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Volumendosiergerate zur Dosierung von Fliissigkeiten im Mikroliterbereich
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Liste der verwendeten Symbole

Symbol |GroRe

A Absorbanz einer Farbstofflésung

C Konzentration einer Farbstofflosung
d Dicke der Flussigkeitsschicht

la Intensitat der austretenden Strahlung
le Intensitat der einfallenden Strahlung
k Extinktionskoeffizient einer Farbstofflosung
k Erweiterungsfaktor bei Unsicherheitsangaben
Ks Boltzmannkonstante

Ke molarer Extinktionskoeffizient

Ke EiweilRkonzentration

Ks Kochsalzkonzentration

m Masse

Mi Masse eines Teilchens der Art i

N Zahl der Teilchen (Gasmolekiile)

Ni Anzahl der Teilchen der Art i

p Druck

Pi Partialdruck der Gasart i

pL Luftdruck

T absolute Temperatur

t Temperatur in °C

t Lufttemperatur in °C

U erweiterte Messunsicherheit

u Messunsicherheitsbeitrag

Vv Volumen

W Wagewert

Apeivein | Dichteanteil an der Serumdichte
Apnac Dichteanteil an der Serumdichte
ApPrRest Dichteanteil an der Serumdichte

) relative Luftfeuchte

Yo, Dichte

Peestandteile | Dichteanteil an der Serumdichte

Jore Dichte der Gewichtstiicke

oL Dichte der Luft

PSerum Serumdichte

PWasser Wasserdichte
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1 Einleitung

Eine der wichtigsten Fertigkeiten, die der Chemiker beherrschen muss, ist die Dosierung von
Flussigkeiten. Dabei ist vor allem die Fahigkeit zur genauen Abmessung von Flissigkeiten, d.h.

die Bestimmung der Menge, des Volumens oder der Masse, unerlésslich.

In der chemischen Analytik, z.B. bei chromatographischen Untersuchungen, arbeitet man heute
uberwiegend mit Flissigkeitsvolumen im Mikroliterbereich. Solche kleinen VVolumen kénnen
routineméafig in diskreten Verfahren mit Kolbenhubpipetten und Mikroliterspritzen dosiert
werden. Besonders Kolbenhubpipetten sind seit ihrer Einfuhrung im Jahr 1958 in
zunehmendem MaRe wegen ihrer einfachen Bedienung zur Dosierung von Flussigkeiten vor

allem im Volumenbereich 1 pl bis 1000 pl etabliert.

Bei allen Kolbenhubdosiergeraten wird das abzumessende Flissigkeitsvolumen zunéchst durch
das geometrische Volumen des Kolbenhubes bestimmt. Wegen der Wechselwirkung der
Flussigkeit mit dem Gerét und mit der Umgebung des Gerates sind jedoch Korrekturen an dieser
rein geometrischen Betrachtungsweise erforderlich, die umso bedeutender werden, je kleiner
das abgemessene Volumen ist. Physikalische Materialparameter, die diese Wechselwirkung
beeinflussen, sind thermische Ausdehnung, Dampfdruck, Dichte, Viskositat, Grenz- und
Oberflachenspannung. Werden verschiedene Fllssigkeiten dosiert, so kdnnen deren
unterschiedliche Parameter zu Differenzen im dosierten Volumen und auch in der
beizuordnenden Unsicherheit fihren. Eine Kalibrierung der Dosiergerate mit einer bestimmten

Flussigkeit ist darum nicht ohne weiteres flr die Dosierung anderer Flussigkeiten anwendbar.

Fur die Akkreditierung von Referenz- und Kalibrierlaboratorien ist die riuckgefihrte
Kalibrierung der verwendeten Messgerate eine der wichtigsten Anforderungen. Die Frage, ob
mit einer Flussigkeit durchgefiihrte Kalibrierungen auf die Dosierung anderer Flussigkeiten
Ubertragbar ist, veranlasste den Beirat fur Medizinische Messtechnik an der PTB, der PTB die
Einrichtung eines Projekts zur Untersuchung der Ruckfihrbarkeit von Volumenbestimmungen
im Mikroliterbereich zu empfehlen [1]. In der Empfehlung wurde besonderes Gewicht auf die
Untersuchung der Dosierung von Humanserum gelegt. Humanserum ist die wichtigste zu
analysierende Flussigkeit in der medizinischen Analytik und damit wohl in der Analytik eine

der meistdosierten Flissigkeiten Gberhaupt.
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Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich deshalb mit der Frage, ob eine Ubertragbarkeit der
Dosierergebnisse, die mit Wasser erzielt werden, auf andere Flissigkeiten maoglich ist.

Besonderer Schwerpunkt ist dabei die Dosierung von Humanserum.
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2 Stand der Forschung und Normung

2.1  Veroffentlichte Untersuchungen

Obwohl Kolbenhubpipetten seit mehr als 40 Jahren in zunehmendem Male zur Dosierung von
Flussigkeiten vor allem im VVolumenbereich 1 pl bis 1000 pl eingesetzt werden, wurden bisher
nur sehr wenige Untersuchungen Uber diese Gerate durch unabhéngige Institute veroffentlicht.
Bis auf die in der Publikation von Lochner et al. (s.u.) behandelte Fragestellung des Einflusses
verschiedener Flussigkeiten auf das Luftpolster von Luftpolsterpipetten befassten sich alle
veroffentlichten  Untersuchungen mit Wasser als Dosierflissigkeit. Systematische
Untersuchungen zum Dosierverhalten von Kolbenhubpipetten oder Mikroliterspritzen bei der
Dosierung unterschiedlicher Flissigkeiten wurden bisher nicht publiziert.

1978 veroffentlichten R. Belac, W. Gégge, H. Grol3 und W. Ludwig [2] eine Arbeit, in der u.a.
wichtige Hinweise zur richtigen Bedienung einer Kolbenhubpipette gegeben wurden. Als
Prafflussigkeit wurde Wasser verwendet, die Kolbenhuppipetten waren handelstibliche Geréte.
Die Arbeit diente als Grundlage fir die Normen DIN 12650-2 und DIN 12650-6.

1983 veroffentlichte S. Mieke [3] einen Vorschlag zur rechnerunterstitzten gravimetrischen
Pipettenkalibrierung. Das Verfahren ist besonders geeignet, die bei der gravimetrischen
Kalibrierung kleiner Dosiervolumen problematische VVerdunstung von Fliissigkeit wahrend der
Wagung rechnerisch zu erfassen. Dadurch wird eine Kalibrierung von Volumen im Bereich
1l bis 10 uI mit Kleiner Unsicherheit moglich. Mieke erprobte dieses Verfahren an

handelsiiblichen Kolbenhubpipetten mit Wasser als Prifflussigkeit.

Das gravimetrische Messverfahren ist ebenfalls Gegenstand einer Untersuchung von F. Michel,
K. Sommer und F. Spieweck [4]. Die Arbeit ist 1995 erschienen. In ihr wird eine Messapparatur
zur Messung kleiner Flussigkeitsvolumen mit sehr geringer Messunsicherheit beschrieben. Die
Verringerung der Flissigkeitsverdunstung durch den Einsatz einer sogenannten
Verdunstungsfalle zur Erhéhung der Luftfeuchte im Wé&geraum wird beschrieben. Die
Leistungsfahigkeit dieser Apparatur wird mit Messungen zum Einfluss des Abstreifens und der
Gerétetemperatur bei Dosiervolumen kleiner als 50 pl demonstriert. Untersucht wurden

Kolbenhubpipetten mit und ohne Luftpolster mit Wasser als Pruffliissigkeit. Auf der Basis der
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beschriebenen Apparatur [4] wurde die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendete
gravimetrische Messapparatur zur Messung kleiner Flssigkeitsvolumen bei unterschiedlichen

Flussigkeiten aufgebaut.

Eine Untersuchung, in der neben Wasser auch andere Flussigkeiten betrachtet wurden, haben
1996 K.H. Lochner, T. Ballweg und H.-H. Fahrenkrog publiziert [5]. In dieser Arbeit wurde
die Messgenauigkeit von Kolbenhubpipetten mit Luftpolster untersucht. Schwerpunkt war die
Wechselwirkung der Dosierflssigkeit mit dem Luftpolster der Pipette. Fir die Untersuchungen
wurde eigens eine Modellpipette konstruiert, an der der Einfluss zahlreicher Parameter wie
Neigungswinkel, Art der Vorbefeuchtung des Luftpolsters, Luftdruck und Temperatur
experimentell untersucht und mit theoretischen Betrachtungen verglichen wurde. Auch
Beeinflussungen des Luftpolsters und daraus resultierende Abweichungen im dosierten
Volumen, die sich bei Verwendung von verschiedenen Flissigkeiten aufgrund der Unterschiede
in der Dichte und im Dampfdruck der Flissigkeiten ergeben, wurden quantitativ angegeben.
Als Beispiel wurden Werte fiir Methanol (groBer Dampfdruck) und Schwefelséure (groRe

Dichte) genannt.

2.2  Stand der Normung

Die Kolbenhubpipetten werden innerhalb der ISO-Normenreihe 8655 (Teil 2) [6] standardisiert
(diese  Norm ersetzt die auslaufende deutsche Norm: DIN 12650 Teil 2 [7]), fir
Mikroliterspritzen gibt es derzeit keine Norm. In der Normenreihe 8655 wird eine Kalibrierung
der Dosiergerate durch das gravimetrische Prufverfahren (Teil 6 der Norm 1SO 8655 [8]) oder
das photometrische Prufverfahren (Teil 7 der Norm ISO 8655 [9]) vorgeschrieben. Die
entsprechenden auslaufenden deutschen Normen sind DIN 12650 Teil 6 [10] und
DIN 12650 Teil 7 [11]. Die ISO-Normenreihe 8655 wird voraussichtlich 2001 verabschiedet
werden und als deutsche Norm DIN EN ISO 8655 ibernommen.

Als Prifflussigkeit fur das gravimetrische Prufverfahren ist in der Norm ISO 8655 Teil 6
hochreines Wasser vorgeschrieben. Auf die Dosierung anderer Flissigkeiten wird nicht

eingegangen.
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3 Zielstellung fir die Untersuchung

Die zentrale Fragestellung der vorliegenden Untersuchung lautet: ,,Ist eine Kalibrierung, die
Wasser als Kalibrierflussigkeit verwendet, auf die Dosierung anderer Flussigkeiten

itbertragbar?“

Um eine Antwort auf diese Frage geben zu konnen, wurden folgende Ziele fir eine

Untersuchung formuliert:

o Aufbau einer gravimetrischen Normalmessapparatur zur Kalibrierung von Kolben-

hubpipetten und Mikroliterspritzen im Mikroliterbereich

o Ermittlung und quantitative Beschreibung von Effekten, die die gravimetrische

Volumenbestimmung von verschiedenen Flussigkeiten beeinflussen

o Messung der Differenzen im dosierten VVolumen bei der Dosierung verschiedener
Flussigkeiten mit dem Schwerpunkt auf dem Vergleich der Dosierung von Wasser
und Humanserum und Ermittlung der physikalischen Effekte, die diese Differenzen

bewirken

o Entwicklung von Methoden, die zur Kalibrierung von Dosiergerdten eingesetzt

werden konnen, die fir die Dosierung von Humanserum benutzt werden

3.1 Praktische Durchfihrung

o Zu untersuchender Volumenbereich: 0,2 pl bis 50 pl
Die kleinsten mit manuell bedienbaren Kolbenhubpipetten und Mikroliterspritzen
dosierten VVolumen betragen 0,2 pl, in Einzelféallen auch 0,1 pl. 0,2 ul ist deshalb die
untere Grenze flr den zu untersuchenden VVolumenbereich. Es ist zu erwarten, dass
physikalische Wechselwirkungen zwischen Flissigkeit und Gerét mit abnehmendem
Volumen starker sichtbar werden, deshalb ist die Volumenvariation von 50 pl hin zu

kleineren VVolumen aufschlussreich.
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Zu untersuchende Volumendosiergerate: Handelstbliche Kolbenhubpipetten
und Mikroliterspritzen unterschiedlicher Bauart

Die Untersuchung soll ein breites Spektrum unterschiedlicher Geréte abdecken, um
Aussagen treffen zu kdnnen, ob Bauart oder Geratematerial einen Einfluss auf die
Dosierung haben. Um den Messaufwand zu begrenzen, wird von jedem Gerét nur

jeweils ein Exemplar untersucht.

Bedienung der Dosiergerate: praxisnahe manuelle Bedienung

Alle untersuchten Gerate sind manuell zu bedienende Geréte. Bei den Unter-
suchungen werden sie deshalb auch manuell bedient, um maoglichst praxisnah zu
sein. Der Nachteil, dass u.U. sehr geringe Unterschiede im Dosierverhalten durch die
unzureichende Reproduzierbarkeit bei der manuellen Bedienung der Geréate verdeckt

werden, wird in Kauf genommen.

