Volumenmittelwerts
Standardmessunsicherheit Temperaturdifferenz Wasser — Pipette/Luft
Standardmessunsicherheit der rel. Raumfeuchte
Standardmessunsicherheit der Luftdruckschwankungen
Standardmessunsicherheit Handhabung und Pipetteneinfluss
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