Aufbau einer gravimetrischen Messapparatur zur Bestimmung kleiner
Flussigkeitsvolumen

Als primére Messmethode wird die gravimetrische Methode ausgewahlt. Sie ist die
»Kklassische* Methode zur Bestimmung kleiner Fliissigkeitsvolumen. Bei dieser
Methode wird die Masse des Flussigkeitsvolumens gravimetrisch bestimmt und
mittels der Dichte in Volumen umgerechnet. Die GroRe Volumen wird damit auf die
GroRe Masse zurlickgefihrt. Die Apparatur soll so konzipiert werden, dass sie als

Normalmessapparatur fir Volumen im Mikroliterbereich dienen kann.

Prufung der photometrischen Methode auf ihre Eignung zur Volumenmessung

Eine ebenfalls hdufig angewendete Methode zur Volumenbestimmung basiert auf der
photometrischen Messung der Absorption von Licht in einer Farbstofflésung. Eine
Farbstofflosung mit bekannter Farbstoffkonzentration wird in eine Basisfliissigkeit
bekannten Volumens und bekannter Absorption hineindosiert. Aus der nach der
Dosierung gemessenen Absorption kann die Farbstoffkonzentration des Gemisches
und daraus das Volumen der zudosierten Farbstoffldsung bestimmt werden. Diese

Methode soll mit der gravimetrischen Methode verglichen werden.
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Grundlegende Untersuchungen zur Charakterisierung der gravimetrischen
Methode

Hierunter fallen besonders Untersuchungen zum Einfluss der Verdunstung von
Flussigkeit wéhrend der Messung, Untersuchungen zur Reproduzierbarkeit der
Messergebnisse und die Erstellung eines Messunsicherheitsbudgets fiir die gravi-

metrische Messung.

Untersuchungen zur Dosierung von unterschiedlichen FlUssigkeiten

Zunachst sollen Messungen an einfachen, physikalisch gut bekannten Flussigkeiten
erfolgen. Diese Messungen sollen zeigen, ob es Unterschiede im dosierten VVolumen
gibt. Die Auswahl dieser Flissigkeiten ist in Kapitel 3.2 ausfihrlich begriindet.

Untersuchungen zur Dosierung von Humanserum

Nach den Untersuchungen an ,,einfachen* Fliissigkeiten soll Humanserum unter-
sucht werden. Eine einfache physikalische Beschreibung durch die Angabe von
Dichte, Viskositdt und Oberflachenspannung ist fur die Charakterisierung von
Humanserum mit Blick auf die Dosierbarkeit nicht ausreichend, denn Humanserum
ist als ,,biologische Fliissigkeit sehr komplex. Sie besteht zu mehr als 90 % aus
Wasser, darin geldst sind eine Vielzahl von unterschiedlichen Komponenten. Die
Zusammensetzung kann bei verschiedenen Menschen schwanken, bei Serum von
kranken Menschen konnen die Abweichungen von ,Normalwerten® sehr grof3
werden. Dementsprechend kdnnen auch die physikalischen Stoffparameter von
verschiedenen Humanseren unterschiedlich sein. Hinzu kommen Veranderungen in
der Flissigkeit, die wéahrend der Lagerung durch biochemische Reaktionen hervor-

gerufen werden konnen.

Ersatzflussigkeit, die die Dosierbarkeit von Humanserum modelliert

Die mangelhafte Stabilitst von Humanserum erschwert das Sammeln groRerer
Mengen der Flussigkeit und den Transport in ein anderes Labor zur riickgefihrten
Dichtebestimmung. Dies erschwert den Einsatz von Humanserum selbst als
Kalibrierflussigkeit.

Falls die mit Wasser gewonnenen Kalibrierergebnisse nicht auf Humanserum
Ubertragbar sind, soll deshalb eine andere Flissigkeit gesucht werden, die das

Dosierverhalten von Serum gut modelliert und mit der dann die Kalibrierung der
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Dosiergeréte vorgenommen werden kann.

Wichtigste zusétzliche Kriterien sind dabei: Verfiigbarkeit in genugend grofien

Mengen und ruickgefiihrte Dichteangaben.

3.2

Auswahl der Flussigkeiten

Physikalische Stoffparameter der Flussigkeiten, die die Dosierung beeinflussen kénnen, sind

Viskositat, Oberflachen- und Grenzflachenspannungen (und damit verbunden: Kapillarkrafte),

Dichte und Dampfdruck.

Die vorliegende Untersuchung soll klaren, ob ein Einfluss dieser Stoffparameter auf das

dosierte VVolumen quantitativ bei direktverdrangenden Kolbenhubpipetten und Mikroliter-

spritzen nachweisbar ist. Als Flussigkeiten wurden Wasser, Ethanol und Nonan ausgewahlt.

Wasser dient dabei als Referenzflussigkeit, es reprasentiert zusatzlich die Flussigkeiten mit

grolRer Oberflachenspannung. Ethanol und Nonan haben beide eine sehr kleine Oberflachen-

Tabelle 1. Materialparameter der untersuchten Flissigkeiten

therm.
Fusigi | Temperatun it | YOTE|OAMBE i | puaticne | Operichen
koeffizient

°C kg/m3 /K hPa Pas m2/s mN/m
Wasser 20 998,20 2,12.10* 23 1,00-10°3 1,00-10°® 72,60
Ethanol 20 789,23 1,10-10°3 51 1,20-10°3 1,52-10°¢ 22,40
Nonan 20 718,10 1,08-10° 4.8 7,10-10* 9,90-107 22,85
Humanserum 20 1025,7 ? ? ? ? 56,2

Humanserum 37 ? ? ? 1,12.10°% 1,15-10°¢ ?

12
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spannung und eine geringere Dichte als Wasser. Untereinander unterscheiden sie sich vor allem
durch ihren Dampfdruck, dieser ist bei Ethanol etwa zehnfach groRRer als bei Nonan. Alle drei
Flussigkeiten spannen ein Parameterfeld auf, das die Parameter von Humanserum einschlief3t.
Lediglich die Dichte von Humanserum ist geringfiigig groRer als die von Wasser. Die

wichtigsten physikalischen Materialparameter sind in Tabelle 1 zusammengestellt.

Wie bereits erwéhnt ist jedoch bei Humanserum zu erwarten, dass es sich einer einfachen
Charakterisierung durch die aufgefiihrten physikalischen Eigenschaften entzieht. Chemisch-
biologische Reaktionen mit den Oberflachen der Dosiergerate bedingen mdglicherweise ein
von einer ,,einfachen® Fliissigkeit abweichendes Verhalten. Hier ist besonders die Neigung des
Serums zum ,,Kleben“ zu nennen, die durch Reaktionen von Serumbestandteilen mit

GefaBwandungen hervorgerufen wird.
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4 Gravimetrische Messapparatur

4.1  Theoretische Grundlagen

Als primédre Messmethode zur Bestimmung kleiner Flussigkeitsvolumen dient eine gravi-
metrische Methode. Hierbei wird die Masse der Flissigkeit mit einer Waage bestimmt. Ist die
Dichte der Flissigkeit bekannt, so kann das VVolumen direkt Uber die Beziehung

@1  v="
Y2
bestimmt werden. Dabei beschreibt V das Volumen, m die Masse und p die Dichte der

Flussigkeit. Die Volumenbestimmung ist damit durch eine Massenbestimmung ersetzt, die

Ruckfuhrung der MessgroRe Volumen geschieht auf die SI-Basiseinheit Masse.

Eine Waage misst einen Wagewert W, der mit einer Luftauftriebskorrektion in die Masse m

umgerechnet werden muss.

(4-2) m=Ww 1-p/ps

1—/0,_//0
Hierbei sind p. die Dichte der Luft und pc die Dichte der Gewichtstiicke, mit der die Waage
beschickt wird. (Auch bei modernen elektromagnetischen Waagen wird dieser Bezug des

angezeigten Wagewertes zu aufgelegten Gewichtstiicken beibehalten.)

Somit erfordert die Volumenbestimmung mittels Gravimetrie zusétzlich zur Bestimmung des
Wégewertes der Flussigkeitsmasse noch die Kenntnis der Flussigkeitsdichte, der Luftdichte und

der Dichte der Gewichtstiicke. Die Luftdichte lasst sich mittels der Gleichung

(4-3) pL= ki p + ¢(k2t|_ + ka)
t, +t,
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ausdriicken. Dabei sind fir p. der Luftdruck in hPa, fur ¢ die relative Luftfeuchte in % und fur
tL die Lufttemperatur in °C einzusetzen. Flr die Konstanten ki, ko, ks und tro sind die Werte
ki =0,34844 (kg/m3) - °C/hPa, ko =-0,00252 kg/m3, ks =0,020582 (kg/m°) - °C  und
tLo = 273,15 °C einzusetzen. Die Gleichungen (4-1) bis (4-3) sind ausfuhrlich in [12]
beschrieben.

In Abb. 1 ist die Verknupfung der Messgrolien als Flussdiagramm dargestellt.

Wagewert = Masse Volumen
A
Luftdruck
Luft- L Luftdichte > Luftauftriebs-
temperatur > korrektion
relative
Luftfeuchte
Festwert
Dichte der
Gewichtstticke
8000 kg/m?
Flissigkeits- > Flussigkeits-
temperatur dichte
Abb. 1: Flussdiagramm zur Verknupfung der MessgréR3en, die fiir eine gravimetrische Volumen-

bestimmung erforderlich sind.

In den durch kursive Schrift gekennzeichneten Feldern sind feste Werte eingesetzt, die anstelle
von Messwerten benutzt werden.
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Der Einfluss der relativen Luftfeuchte auf die Luftdichte und damit auf die Luftauftriebs-
korrektion ist so gering, dass fur Volumenbestimmungen im Mikroliterbereich nicht der exakte
Wert ermittelt werden muss. Es kann stattdessen mit einem mittleren Wert gearbeitet werden.
(\Val. hierzu auch die Angaben im Messunsicherheitsbudget und die Ausfiihrungen in Kapitel
4.

Die Dichte p in Abhangigkeit von der Temperatur t kann fur einige Flissigkeiten (z.B. Wasser,
Ethanol) aus Tabellen entnommen oder durch eine Zahlenwertgleichung berechnet werden (vgl.
hierzu ebenfalls [12]). Da diese Daten aber nur fiir wenige Flussigkeiten vorliegen, muss die
Dichte im Allgemeinen flir den Temperaturbereich, in dem die Dosierungen stattfinden sollen,
als Funktion der Temperatur gemessen werden. Weitere Einfllisse, wie die Veranderung der
Dichte durch schwankenden Luftdruck oder durch Ldsung von Luft in der Flussigkeit konnen
vernachlassigt werden, so betragt z.B. der Dichteunterschied zwischen luftgesattigtem und

luftfreiem Wasser bei 20 °C etwa 2-107 kg/m?, also relativ nur 2-10°,

4.2 Beschreibung der gravimetrischen Apparatur

Abb. 2 zeigt die gravimetrische Messapparatur. Die Apparatur ist auf einem an einer massiven
Wand befestigten Wagetisch aufgebaut. Die Waage selbst befindet sich auf einer
schwingungsgedampft gelagerten, vom Waégetisch entkoppelten Steinplatte. Der Laborraum ist

Klimatisiert, die Raumtemperatur ist auf +0,5 °C stabilisiert.
Die aufgebaute Apparatur besteht aus den folgenden Komponenten:

o Komparatorwaage zur Massebestimmung
Auflésung 100 ng, Hochstlast 5 g.
Es besteht die Mdglichkeit zur Befeuchtung der Luft im (geschlossenen)
Wageraum? durch eine “Verdunstungsfalle”.

Der Wigeraum ist wahrend einer Messreihe nur durch eine Offnung im Wageraumdeckel
(Durchmesser 10 mm) zugénglich. Diese Offnung ist mit einem Glasdeckel verschlossen,

! Die (nicht eindeutige) Bezeichnung Wageraum wird in dieser Arbeit fir den geschlossenen Teil der Waage
verwendet, in dem sich der Wégeteller und das Wagegut befinden. Der Geb&udeteil, in dem sich die gesamte
Apparatur befindet, wird als Laborraum bezeichnet.
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Abb. 2: Fotografie der Messapparatur

Links die Waage, bestehend aus Wageteil, Steuerteil und Netzteil. Auf der freien Flache
in der Mitte des Tisches befindet sich das Vorratsgefal3 fur die Flissigkeit, dariber im
Stativ das Dosiergerat. Rechts die Digitalohmmeter fiir die Messung der Thermometer-
widerstande und Messgerate fir Luftdruck und Luftfeuchte. Neben dem Messtisch
befindet sich ein PC zur Datenerfassung.

der nur entfernt wird, wenn eine Pipette oder Mikroliterspritze zur Dosierung in das
Wégegefal eingefiihrt werden muss.

Barometer zur Luftdruckbestimmung

Auflésung 1 mbar

Messgeréat zur Bestimmung von Raumtemperatur und relativer Luftfeuchte
Auflésung 0,1 °C und 0,1 % rel. Feuchte

2 Thermistoren zur Bestimmung der Flissigkeitstemperatur und der Wageraum-
temperatur. Die Messung der Thermistorwiderstande erfolgt mit Digitalohmmetern mit
einer Auflosung von 0,1 Q, dies entspricht einer Temperaturauflésung kleiner als 1 mK

(abhangig von der Temperatur, da die Kennlinie der Thermistoren nichtlinear ist).

Computer zum Einlesen, Aufzeichnen und Verarbeiten der Messdaten
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Abb. 3: a) Handgefertigte Glasgefalie, die als Flussigkeitsvorratsgefal3e und als Wagegefalie

18

dienen
b) Glasgefald mit Kupferring zur thermischen Stabilisierung des Flussigkeitsvorrats-
gefalles. Im Glasgefald der zur Temperaturbestimmung verwendete Thermistor.

GefaRe fur die Flussigkeit

Die Gefale fiir die Aufnahme der Flussigkeit wurden sehr klein gewahlt. Dies geschah
beim Vorratsgefal fur die zu dosierende Flussigkeit mit Hinblick auf Untersuchungen an
Humanserum und beim WagegefalR mit Hinblick auf die geringe Hochstlast der Waage.
Die Gefale sind handgefertigte GlasgefaRe mit einer Leermasse zwischen 1,5 gund 2,5 ¢
und einem Fassungsvermdégen von 3 ml -5 ml Flussigkeit. Es wurden verschiedene
GefaRformen erprobt. Zwei dieser Gefale sind in Abb. 3a gezeigt.

Die kleinen GefaRe reagieren sehr schnell auf Anderungen der Umgebungstemperatur,
die wegen der Anwesenheit des Experimentators unvermeidlich sind. Um das
Vorratsgefall gegen solche Temperaturschwankungen zu stabilisieren, wurde es in einen
massiven Kupferring (Masse 283 g) gestellt. Dieser Kupferring steht zusammen mit dem
Vorratsgefa in einem weiteren Glasgefd? mit Glasdeckel, das zur zusétzlichen
thermischen Entkopplung von der Umgebung dient. Die Anordnung ist in Abb. 3b
gezeigt. Der Glasdeckel verringert zusatzlich die Verdunstung von Flissigkeit aus dem
Vorratsgefal. Damit wird eine Abkuhlung der Flissigkeit durch Verdunstung verhindert.
Bei Flissigkeitsgemischen (in dieser Untersuchung ist Serum als eine solche Flussigkeit
anzusehen) wird damit auch eine Verdunstung der leichtflichtigen Bestandteile und
damit eine Erhohung der Konzentration der schwer verdunstenden Bestandteile

vermieden.
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In Abb. 3b ist auch der Thermistor zur Messung der Flissigkeitstemperatur zu erkennen.
Die Temperatur der Flussigkeit kann mit diesem Fuhler laufend kontrolliert werden. Die
elektrische Leistung des Thermistors betrégt etwa 1 pW, eine Erwarmung der Flissigkeit

durch den Thermistor kann vernachlassigt werden.

4.3 Beschreibung des Dosiervorganges

Die Dosierung der Flussigkeit erfolgt in enger Anlehnung an die in der Norm 1SO 8655 Teil 6

[8] beschriebene Prozedur.

Die Vorratsflussigkeit befindet sich in dem im Kapitel 4.2 beschriebenen Becher innerhalb des
Kupferringes (Abb. 3b). Die Flussigkeit wird mit der Kolbenhubpipette oder Mikroliterspritze
aus diesem Vorratsgefa® aufgenommen. Danach wird die Geratespitze an der Wand des
VorratsgefaRes abgestreift. Die Abstreiflange betragt etwa 10 mm, der Anlegewinkel der Spitze
etwa 30°. Die gefiillte Kolbenhubpipette oder Mikroliterspritze wird dann durch die Offnung
in der Abdeckung des Wageraumes in den Wé&gebecher eingefiihrt und dort unmittelbar
oberhalb des Flissigkeitsspiegels an der Wand angelegt. Dann wird die Flissigkeit tber den
Ausstoimechanismus ausgestoRen und die Spitze des Dosiergerates auf einer Lange von etwa

10 mm an der GefaRwand abgestreift. Der Anlegewinkel betrégt dabei ebenfalls etwa 30°.

Im Wégebecher befindet sich vor der ersten Dosierung eine Flissigkeitsvorlage von etwa
0,5 ml bis 1 ml. Weitere Dosierungen werden hochstens solange hinzugefiigt, bis die nicht von
Flussigkeit bedeckte Wandhohe ein Abstreifen iiber 10 mm nicht mehr zulasst. Die Offnung in
der Abdeckung des Wéageraumes wird nach jeder Dosierung mit einem Deckel verschlossen.
Dieser Deckel wird erst unmittelbar vor der nachfolgenden Dosierung wieder entfernt.

Im Gegensatz zur in der Norm I1SO 8655 Teil 6 [7] beschriebenen Prozedur, die 10 Einzel-
messungen vorsieht, besteht eine Messreihe hier aus 15 Einzeldosierungen. Die Einzel-
dosierungen werden in einem zeitlichen Abstand von je 40 s durchgefiihrt. Die Gesamtmesszeit
betragt 660 s, dieser Wert ist wegen notwendiger VVor- und Nachlaufzeiten etwas groRer als der
Wert von 600 s, der sich aus 15mal 40 s ergibt. Wéhrend dieser Gesamtmesszeit wird alle 0,4 s
die Waagenanzeige aufgezeichnet, es wird also eine Messkurve ,,Wagewert als Funktion der

Zeit“ mit Messpunkten im zeitlichen Abstand von 0,4 s erzeugt. Die Darstellung dieser
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Messkurve zeigt einen treppenformigen Verlauf mit 15 ,, Treppenstufen. Dies ist in Abb. 4
beispielhaft an einer Dosierreine gezeigt, bei der zur besseren Anschaulichkeit auf das

Abstreifen verzichtet wurde.

4.4  Auswertung der Messkurven

Im Anschluss an die Messung wird die Messkurve ,,Wagewert als Funktion der Zeit* ausge-
wertet. Ziel ist die Bestimmung der Hohe der einzelnen Stufen, die ein MaR fur den Wéagewert

der jeweils dosierten Flussigkeit ist.

Die Stufen sind jedoch keine idealen Rechteckstufen, da die Waage eine endliche Ein-
schwingzeit bendtigt, bevor sie nach einer Dosierung auf dem neuen Wert stabilisiert. Die
Einschwingzeit wird verlangert, weil beim Abstreifen der Geratespitze an der Wand des
Wagegefalles am Ende der Dosierung eine Kraft auf die Waage ausgeubt wird, die diese
kurzzeitig stark belastet. Das Waagensignal schwankt deshalb wahrend der Dosierung stark und
gerat teilweise in den Uberlastbereich. Die notwendige Erholung verliangert den
Einschwingvorgang. Die mechanische Belastung der Waage durch die an der Wand des
Wagegefalles anliegende Geréatespitze ist wegen des manuell durchgefuhrten Vorgangs nur
schlecht reproduzierbar, deshalb variiert auch die Einschwingzeit. Zur Verdeutlichung dieses
Effektes sind in Abb. 4 eine Messkurve, bei der wahrend der Dosierung nicht abgestreift wurde,
also nicht nach der tblichen Art dosiert wurde, und in Abb. 5 eine Messkurve, bei der wahrend
der Dosierung abgestreift wurde, gezeigt. Wahrend bei der Messreihe ohne Abstreifen nur kurze
Einschwingvorgénge, die zu Abrundungen der Stufen flihren, zu sehen sind, bewirkt das
Abstreifen die oben beschriebenen sehr starken Ausschlége der Waage. Die Erholungszeit der

Waage ist deshalb deutlich langer.
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Abb. 4:

Abb. 5:

Wagewert

Wagewert

160
. —
Wasser, 10 pl ~
Dosierung ohne Abstreifen ~—
120 —
£
100
.3
80 —
f
ﬁ
! e
20 !
0 f
0 50 100 150 200 250 s 300

Zeit

Wagewert als Funktion der Zeit bei einer 15fachen Dosierung von je 10 ul Wasser ohne
Abstreifen.

Das Zeitintervall zwischen den Einzeldosierungen ist auf 20 s verkiirzt. Die Messpunkte
haben einen zeitlichen Abstand von je 0,4 s.
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Wagewert als Funktion der Zeit bei einer 15fachen Dosierung von je 10 pl Wasser mit
Abstreifen.

Das Zeitintervall zwischen den Einzeldosierungen betragt 40 s. Die Messpunkte haben
einen zeitlichen Abstand von je 0,4 s. Die Streuung der Messwerte unmittelbar nach jeder
Einzeldosierung ist im Text erklart.
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Abb. 6: Ausschnitt aus Abb. 5 mit Anpassgeraden. Die Hohe der senkrechten Abschnitte ist ein

Mal fir den Wagewert der dosierten Fliissigkeit. Deutlich ist die Erholungszeit der
Waage zu sehen, Uber die extrapoliert werden muss.

Da die Masse der dosierten Flissigkeit wéahrend dieser Erholungszeit wegen der nicht vollig
vermeidbaren Verdunstung abgenommen hat, ist eine Extrapolation des Wagewertes auf den

Zeitpunkt der Dosierung erforderlich.

Ein Beispiel flr eine Extrapolation ist in Abb. 6 grafisch dargestellt Die Extrapolation erfolgt,
indem jeweils Geraden an die Wagewerte in den Bereichen mit einer stabilen Anzeige unterhalb
und oberhalb des Dosierzeitpunktes angepasst werden. Diese werden auf den Dosierzeitpunkt
verlangert, die Differenz zwischen den Geraden am Dosierzeitpunkt ist die gesuchte
Stufenhohe, die den Wéagewert der dosierten Flussigkeit wiedergibt. Als Zeitpunkt der
Dosierung gilt der Beginn der Dosierung, also das Anlegen des Dosiergerates an die Wand des
Wadgegefalies. Die Dosierung mit anschliefendem Abstreifen dauert etwa 2 s bis 3 s. Beide
Geraden sind aber nahezu parallel, eine durch eine Verschiebung des ,,Dosierzeitpunktes® um
2's, also um die Dauer der Dosierung, bewirkte Anderung der Stufenhohe kann deshalb
vernachlassigt werden. Dass die lineare Extrapolation eine zulassige Vereinfachung ist, wird in

Kapitel 5.1 néher dargelegt.
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5 Grundlegende Untersuchungen zur Verdunstung

Die Dosierung von Flissigkeit mittels Kolbenhubpipetten und Mikroliterspritzen ist immer mit
der Existenz offener Flissigkeitsoberflachen verbunden. VVon solchen Flussigkeitsoberflachen
aus findet Verdunstung statt. Dieser Prozess beeinflusst und begrenzt die Messgenauigkeit bei

einer Dosierung in dreifacher Weise.
o Durch Verdunstung wird die Masse der Flussigkeit im WagegefaR verringert.

o Die mit der Verdunstung einhergehende Kihlung verringert die Temperatur des

VorratsgefaRes, des WéagegefaRes und auch des Dosiergerates.

o Die verdunstete Flussigkeit verbleibt gasformig in der Luft Gber der Flissigkeits-
oberflache und beeinflusst die Luftdichte, die wiederum in die Luftauftriebskorrektion

eingeht.

5.1  Verdunstung aus Wagegefal3en

Die Verdunstung von Flissigkeit verringert die im Wégegefal befindliche Flissigkeitsmasse.
Der von der Waage angezeigte Wé&gewert ist deshalb nicht stabil, die Anzeige driftet, die

angezeigten Werte mussen auf den Zeitpunkt der Dosierung zuriickextrapoliert werden.

Die Verdunstung von Flissigkeit kann durch eine Erhéhung des Flissigkeitsdampfanteils in
der Luft im Waégeraum verringert werden. Dies geschieht durch eine sogenannte
Verdunstungsfalle, wie sie unten beschrieben ist. Eine weitere Malinahme zur Verringerung der

Verdunstung ist die geeignete Wahl des Wagegefalies.

Die Verdunstung wurde verringert, indem mit einem ringférmigen, flussigkeitsgefullten Gefaf
im Wageraum, einer Verdunstungsfalle, die Luft im Wageraum Kkinstlich mit
Flussigkeitsdampf angereichert wurde. Bei Verwendung von Wasser kann auf diese Weise die
relative Luftfeuchte im Wégeraum durch Anreicherung mit Wasserdampf auf 70 % bis 85 %
erhoht werden. Eine weitere Sattigung ist nicht moglich, weil der Wageraum nicht hermetisch
geschlossen ist und zusétzlich fiir jede neue Dosierung gedffnet werden muss. Bei Verwendung

anderer Dosierflissigkeiten ist die Verdunstungsfalle entsprechend mit dieser Flissigkeit zu
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fullen. Auch hier wird die Sattigung in der Regel nicht erreicht (der Grad der Sattigung kann
nur bei Wasser durch eine einfache Messung mit einem Hygrometer bestimmt werden), eine

deutliche Senkung der Verdunstungsrate ist aber zu beobachten.

Die Bedeutung der Verdunstungsfalle fir die Flissigkeit Wasser kann demonstriert werden,
indem Verdunstungsraten bei verschiedenen relativen Luftfeuchten im Wageraum gemessen
werden. Die im Folgenden genannten Werte wurden an einem Becher gemessen. Bei
geschlossenem Wageraum, aber ohne Verdunstungsfalle, betragt die Verdunstungsrate beim
Dosieren 38-107 g/s. Bei Benutzung einer Verdunstungsfalle und einer damit erreichten
relativen Luftfeuchte von etwa 90 % sinkt dieser Wert auf 6-107g/s. Wenn die
Einfuhrungsoffnung fur die Pipetten in der Wé&geraumabdeckung (ca. 10 mm Durchmesser)
gedffnet wird, steigt die Verdunstungsrate auf 14-107 g/s. Bei vollig entfernter Wéage-
raumabdeckung steigt dieser Wert auf 46-1077 g/s, ist also noch groRer als bei einem Betrieb
ohne Verdunstungsfalle, aber mit geschlossenem Wégeraum. Ursache fir diese starke
VergroRerung ist Konvektion.

Die sicherste MalRnahme zur Verringerung der Verdunstung aus dem WagegefaR ist die
SchlieBung des WagegefaRes durch einen Deckel. Dieser Deckel muss jedoch bei jeder
Dosierung gedffnet und danach wieder geschlossen werden. Durch die damit einhergehenden
manuellen Tatigkeiten im Wageraum und am Wagegefal werden aber Konvektion der Luft und
Temperaturschwankungen erzeugt, die das Wageergebnis verfalschen kdénnen. Léngere
Wartezeiten, die eingehalten werden, um stabile Bedingungen im Wageraum zu erzeugen,
ermoglichen zum einen eine grofRere Nullpunktdrift der Waage und kdnnen auf diesem Wege
ebenfalls zu einer Verfalschung des Wageergebnisses fiihren, zum anderen widersprechen sie
der in der Norm ISO 8655-6 erhobenen Forderung, dass Dosierungen mit einem Zeittakt von

weniger als 60 s durchgefihrt werden sollen.

Auch das Abnehmen des WégegefalRes vom Wageteller wahrend der Dosierungen hat dhnliche
Auswirkungen. Diese Verfalschungen sind bei sehr kleinen Flussigkeitsvolumen nicht mehr zu
vernachlassigen. Bei den vorliegenden Untersuchungen wurde deshalb mit einem offenen, fest

auf dem Wégeteller montierten Wagegefal? gearbeitet.

Einfluss auf die Verdunstungsrate hat auch die Form des Wagegefalies. GefaRe mit kleiner
Offnung haben eine geringere Verdunstungsrate als GefaRe mit groRerer Offnung (dies wird
bereits von Michel et al. [4] flr den Fall, dass die GefaRe in einem Gleichgewichtszustand sind,
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beschrieben). Bei einem Kolben mit langem Hals wird eine kleinere Verdunstungsrate erwartet
als bei einem Becher.

In der vorliegenden Untersuchung wurde zundchst Uberpruft, ob das bei Michel et al. [4]
beschriebene Verhalten auch im Nichtgleichgewichtszustand, wie er bei einer Dosierung wegen
des Offnens des Wageraumes und des Einflihrens eines Dosiergerates vorliegt, weiterhin giltig
ist. Dazu wurde die Verdunstung von Wasser in einem Enghalskolben und in einem Becher,

wie sie in Abb. 3a gezeigt sind, gemessen.

Die im Gleichgewicht gemessene Verdunstungsrate im Enghalskolben betragt 5-102 g/s, beim
Becher betragt dieser Wert 6-107 g/s, ist als 12mal gréRer. Gleichgewichtsbedingungen wurden
erreicht, indem der Wageraum fiir mindestens 20 min geschlossen blieb. Der Wageraum war
bei diesen Messungen mit Luftfeuchte fast gesattigt (rel. Luftfeuchte ca. 90 %). Bei
Dosiervorgéngen wird dieses Gleichgewicht gestort, weil der Wégeraum gedffnet werden
muss, um die Pipette oder Spritze in das Wagegefal? einfihren zu konnen. Dabei findet
Konvektion sowohl durch das Abnehmen des Wageraumverschlusses als auch durch die
Bewegung der Pipette im Wégeraum statt. Dieser Einfluss ist im Hals des Wagekolbens
besonders ausgeprégt. Bei Pipettenspitzen, deren Durchmesser nur geringfiigig kleiner ist als
der Innendurchmesser des Kolbenhalses, wird beim Einfuhren in den Kolben nahezu die
gesamte Luft im Kolbenhals verdrangt und beim Zurlickziehen der Pipettenspitze durch Luft
mit geringerem Séttigungsgrad ersetzt. Die Verdunstungsrate steigt deshalb stark an. Der Effekt
ist beim Wégekolben stirker als beim Wagebecher, bei dem wegen seiner weiten Offnung nur
ein Kkleinerer Bruchteil der im oberen Teil des Wéagegefalies befindlichen Luft ausgetauscht
wird. Die Messergebnisse bestatigen dies. Die gemessenen Verdunstungsraten nach simulierten
Dosiervorgangen stiegen bei beiden WagegefiRen auf den gleichen Wert von 7-107 g/s. Bei
dieser Simulation wurde dabei nur der Ablauf eines Dosiervorganges durchgefuhrt, ohne
Flussigkeit zu dosieren, um zu verhindern, dass die dosierte Flissigkeit das Ergebnis

beeinflusst.

Beim Dosieren sind beide GefaRe also gleichwertig, obwohl der Wégebecher eine etwa
zehnfach groRere Offnung hat als der Wigekolben. Der Wagebecher ist deshalb dem
Wagekolben vorzuziehen, weil die Stérung des Gleichgewichtes durch den Dosiervorgang

wesentlich geringer ist und eine zuverlassigere Messung erwartet werden kann.
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Wegen dieses Ergebnisses wurde fir die weiteren Untersuchungen der Wagebecher verwendet.
Die groRe Offnung des Wagebechers erleichtert dartiber hinaus das Einfiihren der Pipetten und

ein schréges Ansetzen der Pipettenspitze an der GefdBwand zum Abstreifen der Fllssigkeit.

Die Verdunstungsrate hdngt neben diesen technischen Parametern auch von der Temperatur
und vom Dampfdruck der Flissigkeit ab. So betragt die Verdunstungsrate bei Ethanol 2-107 g/s
(Dampfdruck 52 mbar), bei Nonan 2-10° g/s (Dampfdruck 5 mbar). Beide Werte wurden bei
t = 20 °C wéhrend des Dosierens gemessen. Die Dosierung erfolgte in den Wégebecher, es war
keine Verdunstungsfalle eingebaut, der Wageraum wurde unmittelbar nach der Dosierung

geschlossen.

Ein weiterer Effekt vergroRert die Verdunstungsrate zusatzlich. Der Dosiervorgang erfordert
ein Abstreifen der Flissigkeit an der GefaBwand. Hierdurch wird zusatzliche Flussigkeits-
oberflache geschaffen, die Verdunstungsrate ist deshalb gegenuber dem Gleichgewichtszustand

erhoht, solange sich Flussigkeit an der Gefalwand oberhalb der Vorlage befindet.

Die VergrolRerung der Flussigkeitsoberflache wird sowohl von der Oberflachen- und
Grenzflachenspannung der Flussigkeit als auch von der Form der Spitze des Dosiergerétes und
vom Volumen der ausgestoRRenen Flissigkeit beeinflusst. Deshalb ist zu erwarten, dass die
Verdunstungsrate nicht nur fiir verschiedene Flussigkeiten, sondern auch fur verschiedene
Gerdte und flr verschiedene Volumen unterschiedlich ist. Kleinere Volumen und kleinere
Spitzendurchmesser flihren zu kleineren benetzten Gefalwandflachen und damit zu geringerer
Erhéhung der Verdunstungsraten. Die VergroRerung der Flussigkeitsoberflache liegt zwischen
10 % und 50 % der Grundflache (der Querschnittsflache des Wagebechers).

Um den Effekt der Erhéhung der Verdunstungsrate deutlich zeigen zu kénnen, wurde er bei
einer Messung Uberbetont. Als Flissigkeit wurde Ethanol verwendet, weil hier wegen des
hohen Dampfdruckes die Verdunstungsrate besonders groR ist. Die Flussigkeit wurde beim
Dosieren gegen die GefaBwand gespritzt wird, um eine besonders starke VergroRerung der
Flussigkeitsoberflache zu erreichen. Das Ergebnis dieser Demonstrationsmessung ist in Abb. 7
gezeigt. Verglichen wird die Abnahme des Wagewertes, wenn die Flussigkeit direkt in die
Vorlage dosiert wird, ohne die WégegefaBwand zu benetzen, wenn also die Flussigkeits-
oberflache nicht vergréfert wird (rote Punkte und rote Gerade), mit der Abnahme des
Wagewertes, wenn die Flussigkeit beim Dosieren gegen die Gefalwand gespritzt wurde (blaue
Punkte und blaue Gerade).

26 Volumenbestimmung im Mikroliterbereich



Um einen direkten Vergleich zu ermdglichen, sind die beiden Messkurven so gegeneinander
verschoben, dass sie am Ende der Messung ubereinander liegen. Deutlich ist die grofere
Steigung, also groRere Verdunstungsrate, der blauen Kurve zu Beginn der Messung zu sehen,
die nach einiger Zeit in die Steigung der roten Kurve, die die Dosierung ohne Ober-
flachenvergroRerung darstellt, Ubergeht. Die Verdunstungsrate ist hier zu Beginn etwa doppelt
so grofR wie nach 100 s. Von diesem Zeitpunkt ab haben beide Kurve dieselbe Steigung?.

Eine Linearisierung der Kurve, wie sie schon in Abb. 6 gezeigt ist, ist aber fiir kleine Zeiten mit
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Abb. 7: Verdunstung von Ethanol

Die Abbildung vergleicht die Abnahme des Wéagewertes bei einer Dosierung direkt in eine
Flussigkeitsvorlage (ohne VergréRerung der Flussigkeitsoberflache) mit einer Dosierung
gegen die GefalRwand (mit VergrolRerung der Flissigkeitsoberflache).

hinreichender Genauigkeit mdglich, so dass eine Extrapolation der Messwerte auf den
Dosierzeitpunkt ebenfalls moglich ist®. Dies ist in Abb. 7 durch die blaue Gerade gezeigt. Da

die VergroRerung der Flussigkeitsoberflache bei realen Messungen deutlich geringer ist als bei

2 Der bei den Messungen zur Volumenbestimmung verwendete Zeittakt betrug 40 s, wihrend der Messung wird
also fur die Verdunstung kein Gleichgewichtszustand erreicht.

3 Eine direkte Messung zum Zeitpunkt der Dosierung ist wegen der Einschwingzeit der Waage nicht moglich (vgl.
Kapitel 4.4).
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dieser Demonstrationsmessung, ist auch die lineare Extrapolation fir diese Messungen
zuverl&ssiger als bei dem gezeigten Beispiel.

5.2 Einfluss der Verdunstung auf die Temperatur der Vorratsflissigkeit

und des Dosiergerates

Eine der Grol3en, die wahrend einer Messung konstant gehalten werden soll, ist die Temperatur
der beteiligten Komponenten. Dies sind die Vorratsflissigkeit, das Dosiergerat, und die
Flussigkeit im WagegefaR. Eine Anderung der Temperatur fiihrt wegen der thermischen
Ausdehnung zu Anderungen in der Dichte bzw. im Volumen und verandert darum die

Messergebnisse.

Die Messungen werden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die genannten Komponenten
werden deshalb zunéchst genuigend lange (mindestens eine Stunde) im Laborraum gelagert,
damit sie Raumtemperatur annehmen konnen. Alle drei Komponenten haben aber
Flussigkeitsoberflachen in Kontakt mit der Umgebungsluft, von denen aus Verdunstung
stattfindet. Diese Verdunstung ist mit einer Kiuhlung der Komponenten verbunden, deshalb

muss die Verdunstung minimiert werden.

5.2.1 Vorratsflissigkeit

Bei der Vorratsflussigkeit geschieht die Verringerung der Verdunstung, indem der Becher mit
der Flussigkeit mit einem Deckel abgedeckt wird. Dieser Deckel wird nur gedffnet, wenn
Flussigkeit aus dem Becher entnommen wird. Ohne die Ankopplung an den Kupferring wiirde
aufgrund der verbleibenden Restverdunstung trotzdem eine leichte Abkihlung um 0,2 K bis
0,4 K stattfinden. Dem entgegen wirkt eine Erwdrmung, die durch die Korperwarme
(Handwarme) des Bedieners hervorgerufen wird, wenn er die Abdeckung 6ffnet oder schliel3t
und wenn er die Pipette fullt. Diese Erwarmung ist in der GrofRenordnung von 1 K bis 2 K, so
dass als Resultat eine Erwarmung der Vorratsflussigkeit auftritt. Beide Effekte werden durch
die Ankopplung an den Kupferring (vgl. Kapitel 4.2) stark verringert. Dennoch sind
Temperaturdriften wéhrend einer Messung, die ca. 11 min dauert, nicht vollig zu verhindern.
Als Grenzwert wurde bei diesen Untersuchungen eine Erwdrmung von maximal 0,2 K

akzeptiert. Wurde dieser Wert Uberschritten, so wurde die Messung verworfen. Zur
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Vereinfachung wurde die Temperatur der Vorratsflissigkeit nur zu Beginn und nach
Beendigung einer Messung aufgezeichnet. Jeder der 15 Einzeldosierungen einer Messung l&sst
sich durch lineare Interpolation zwischen Anfangs- und Endtemperatur eine Temperatur
zuweisen. Da nicht durch Messergebnisse abgesichert ist, dass die Temperaturdrift zwischen
Anfangs- und Endtemperatur zeitlich konstant ist, wird die maximale Abweichung der Flissig-
keitstemperatur zum Zeitpunkt der Dosierung vom interpolierten Wert als 0,1 K angenommen.

5.2.2  Flussigkeit im Wagegefald

Die Flussigkeit im Wagegefal kuhlt ebenfalls durch Verdunstung ab. Dieser Effekt wirkt sich
aber auf die Bestimmung des dosierten Volumens nur indirekt aus. Die Anderung der
Temperatur der Flussigkeit im Wégegefal hat keinen Einfluss auf ihre Masse, lediglich die
Dichte und damit der Luftauftrieb und die Luftauftriebskorrektion verandern sich®. Dieser
Effekt ist bezogen auf den Wagewert von der GroRenordnung 10° und deshalb vernach-

lassigbar gering.

Eine Anderung der Temperatur des Wageraumes findet durch die Abkiihlung des WagegefaRes
ebenfalls statt, sie wird noch verstarkt von der durch die Verdunstung in der Verdunstungsfalle
hervorgerufene Abkiihlung. Die Temperatur im Wé&geraum wird deshalb direkt gemessen, um
den Einfluss dieser Temperaturveranderungen auf die Luftauftriebskorrektion erfassen zu
kénnen. Die Temperaturdnderung im Wageraum aufgrund der angeflihrten Effekte liegt bei

wenigen Zehntel Kelvin.

5.2.3 Dosiergerat

Durch eine gentigend lange Temperierzeit vor der Messung wird auch die Temperatur des
Dosiergerétes an die Raumtemperatur angeglichen. Der Einfluss der Handwérme auf das Gerét

wahrend der Benutzung wird durch konstruktive MaRnahmen des Herstellers (isolierende

4 Dies ungeachtet der Tatsache, dass die Ursache fiir die Temperaturanderung natiirlich Verdunstung, also
Massenabnahme, ist.
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Kunststoffteile, groRer Abstand zwischen Handgriff und temperaturkritischen Teilen) und
Mafnahmen des Bedieners (Ablegen des Gerates zwischen einzelnen Dosierungen) verringert.

Eine unvermeidliche Abkihlung geschieht aber an der Spitze des Dosiergerétes. Das Dosier-
gerat wird zum Befullen mit der Spitze in Flussigkeit eingetaucht. Beim Herausnehmen aus der
Flussigkeit bleibt trotz des Abstreifens ein dinner Flussigkeitsfilm auf der Aullenseite der
Spitze zuriick, der verdunsten kann. Zusatzlich gibt es an der Offnung der Spitze eine freie
Flussigkeitsoberflache, von der aus ebenfalls Verdunstung stattfindet. Nach dem AusstoRRen der
Flussigkeit ist auch die Innenseite der Spitze, an der ebenfalls ein Flissigkeitsfilm haftet,
betroffen. Diese Verdunstung fuhrt wegen der kleinen Warmekapazitat der Spitzen zu einer
deutlichen Abkuhlung.

Um die GroRe dieses Einflusses zu messen, wurde die Temperatur einer Pipettenspitze durch
ein  Kupfer-Konstantan-Thermoelement bestimmt. Als Testpipette diente eine direkt-
verdréangende Pipette mit 100 pl Nennvolumen. Das Thermoelement wurde so an der Einspann-
stelle der Pipettenspitze in die Spitze eingefuhrt, dass die Kupfer-Konstantan-Kontaktstelle

21,6

MA /
NA /
RR -/
1\ _—

Temperatur der Pipettenspitze

21,1
247 257 267 277 S 287
Zeit
Abb. 8: Temperaturverhalten einer Pipettenspitze nach dem Befilllen mit Wasser und

anschlieBendem AusflieRen der Flissigkeit
Der Einsatz rechts zeigt schematisch die Anordnung des Temperaturfihlers in der
Pipettenspitze
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innerhalb der Spitze nahe der Auslassstelle liegt (s. Schemazeichnung in Abb. 8). Der Kolben
musste dazu entfernt werden, die Spitze ist wegen der Thermoelementleitungen nicht luftdicht
auf die Pipette aufgesteckt. Die Pipette kann deshalb in dieser Konfiguration nicht zum
Dosieren verwendet werden, lasst sich aber wie ein reales System beflllen und entleert sich
wegen des nicht luftdichten Anschlusses selbstéandig. Mit dieser Konfiguration wurden mehrere
Temperaturverldufe aufgezeichnet.

Ein Beispiel fur den Temperaturverlauf bei einer Beflllung und anschlieBenden Entleerung ist
in Abb. 8 gezeigt. Das Thermoelement zeigt zu Beginn der Messung die Temperatur der
Vorratsflussigkeit, in die die Spitze zum Beftillen eingetaucht ist. Nach der Entnahme aus der
Vorratsflussigkeit und dem Auslaufen der Flissigkeit aus der Pipettenspitze nimmt die
Temperatur innerhalb weniger Sekunden stark ab. Die Temperaturerniedrigung betrégt etwa
0,5 K, wenn Wasser als Flussigkeit verwendet wird. Nachdem der fir die Abkuhlung
verantwortliche Wasserfilm verdunstet ist, steigt die Spitzentemperatur langsam wieder an. Im
gezeigten Fall wurde ein realer Dosierzyklus simuliert, deshalb wurde die Spitze nach 35 s
wieder in die Vorratsflissigkeit eingetaucht. Ein Temperaturausgleich auf die Temperatur der

Vorratsflussigkeit erfolgt in 4 s bis 5 s.

Der Abkuhlvorgang der Pipettenspitze ist gut reproduzierbar. In Abb. 9 ist das Temperatur-
verhalten einer Pipettenspitze wahrend eines vollstandiges Messzyklus mit 14 Einzel-
dosierungen gezeigt. Gut erkennbar ist das schnelle Abkihlen um etwa 0,5 K und das lang-
samere Wiedererwdrmen der Pipettenspitze an Luft sowie das anschlieRende schnelle
Erwarmen beim Wiedereintauchen in die Vorratsflissigkeit. Die Unterschiede im Tempera-
turzyklus sind auf unterschiedlich grofle Wasserriickstande nach dem Abstreifen zurlck-
zufiihren. Einige Temperaturabféalle zeigen einen etwas anderen zeitlichen Verlauf und eine
etwas grofiere Temperaturdifferenz. Dies ist besonders ausgeprégt bei der Messzeit 380 s. Diese
Abweichungen sind mdglicherweise auf kleine Wassertropfen zurilickzufuhren, die

unvollstandig abgestreift wurden.
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Abb. 9: Temperaturverhalten einer Pipettenspitze nach dem Befillen mit Wasser und

anschlieBendem AusflieRen der Flussigkeit, Zyklus Uber 14 Einzeldosierungen.

Bei der Verwendung anderer Flissigkeiten kann die Abklhlung durch Verdunstung deutlich
groRer werden als bei Wasser. In Abb. 10 ist ein mit Abb. 9 zu vergleichendes Ergebnis gezeigt,
das mit Ethanol anstelle von Wasser als Flissigkeit erzielt wurde. Das Temperaturverhalten der
Pipettenspitze ist hier grundsatzlich ahnlich dem bei der Verwendung von Wasser, die
einzelnen Abschnitte, die durch eine schnelle Abkihlung, eine langsame Erwarmung und eine
anschlieRende schnelle Erwdarmung gekennzeichnet sind, sind jedoch nicht so stark ausgepréagt.
Wegen der starkeren Verdunstungsrate von Ethanol ist die Temperaturerniedrigung etwa

zehnfach grolRer, sie betragt etwa 5 K.

Die Zeitkonstanten fiir die Abkihlung und Wiederaufwéarmung sowie die GroRe der Abkihlung
hangen natirlich von der Wé&rmekapazitit der verwendeten Pipettenspitze ab. Die hier
gezeigten Werte sind deshalb als Richtwerte zu sehen. Aufgrund der genannten Werte sollte
eine mehrfach benutzte Pipettenspitze mehrere Sekunden in die Vorratsflussigkeit eintauchen,
um deren Temperatur anzunehmen. Die gilt besonders fiir Spitzen von Luftpolsterpipetten, die
ublicherweise vor der eigentlichen Dosierung vorbefeuchtet werden, indem einmal Flissigkeit

eingezogen und anschliellend verworfen wird.
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Bei Luftpolsterpipetten ergibt sich ein zusétzliches Problem. Mit der Spitze kuhlt sich auch das
Luftpolster zumindest im unteren Teil der Spitze ab. Nach dem Wiedereintauchen in die
Vorratsflussigkeit ist das unterkiihlte Luftpolster durch die Flussigkeit von der AuRenluft
abgekoppelt. Bei der folgenden Erwérmung steigt der Druck im Luftpolster, es kann aber wegen
der Abkopplung durch die Flussigkeit keinen Druckausgleich mit der Raumluft geben. Als
Folge wird beim Aufnehmen neuer Flissigkeit zu wenig Flussigkeit angesaugt. Dieser Effekt
tritt zusammen mit der bei Lochner et al. [5] beschriebenen VergrofRerung des
Luftpolstervolumens durch Aufnahme von Flussigkeitsdampf auf und ist experimentell schwer
davon zu trennen. Eine entsprechende Untersuchung konnte im Rahmen der vorliegenden
Arbeit nicht durchgefiihrt werden. Ein Ausweg konnte sein, die Vorbefeuchtungsprozedur
dahingehend zu &ndern, dass zum Vorbefeuchten nicht Flissigkeit in die Pipettenspitze gesogen

wird, sondern mit Dampf gesattigte Luft.
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Abb. 10: Temperaturverhalten einer Pipettenspitze nach dem Befillen und anschlieBendem Aus-

flieBen der Flissigkeit bei der Verwendung von Ethanol, Zyklus tGiber 14 Einzel-
dosierungen.
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5.3  Anderung der Luftdichte durch verdunstende Flissigkeit

Der dritte Einfluss der Verdunstung auf die Ergebnisse betrifft lediglich die Messung mit der
gravimetrischen Methode und deren Auswertung.

Die verdunstende Flussigkeit verandert den Flissigkeitsdampfgehalt der Luft im Wé&geraum.
Als Folge wird die Dichte der Luft und demzufolge der Luftauftrieb beeinflusst. Bei
gleichbleibender Masse wird sich dann der von der Waage angezeigte Wégewert andern (vgl.
Gl. (4-2)).

Um die entsprechend geédnderte Luftauftriebskorrektion durchfiihren zu konnen, ist die
Kenntnis der gednderten Luftdichte erforderlich. Bereits in Kapitel 4.1 wurde ausgefuhrt, dass
der Einfluss der Luftfeuchte auf die Luftauftriebskorrektion vernachléssigbar ist. Durch die

folgende Abschatzung soll gezeigt werden, dass dies auch fiir andere Flussigkeiten gilt.

Dazu soll ein Gasgemisch aus mehreren Gasarten betrachtet werden. Druck, Volumen,
Temperatur und Zahl der Gasmolekiile seien konstant. Die Gasmolekiile sollen nicht

miteinander wechselwirken, das System kann deshalb durch die allgemeine Zustandsgleichung
(5-1) pV = Nk, T

beschrieben werden. Die Masse des Gases im VVolumen V ist durch

(5-2) m=>NM; , N => N;=const
gegeben.

Dabei sind

p Druck

\Y Volumen

N Zahl der Teilchen (Gasmolekiile)

ks Boltzmannkonstante

T absolute Temperatur

m Masse

Ni Anzahl der Teilchen der Art i
Mi Masse eines Teilchens der Art i

Mit (4-1), (5-1) und (5-2) lasst sich fir die Dichte des Gases die Formel
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angeben. p; ist der Partialdruck der Gasarti, p = Z p, = const, B %
i Y

Die Dichte eines Gasgemisches wird also nur von der Summe der Produkte der Partialdriicke
und der Molekilmassen bestimmt, wenn Druck, Volumen und Temperatur konstant sind. Noch
einfacher wird diese Beziehung, wenn das Verhaltnis der Dichten zweier Gasgemische
betrachtet wird.

2 PuM;,

Poast i
(5-4) =
Pcas? Z Pj. M j,2
i

Speziell fur den Vergleich der Dichten von mit Flussigkeitsdampf gesattigter Luft und

Flussigkeitsdampf-freier Luft (im Folgenden als trockene Luft bezeichnet) gilt:

(5_5) _ pLuft,geséttigt _ pDampf M Dampf + pLuftM Luft
rel — -
Luft,trocken pLuft,trockenM Luft
und
(5'6) pLuft,trocken = pDampf + pLuft = const

Fir die anschlieBende Betrachtung werden die Molmassen der Gase verwendet®:
Muurt = 28,8 g (Gemisch aus 80 % Stickstoff und 20 % Sauerstoff)

Mwasser = 16 g

Methanol = 60 g

Mnonan = 128 g

PLuft, trocken(20°C) = 1013 hPa (Normaldruck)

Poampf, wasser(20°C) = 23 hPa (Dampfdruck bei 20 °C)

Ppampf, Ethanol(20°C) = 51 hPa (Dampfdruck bei 20 °C)

Ppampf, Nonan(20°C) = 4,8 hPa (Dampfdruck bei 20 °C)

Die Dichte trockener Luft bei Normalbedingungen (1013 hPa, 20 °C) betrégt nach (4-3)
1,204 kg/m?.

® Da relative GroRen bestimmt werden, kénnen die Einheiten willkiirlich gewahlt werden.

Volumenbestimmung im Mikroliterbereich 35



Vergleich von mit Wasserdampf geséttigter Luft und trockener Luft:

990hPa- 28,89 +23hPa-169 _ ) gaqq
1013hPa- 28,89

Pre (Wasser, 20°C) =

Vergleich von mit Ethanoldampf geséttigter Luft und trockener Luft:

962 hPa - 28,89 +51hPa - 60g

Ethanol,20°C) =
Pra ) 1013hPa - 28,84

=1,0545

Vergleich von mit Nonandampf geséttigter Luft und trockener Luft:

1008,2hPa-28,8g+4,8hPa-128¢

Nonan, 20°C) =
Pra ) 1013hPa - 28,84

=1,0163

Mit Wasserdampf gesattigte Luft hat eine kleinere Dichte als trockene Luft! Grund ist die

geringere Molmasse von Wasser verglichen mit Stickstoff und Sauerstoff.

Die Dichte von mit Ethanoldampf geséttigter Luft ist 5,5 % grofRer als die trockener Luft. Mit
Nonandampf geséttigte Luft hat eine um 1,6 % grol3ere Dichte als trockene Luft.

Einsetzen in die Gleichung (4-2) fir die Luftauftriebskorrektion ergibt folgende Werte

Wasser in trockener Luft: m/W = 1,001057
Wasser in mit Wasserdampf gesattigter Luft: m/W = 1,001046
Ethanol in trockener Luft: m/W = 1,001377
Ethanol in mit Ethanoldampf gesattigter Luft: m/W = 1,001452
Nonan in trockener Luft: m/W = 1,001529
Nonan in mit Nonandampf geséttigter Luft: m/W = 1,001554

Die jeweiligen Unterschiede zwischen den Luftauftriebskorrektionen in ,.trockener* und in mit

dem jeweiligen Dampf geséttigter Luft betragen®:
Abweichung bei Wasser: -1,1-10°

Abweichung bei Ethanol: +7,5-10°

& Absolut und relative Unterschiede sind in diesem Fall gleich, da die Werte sehr nahe bei 1 liegen.
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Abweichung bei Nonan: +2,5-10°

Da in der Praxis keine vollstandige Sattigung der Luft im Wé&geraum mit Flussigkeitsdampf
erreicht werden kann (aus den Erfahrungen mit Wasser kann ein Sattigungsgrad von 70 %

angenommen werden), ist die reale Abweichung entsprechend geringer.

Aufgrund dieser Abschatzungen kann eine Vernachléssigung der Dichteveranderung der Luft
durch verdunstende Fliissigkeit also zu relativen Abweichungen der GréRenordnung 5-107
fihren. Diese Abweichungen sind tolerierbar, sie missen jedoch als Messunsicherheitsbeitrag

in das Messunsicherheitsbudget aufgenommen werden.
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6 Messunsicherheitsbudget fur die Messung eines FlUssig-

keitsvolumens mit der gravimetrischen Messapparatur

Bei der Aufstellung eines Messunsicherheitsbudgets muss unterschieden werden zwischen der
Messunsicherheit, die der gravimetrischen Bestimmung eines sich auf der Waage befindlichen
Flussigkeitsvolumens beizuordnen ist, und der Messunsicherheit, die der Abmessung dieses
Flussigkeitsvolumens durch das Dosiergerdat beizuordnen ist. Ziel beim Aufbau einer
Messapparatur muss sein, die Unsicherheit bei der Volumenbestimmung mit dieser Apparatur
deutlich geringer zu halten, als es die Unsicherheit bei der Dosierung dieses VVolumens mit dem
Dosiergerét ist. Die Messunsicherheit der aufgebauten Normalmessapparatur sollte deshalb ein

Zehntel der in Normen genannten Fehlergrenzen fir die Dosiergerate nicht Gberschreiten.

Das Messunsicherheitsbudget erfasst Unsicherheitsbeitrage, die der Wagung, der Bestimmung
der Luftauftriebskorrektion und der Flussigkeitsdichtebestimmung beigeordnet sind. Der der
Wagung beigeordnete Unsicherheitsbeitrag kann, soweit vorhanden, dem der Waage
beiliegenden Kalibrierschein enthnommen werden. Um einen besseren Vergleich der einzelnen
Unsicherheitsbeitrdge zu ermoglichen, werden hier alle Einzelbeitrdge zur Messunsicherheit

aufgelistet.

Die der Wagung beigeordnete Messunsicherheit setzt sich aus Beitrédgen fiir die Ablesbarkeit
(kleinster Digitalisierungsschritt), die Reproduzierbarkeit, die Nichtlinearitit und die
Empfindlichkeitsdrift zusammen. Moderne Waagen fuhren eine Selbstkalibrierung durch, die
das Wégeergebnis auf eingebaute Kalibriergewichte zurlickfuhrt. Diese kompensiert auch
Einflusse des Ortes, an dem die Waage aufgestellt ist (ortsabhéngige Erdanziehung), und
Einflusse der Umgebungstemperatur (hier bleibt als Unsicherheitsbeitrag die Drift der
Umgebungstemperatur wahrend der Messung). Das Messunsicherheitsbudget enthalt als
Unsicherheitsbeitrag die Kalibrierunsicherheit der Masse dieser Kalibriergewichte.

Eine Wéagung besteht immer aus der Wagung des Wagegefalies vor und nach der Dosierung der
zu messenden Flissigkeit (Tarawégung und Bruttowédgung), also aus zwei Wagungen. Das
Wageergebnis ist die Differenz der Wagewerte dieser beiden Wagungen. Dies gilt auch, wenn
die Tarawagung durch eine Nullpunktseinstellung ersetzt wird, hier wird lediglich der Wert der
Tarawagung von allen weiteren Werten subtrahiert. Deshalb sind bei einer

Messunsicherheitsbetrachtung die Beitrdge flr Reproduzierbarkeit und Ablesbarkeit zweimal
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aufzufihren. Die Empfindlichkeitsdrift umfasst nur die Drift der Umgebungstemperatur
wéhrend der Messung (siehe oben). Die fiir die Waage spezifizierte Nichtlinearitat gilt fir den
Fall, dass bei der Wagung ein grofl3er Teil des Messbereiches der Waage ausgenutzt wird. Ist
die Wagewertdifferenz sehr viel kleiner als der Messbereich der Waage, so wirkt sich eine
Nichtlinearitat auf beide Wéagewerte nahezu gleich aus, wird also durch die Differenzbildung
auch nahezu vollstandig kompensiert. Deshalb kann der Wert fiir die Nichtlinearitat durch einen
im Verhaltnis Wagewertdifferenz zu Messbereich verringerten Wert beschrieben werden, wenn
diese Differenz klein gegen den Messbereich ist. Dies ist bei den vorliegenden Wégungen der
Fall.

Beitrdge zur Messunsicherheit durch die Luftauftriebskorrektion resultieren aus Unsicherheiten
bei der Bestimmung der Lufttemperatur, des Luftdruckes und der relativen Luftfeuchte sowie
aus der Unsicherheit, die der Berechnungsformel fiir die Luftdichte beigeordnet ist. Die
Anderung der Luftdichte durch den Flussigkeitsdampf der dosierten Flissigkeiten wurde in
Kapitel 5.3 abgeschéatzt, die Werte dieser Abschatzung werden nicht in die Luftauftriebs-
korrektion aufgenommen, sondern als Unsicherheitsbeitrage in das Messunsicherheitsbudget

Ubernommen.

Unsicherheitsbeitrdge zur Dichtebestimmung der verwendeten Messfllssigkeit resultieren aus
Unsicherheiten bei der Temperaturbestimmung und aus der Unsicherheit der Gleichung, die die
Abhangigkeit der Dichte von der Temperatur beschreibt. Weitere Einflisse, wie Gasgehalt der
Flussigkeit und Einfluss des Luftdruckes auf die Fllssigkeitsdichte, sind vernachlassigbar

gering (kleiner 5-10%) und werden deshalb nicht beriicksichtigt.

Die in Kapitel 5 dargelegten Einflusse der Verdunstung erfordern einen zusatzlichen Beitrag
im Messunsicherheitsbudget flr die Extrapolation des Wagewertes auf den Zeitpunkt der
Dosierung, die wegen der Abnahme der Flissigkeitsmasse im Wagegefal erforderlich wird.
Der Einfluss der Temperaturanderung aufgrund von Verdunstung im Vorratsgefall wird durch
die Temperaturmessung direkt erfasst. Der Einfluss der Temperaturdanderung im Wagegefal
kann vernachlassigt werden. Der Einfluss der Temperaturdnderung der Pipettenspitzen wirkt
sich nicht auf die Messunsicherheit der Messung mit der gravimetrischen Apparatur aus,
sondern auf das dosierte Volumen, ist also ein Teil des Messergebnisses, nicht ein Beitrag zur

Messunsicherheit der Messung mit der gravimetrischen Apparatur.
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Die Empfindlichkeitskoeffizienten, die die Umrechnung der Messunsicherheiten von den
Einheiten der jeweiligen Messgrof3e in die Einheit fiir das Volumen beschreiben, sind teilweise
selbst volumenabhéngig. Sie enthalten als Parameter auch die Dichte der Flussigkeit, andern
sich also mit der Temperatur und bei einem Wechsel der Flissigkeit. Das Mess-
unsicherheitsbudget ist deshalb nur fur die angegebene Flissigkeit, das angegebene Volumen
und die angegebene Temperatur glltig.

In Tabelle 2 sind beispielhaft das Messunsicherheitsbudget fiir die Messung von 1 pl Wasser
und in Tabelle 3 das Messunsicherheitsbudget fiir die Messung von 50 pl Ethanol dargestellt.
Ein ausfihrliches Messunsicherheitsbudget fir die Messung von 20 pul Wasser mit der
gravimetrischen Messapparatur ist in Anhang 1 dargestellt.

In Abb. 11 sind die erweiterten Messunsicherheiten, die der Messung von Flissigkeitsvolumen
mit der gravimetrischen Apparatur beizuordnen sind, fir Wasser, Nonan und Ethanol im
Volumenbereich zwischen 1 pl und 100 pl zusammengefasst. Die Abbildung zeigt, dass die
Messunsicherheit fur kleine Volumen nahezu konstant ist und erst bei Volumen gréRer als 10 pl
anwéchst. Werte fiir Volumen kleiner 1 pl sind deshalb nicht aufgefiihrt. Die konstante
Unsicherheit bei kleinen VVolumen wird durch die volumenunabhangigen Unsicherheitsbeitrage
hervorgerufen. Bei Wasser und Nonan sind dies vor allem die Unsicherheit in der Reprodu-
zierbarkeit der Waage und die Unsicherheit bei der rechnerischen Kompensation der
Verdunstung. Die Messunsicherheit bei der Volumenbestimmung von Ethanol wird durch die
Unsicherheit bei der rechnerischen Kompensation der Verdunstung beherrscht. Bei groRRen
Volumen trégt auch die Unsicherheit in der Dichtebestimmung deutlich zur Messunsicherheit
bei. Dieser Anteil ist volumenabhéngig, er ist bei Wasser wegen des geringeren
Ausdehnungskoeffizienten geringer als bei den anderen Flissigkeiten. Die Unsicherheit in der
Dichtebestimmung bei Ethanol tragt bei gréReren Volumen stark zur Gesamtunsicherheit bei,
bei 50 ul erreicht sie einen Anteil von 30 %, bei einem Volumen von 100 ul wird bereits ein

Anteil von etwa 50 % erreicht’.

" Dieser Anteil ist als Quadrat des Unsicherheitsbeitrages dividiert durch das Quadrat der Gesamtunsicherheit, also
als Quotient von Varianzen, berechnet.
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Tabelle 2: Messunsicherheitsbudget fur die Messung von 1 pl Wasser

Erweiterte Messunsicherheit: 2,4 nl, Erweiterungsfaktor: 2

Parameter Wert Standardmess- | Sensitivitats- | Unsicherheits-
unsicherheit koeffizient beitrag
Waage VAVb'eSbafkeit far 0,0 kg 289-102kg | -1,010°nl/kg | -29-10°%nl
1
VAVbleSbarkeit fir 0,0 kg 28,9-102kg | 1,0-10° nl/kg 29-10° nl
2
Reproduzier- 0,0 kg 577.10%2kg | -1,0-10° nl/kg -580-102 nl
barkeit fur Wy
Reproduzier- 0,0 kg 577102 kg 1,0-10° nl/kg 580-10°2 nl
barkeit fur W,
Nichtlinearitat far 0,0 kg 23,1-10%2kg | 1,0-10° nl/kg 23-10%nl
W, - Wy
Kalibrierung der 1 577-10° 1,0-10% nl 580-10° nl
internen Gewichte
Empfindlichkeits- 0,0 °C 289-103 °C 1,0-102 nl/°C 290-10 nl
drift
Verdunstungs- 0,0 kg 1,15-10% kg 1,0-10° nl/kg 870-10% nl
korrektur
F|USSngeItS- Temperatur tF 20 OC 57,710_3 OC 21010_3 nl/OC 1210-3 nl
dichte Approximations- | gokg/m: | 577-10%kg/m¢ | -1,0nl-m¥kg |  -5,8-103nl
formel
Luftdlchte Temperatur tL 20°C 57,7'10_3 °C '8,3'10_3 nl/°C '480'10_6 nl
Druck p. 1,013-10% hPa 1,15 hPa 2,1-10% nl/hPa 2,4-103 nl
relative Luft- 70,0 % 11,5 % -180-10°nl/% | -2,1-10%nl
feuchte ¢
Einfluss anderer
Fliissigkeiten auf 1,0 0,0 0,0nl 0,0nl
die Luftdichte
Volumen 1,20nl
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Tabelle 3: Messunsicherheitsbudget fur die Messung von 50 pl Ethanol

Erweiterte Messunsicherheit: 13 nl, Erweiterungsfaktor: 2

42
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Parameter Wert Standardmess- | Sensitivitats- | Unsicherheits-
unsicherheit koeffizient beitrag
Waage VAV?'eSbafkeit far 0,0 kg 289-10%2kg | -1,3-10%nl/kg |  -37-10%nl
VAVbleSbarkeit fir 0,0 kg 28,9-102kg | 1,3-10° nl/kg 37-10% nl
2
Reproduzier- 0,0 kg 577-10%2kg | -1,3-10° nl/kg -730-102 nl
barkeit fur Wy
Reproduzier- 0,0 kg 577102 kg 1,3-10° nl/kg 730-103 nl
barkeit fur W,
Nichtlinearitét fir 0,0 kg 23,1102 kg | 1,3-10° nl/kg 29-10% nl
W, - Wy
Kalibrierung der 0,0°C 289-103 °C 51-10° nl/kg 15-10° nl
internen Gewichte
Empfindlichkeits- 1 577-10°° 51-103 nl 29.103 nl
drift
Verdunstungs- 0,0 kg 5,77-10° kg 1,3-10° nl/kg 4,4 nl
korrektur
Flussigkeits- Temperatur t 20°C 57,7-10° °C -51nl/°C -2,9nl
dichte Approximations- 0,0 kg/m? 57,7-10%kg/m3 | -65 nl-m3/kg -3,7nl
formel
Luftdlchte Temperatur tL 20°C 57,7'10_3 °C '550'10_3 nl/°C '32'10-3 nl
Druck p. 1,013-10% hPa 1,15 hPa 140-103 nl/hPa|  160-10%nl
relative Luft- 70,0 % 11,5 % -12:10%n1/% | -140-103nl
feuchte ¢
Einfluss anderer
die Luftdichte
Volumen 6,65l
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Abb. 11: Erweiterte Messunsicherheit (k = 2) fur die Messung von Flussigkeitsvolumen mit der
gravimetrischen Messapparatur bei ausgewahlten Prufvolumen.
Die Messunsicherheit ist bei Prifvolumen kleiner 10 pl nahezu volumenunabhéngig.

Die der gravimetrischen Bestimmung des Volumens beigeordnete Messunsicherheit ist in

Tabelle 4 mit den in der Norm 8655 Teil 2 spezifizierten Fehlergrenzen verglichen.

Die Tabelle zeigt, dass die zu Anfang dieses Kapitels erhobene Forderung, dass die Mess-
unsicherheit der Messung mit der gravimetrischen Messapparatur ein Zehntel der Fehler-
grenzen nicht tberschreiten soll, fur Wasser deutlich tbertroffen wird. Die Werte fiir Nonan
sind diesen sehr ahnlich und deshalb in der Tabelle nicht aufgefiihrt. Bei Ethanol ist diese
Forderung nicht ganz erfullt. Bei Volumen von 1 pl und 2 pl liegt die Unsicherheit der Messung
mit der gravimetrischen Apparatur bei einem Finftel der Fehlergrenzen. Fir die Fehlergrenze
der systematischen Fehler wird die obige Forderung nach einem Zehntel erst bei 5 pl und
groReren VVolumen erfllt, fur die Fehlergrenze der zufalligen Fehler erst bei Volumen ab 20 pl.
Die Ublicherweise gestellte schwachere Anforderung, dass das VVerhaltnis Messunsicherheit zu
Fehlergrenze ein Drittel nicht Gberschritten werden soll, wird fiir alle Volumen erfiillt.
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Tabelle 4: Vergleich der Messunsicherheiten, die der Messung mit der gravimetrischen
Messapparatur beizuordnen sind, mit der Norm 8655 Teil 28

Prifvolumen | Messunsicherheit (k = 2) Fehlergrenzen flr die
der Messung mit der gravi- Messabweichung nach
metrischen Messapparatur ISO 8655 Teil 2
Wasser Ethanol | systematisch zufallig
1l 2,4nl 9,0nl 50 nl 50 nl
2 ul 2,4nl 9,1nl 80 nl 40 nl
5ul 2,4nl 9,1nl 125 nl 75nl
10 i 2,4nl 9,3nl 120 nl 80 nl
20 pl 2,5nl 9,9nl 200 nl 100 nl
50 pl 2,8 nl 13,0 nl 500 nl 200 nl
100 pl 3,6 nl 22,0 nl 800 nl 300 nl

8 Der Vergleich ist fur Priifvolumen von 0,2 pl nicht durchgefiihrt worden, weil in der Norm fiir dieses Volumen

keine Fehlergrenzen angegeben sind.
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7 Vergleich der Dosierung von Wasser, Ethanol und Nonan

Um die in Kapitel 3 gestellte Frage ,,Ist eine Kalibrierung, die Wasser als Kalibrierflissigkeit
verwendet, auf die Dosierung anderer Fliissigkeiten iibertragbar? beantworten zu kdnnen,
wurden zundchst Messungen mit den Flissigkeiten Wasser, Ethanol und Nonan durchgefiihrt.
Der untersuchte Volumenbereich reichte von 0,2 ul bis 50 ul. Die fir diesen Vergleich
verwendeten Dosiergerate waren handelsibliche direktverdrangende Kolbenhubpipetten (im
Folgenden auch als Direktverdranger bezeichnet) und Mikroliterspritzen verschiedener
Hersteller. Es wurden sowohl Gerédte mit fest eingestelltem Volumen als auch Gerédte mit
variablem Volumen verwendet. Mikroliterspritzen und Kolbenhubpipetten mit variablem
Volumen wurden zum Teil bei mehreren Prifvolumen gemessen, sie wurden dabei in einem

Bereich von 5 % bis 100 % ihres Nennvolumens® eingesetzt.

Die verwendeten Dosiergerate unterschieden sich in ihrer Konstruktion und in den Materialien,
aus denen die Verdrangerkolben und die Zylinder (Zylinder aus Kunststoff werden, besonders

bei Luftpolsterpipetten, als ,,Spitzen* bezeichnet) gefertigt waren. Es wurden

4 Kolbenhubpipetten mit Glaszylinder und Stahlkolben (5 Priifvolumen)

2 Kolbenhubpipetten mit Glaszylinder und Stahlkolben mit zusatzlicher Kunststoff-
dichtung (3 Prufvolumen)

4 Kolbenhubpipetten mit Kunststoffzylinder und Kunststoffkolben (9 Priufvolumen)
und

4 Mikroliterspritzen mit Stahlzylinder und Stahlkolben (4 Priifvolumen)

miteinander verglichen. Soweit mdglich, wurden dabei Gerdte mehrerer Hersteller verwendet.
Wegen der grofRen Zahl der Messungen wurde von jedem Gerétetyp nur jeweils ein Exemplar
untersucht. In den nachfolgenden Abbildungen sind die verschiedenen Typen der direktver-
dréangenden Kolbenhubpipetten als Direktverdranger Glas/Stahl, Direktverdranger Glas/Stahl
mit Kunststoffdichtung und Direktverdranger Kunststoff/Kunststoff bezeichnet. Fir alle Gerate
wurde der Vergleich des dosierten Volumens von Wasser, Ethanol und Nonan durchgefiihrt,
ohne die Pipettenspitzen zu wechseln, um den Einfluss unterschiedlicher Spitzen auf das

Dosierergebnis auszuschliel3en.

® Nennvolumen ist das vom Hersteller angegebene maximal nutzbare Volumen eines Volumendosiergerétes, das
fur die Messung eingestellte Volumen wird in der vorliegenden Arbeit wie in 1SO 8655-6 als Prufvolumen
bezeichnet. Bei Geraten mit fest eingestelltem Volumen sind Nennvolumen und Priifvolumen gleich.
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Fur eine Vergleichsmessung wurden, wie in Kapitel 4.3 und 4.4 beschrieben, jeweils 15
Einzeldosierungen durchgefiihrt und davon die Einzeldosierungen 3 bis 12 ausgewertet und fiir
eine Mittelwertbestimmung und die Bestimmung der Wiederholstandardabweichung
herangezogen. Diese Messungen wurden mit jedem Dosiergerat fiir die genannten Flussigkeiten

durchgefihrt und dann miteinander verglichen.

Beispiele flr diese Dosierungen sind in Abb. 12 bis Abb. 15 (S. 50ff) fur verschiedene Pruf-
volumen gezeigt. In jeder Abbildung sind Dosierungen von Wasser, Ethanol und Nonan
dargestellt. In Abb. 12 ist die Dosierung von 50 pl mit einer 100-pl-Kolbenhubpipette mit
variablem VVolumen gezeigt. Spitze und Kolben sind bei diesem Gerét aus Kunststoff. Abb. 13
zeigt die Dosierung von 10 pl mit einer Fixvolumen-Pipette mit Glaszylinder und Stahlkolben,
Abb. 14 die Dosierung von 1 pl mit einer 20-pl-Pipette mit variablem Volumen, wie bei
Abb. 12 ein System mit Kolben und Spitze aus Kunststoff. In Abb. 15 ist die Dosierung von
0,2 pl mit einer 0,5-pl-Mikroliterspritze mit Metallzylinder und -kolben gezeigt.

Diese Abbildungen zeigen gut die Kapitel 5.1 postulierte Abhangigkeit der VVerdunstungsrate
auch vom Prifvolumen und vom Dosiergerat. Wie dort beschrieben, héngen die
Verdunstungsverluste auer vom Dampfdruck auch von der durch das Abstreifen zusétzlich
erzeugten Oberflache und damit sowohl von der Oberflachenspannung der Flissigkeit als auch
von der Form der Spitze des Dosiergerates und vom Volumen der ausgestolienen Flissigkeit
ab. Deshalb ist die Verdunstungsrate fiir verschiedene Gerate und VVolumen unterschiedlich.
Kleinere Volumen und Kkleinere Spitzendurchmesser fiihren zu Kkleineren benetzten
Gefallwandflachen und damit zu geringerer Erhohung der Verdunstungsraten gegeniiber dem
stationdren Wert, der erreicht wird, wenn sich keine zusatzliche Fliissigkeit mehr an den

GefaRwanden befindet.

Diese Unterschiede treten auch in den in Abb. 12 bis Abb. 15 gezeigten Messungen auf. In
Tabelle 5 sind die aus den Abbildungen ermittelten Verdunstungsverluste fir diese Messungen
aufgelistet. Angegeben sind hier die Flissigkeitsvolumen, die in einem Zeitraum von 40 s, also
im Zeitraum zwischen zwei Dosierungen, verdunsten. In den grau unterlegten Spalten neben
diesen Werten ist vermerkt, ob der Flussigkeitsdampfgehalt der Luft im Wé&geraum durch eine
Verdunstungsfalle erhoht wurde. Dies war bei Wasser immer der Fall, bei Ethanol nur bei
kleinen Prufvolumen. Nonan ist (sehr schwach) toxisch, es wurde deshalb auf die Benutzung

einer Verdunstungsfalle verzichtet.
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Tabelle 5:  Aus dem Wagebecher wéhrend des Zeitraumes zwischen zwei Dosierungen
verdunstetes Flussigkeitsvolumen®®. In den grau unterlegten Spalten ist
aufgefiihrt, ob eine Verdunstungsfalle eingesetzt wurde.

Prouf- Flussigkeit
volumen Verwendung einer Verdunstungsfalle
Wasser Ethanol Nonan
0,2 ul 19nl ja 304 nl ja 76 nl nein
1l 17 nl ja 279 nl ja 72 nl nein
10 i 46 nl ja 720 nl nein 92 nl nein
50 pl 68 nl ja 913 nl nein 139 nl nein

Bei den Prufvolumen 1 pl, 10 pl und 50 pl steigt das verdunstete Flissigkeitsvolumen mit
steigendem Prufvolumen an, wie es erwartet wurde. Bei einem Priifvolumen von 0,2 ul ist es
jedoch groRer als bei einem Prifvolumen von 1 pl. Hier zeigt sich das unterschiedliche
Abstreifverhalten der beiden verwendeten Dosiergeréte. Bei 0,2 pl wurde eine Mikroliterspritze
verwendet, die einen sehr diinnen, flexiblen Stahlzylinder mit sehr kleiner Austrittsoffnung
besitzt. Dieser Stahlzylinder stoRt aber beim Abstreifen nicht starr gegen die GeféBwand,
sondern verbiegt sich und hat deshalb einen sehr kleinen Anlagewinkel und darum
mdoglicherweise ein anderes Abstreifverhalten. Die bei dem Prifvolumen 10 pl verwendete

Kolbenhubpipette hat einen starren Kunststoffzylinder, der sich beim Abstreifen nicht verbiegt.

Obwohl der Dampfdruck und damit die Verdunstungsrate von Nonan sehr gering sind, ist das
verdunstete Volumen grolRer als bei Wasser, dies liegt an der wegen der geringeren

Oberflachenspannung groReren benetzten Flache.

Das unterschiedliche Verdunstungsverhalten fuhrt dazu, dass die vier Abbildungen nicht

,»skalieren“. So liegt die Kurve fiir Ethanol wegen der gro3eren Dichte des Ethanols beim

10 Die durch Verdunstung hervorgerufenen Verluste werden rechnerisch kompensiert, die angegebenen Werte sind
allein also kein MaR fiir die durch Verdunstung hervorgerufenen Messunsicherheitsbeitrége.
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Prafvolumen 50 pl Gber der von Nonan. Beim Prufvolumen 10 pl wirkt sich die hoéhere
Verdunstungsrate bereits so aus, dass beide Kurven sehr nahe beieinander liegen. Bei kleineren
Prifvolumen liegen die Messwerte fur Ethanol unter denen von Nonan. Besonders
bemerkenswert ist die Messung bei dem Prifvolumen 0,2 pl. Bei Ethanol ist das verdunstete
Volumen groler als das zudosierte Volumen, d.h. die Menge an Flissigkeit im Wagegefal
nimmt trotz des Zudosierens ab. Die Verdunstungsrate ist auch nicht zeitlich konstant, die
Kurve weist eine leichte Krimmung auf. Dennoch ist eine Auswertung mit gutem Erfolg
mdoglich, wenn die Verdunstungsverluste gemessen und rechnerisch kompensiert werden. Die
aus der gezeigten Kurve errechneten dosierten Volumen haben einen Variationskoeffizienten

von nur 3 %.

Der Vergleich der dosierten Volumen von Wasser und von Ethanol ist in Abb. 16 und Abb. 17
dargestellt. In diesen Abbildungen ist jeweils die Differenz der aus 10 Einzeldosierungen
gebildeten Mittelwerte zwischen Wasser und Ethanol dargestellt. Da der gemessene
Volumenbereich mehr als zwei Dekaden umfasst, ist zusétzlich zur Differenz in Abb. 16 zum
besseren Vergleich auch die relative Abweichung in Abb. 17 gezeigt. Die ebenfalls
eingezeichneten Messunsicherheitsbalken geben die aus der Wiederholstandardabweichung der

Messungen berechnete Unsicherheit der Differenz fir den Erweiterungsfaktor k = 2 an.

Das dosierte Ethanol-Volumen ist mit einer Ausnahme etwas kleiner als das damit zu
vergleichende Wasservolumen. Fir VVolumen von 2 pl und groBer liegt diese Unterdosierung
flr alle Gerate zwischen 0,5 % und 1,5 % (hier gibt es ebenfalls eine Ausnahme). Bei kleineren
Volumen wurden Unterschiede von mehr als 10 % gefunden. Ein wesentlicher Grund fur die
Unterdosierung ist in der groRen Verdunstungsrate schon auf dem Weg vom Vorratsgefall zum
Wagebecher zu sehen. Dabei verdunstet die Flissigkeit auf der AuBenseite der Pipettenspitze,
aber auch Flussigkeit aus der Offnung der Pipettenspitze heraus. Diese Verdunstung aus der
Offnung der Pipettenspitze heraus ist bei Ethanol so groR, dass sie unter dem Mikroskop visuell

erkennbar ist.

Die Unterschiede zwischen den Dosierungen von Wasser und Nonan sind in den Abb. 18 und
Abb. 19 gezeigt. Wieder ist zusétzlich zur absoluten Differenz in Abb. 18 auch die relative
Abweichung in Abb. 19 dargestellt. Die dosierten Volumen von Nonan sind Uberwiegend
geringer als Wasser. Im Gegensatz zu Ethanol treten jedoch auch Abweichungen zur anderen
Seite auf, das mit Nonan dosierte Volumen ist in einigen Fallen groRer als das mit Wasser
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dosierte Volumen. Die Abweichungen im dosierten VVolumen von Wasser und Nonan haben in
vielen Fallen eine vergleichbare Grolie wie die Messunsicherheit, die quantitative Angabe der
Abweichungen ist deshalb wenig zuverldssig und nicht auf andere Geréte Ubertragbar. Der
Einfluss der Verdunstung von Flussigkeit aus der Geratespitze heraus ist, wie wegen des

wesentlich geringeren Dampfdruckes gegentiber Ethanol auch zu erwarten, hier nicht zu sehen.

Mit einer Ausnahme lassen die Ergebnisse sowohl bei Ethanol als auch bei Nonan keine
Rickschlisse darauf zu, dass ein Geratetyp besonders gut oder weniger gut zur Dosierung
geeignet ist. Unterschiede beruhen mehr auf den individuellen Eigenschaften der Gerate, nicht
auf allgemeinen Konstruktionseigenschaften. Die Ausnahme sind Kolbenhubpipetten mit
Glaszylinder und Stahlkolben mit Kunststoffdichtung. Dieser Gerétetyp ist fiir ,,groBere*
Volumen konzipiert, in der vorliegenden Untersuchung wurden ein Gerét bei 10 pl und 20 pl
und ein weiteres bei 50 pl geprift. Das Gerat fir 10 pl und 20 pl zeigt bei Ethanol keine
Auffalligkeiten, die Abweichungen im dosierten Volumen sind vergleichbar den Werten
anderer Geréte. Das Geréat fir 50 pl zeigt dagegen eine deutlich gréRere Abweichung. Bei
Nonan zeigen beide Geréte eine deutliche Unterdosierung. Eine visuelle Kontrolle der Gerate
ergab, dass Flussigkeit an den Dichtungen vorbei in den Bereich oberhalb der Dichtungen
gelangt war. Die Geréte waren nach den Messungen deutlich schwergéangiger als vorher. Hier
sind die Dichtmaterialien offensichtlich von den organischen Fliissigkeiten angegriffen worden,
die Dichtwirkung war nicht mehr gegeben. Mdglicherweise sind die Dichtungen dabei
aufgequollen. Der Effekt war bei Nonan deutlich groRer als bei Ethanol. Da aber die Messungen
mit Nonan immer nach denen mit Ethanol durchgefihrt wurden, ist nicht auszuschlieRen, dass
hierfir eine Vorschadigung der Dichtungen durch Ethanol verantwortlich istt. Wegen der

Schédigungen wurden diese Geréte im Folgenden nicht weiter untersucht.

11 Es sei daran erinnert, dass alle Messungen ohne Wechsel von Kolben und Zylinder durchgefiihrt wurden.
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Abb. 12: Wégewert bei je 15maliger Dosierung von 50 pl Wasser, Ethanol und Nonan mit einer

direktverdrangenden Kolbenhubpipette mit Kunststoffkolben und -zylinder. Die durch-
gezogenen Treppenkurven sind aus den Anpassungsgeraden zusammengesetzt. Der
Sprung auf die nachste Gerade erfolgt zum jeweiligen Zeitpunkt der Dosierung. Die H6he
der Stufen ist ein Maf3 fir den jeweiligen Wagewert des dosierten Volumens.
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Wagewert

Abb. 13:
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Wagewert bei je 15maliger Dosierung von 10 ul Wasser, Ethanol und Nonan mit einer
direktverdrangenden Kolbenhubpipette mit Stahlkolben und Glaszylinder. Die durch-
gezogenen Treppenkurven sind aus den Anpassungsgeraden zusammengesetzt. Der
Sprung auf die nachste Gerade erfolgt zum jeweiligen Zeitpunkt der Dosierung. Die H6he
der Stufen ist ein Mal3 fur den jeweiligen Wagewert des dosierten Volumens.
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Wagewert

Abb. 14:
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Wagewert bei je 15maliger Dosierung von 1 ul Wasser, Ethanol und Nonan mit einer
direktverdrangenden Kolbenhubpipette mit Kunststoffkolben und -zylinder. Die durch-
gezogenen Treppenkurven sind aus den Anpassungsgeraden zusammengesetzt. Der
Sprung auf die nachste Gerade erfolgt zum jeweiligen Zeitpunkt der Dosierung. Die H6he
der Stufen ist ein Maf3 fur den jeweiligen Wagewert des dosierten Volumens.
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Wagewert

Abb. 15:
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Zeit

Wagewert bei je 15maliger Dosierung von 0,2 ul Wasser, Ethanol und Nonan mit einer
Mikroliterspritze. Die durchgezogenen Treppenkurven sind aus den Anpassungsgeraden
zusammengesetzt. Der Sprung auf die nédchste Gerade erfolgt zum jeweiligen Zeitpunkt
der Dosierung. Die Héhe der Stufen ist ein Mal3 fir den jeweiligen Wagewert des
dosierten Volumens.
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Abb. 16: Unterschied im dosierten Volumen von Wasser und Ethanol.

Dargestellt ist die absolute Differenz der Mittelwerte aus je 10 Dosierungen von Wasser
und von Ethanol. Jeder Balken stellt das Ergebnis fiir ein Dosiergerét dar. Die Mess-
unsicherheitsbalken geben die aus der Wiederholstandardabweichung der Messungen
berechnete Unsicherheit der Differenz an (Erweiterungsfaktor k = 2).

Um einen Vergleich der einzelnen Dosiergerate bei der Betrachtung verschiedener Flussigkeiten zu
ermdglichen, wurden die Positionen der einzelnen Geréte in diesem und den folgenden Diagrammen
beibehalten. Aus diesem Grund bleiben Positionen im Diagramm leer, wenn fir das entsprechende
Gerat und Volumen keine Messungen vorliegen.
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Abb. 17:
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Unterschied im dosierten Volumen von Wasser und Ethanol.

Dargestellt ist die relative Differenz der Mittelwerte aus je 10 Dosierungen von
Wasser und von Ethanol. Jeder Balken stellt das Ergebnis fir ein Dosiergerat dar.
Die Messunsicherheitsbalken geben die aus der Wiederholstandardabweichung
der Messungen berechnete Unsicherheit der relativen Differenz an (Erweiterungs-
faktor k = 2).
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V Nonan - V Wasser

Abb. 18:
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Unterschied im dosierten Volumen von Wasser und Nonan.

Dargestellt ist die absolute Differenz der Mittelwerte aus je 10 Dosierungen von
Wasser und von Nonan. Jeder Balken stellt das Ergebnis fir ein Dosiergerat dar.
Die Messunsicherheitsbalken geben die aus der Wiederholstandardabweichung
der Messungen berechnete Unsicherheit der Differenz an (Erweiterungsfaktor
k=2).
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Abb. 19: Unterschied im dosierten Volumen von Wasser und Nonan.

Dargestellt ist die relative Differenz der Mittelwerte aus je 10 Dosierungen von
Wasser und von Nonan. Jeder Balken stellt das Ergebnis fir ein Dosiergerat dar.
Die Messunsicherheitsbalken geben die aus der Wiederholstandardabweichung
der Messungen berechnete Unsicherheit der relativen Differenz an (Erweiterungs-
faktor k = 2).
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Wasser und die beiden organischen Flussigkeiten Ethanol und Nonan unterscheiden sich
besonders deutlich in ihrem Dampfdruck. Der hohe Dampfdruck wurde bereits als Grund fiir
die Unterdosierung bei Ethanol angefiihrt. Bei Nonan tritt dieser Effekt nicht auf, der
Dampfdruck ist geringer als der von Wasser (vgl. Tabelle 1). Ein weiterer sehr grofer
Unterschied besteht in der Oberflachenspannung. Die Oberflachenspannung von Wasser ist
mehr als dreimal so groR wie die von Ethanol und Nonan, die wiederum fast gleiche Werte
haben. Dies fuhrt zu einem vollig anderen Benetzungsverhalten der Zylinder durch Ethanol und
Nonan. Wahrend Wasser die AulRenseite des Geratezylinders kaum benetzt, kriechen die beiden

anderen Flissigkeiten an der Auflenseite hinauf und benetzen einen groReren Bereich. Die

Abb. 20: Benetzung der Pipettenspitze beim Ausstof3en von Nonan
Die Pipettenspitze ist fiir die Herstellung dieser Fotos nicht an die Gefal3wand angelegt.

Benetzung der AuRenseite der Pipette ist in Abb. 20 demonstriert. Die Abbildung zeigt eine
Schattenprojektion einer mit Nonan gefullten Pipettenspitze beim AusstoRen der Flussigkeit.
Fur die Herstellung dieser Fotos wurde als Dosiergerét eine Luftpolsterpipette verwendet, es ist

also kein Kolben zu sehen, an die Stelle des Zylinders tritt die Pipettenspitze.

In der Bildfolge ist zu sehen, wie Flissigkeit aus der Spitze der Pipette austritt und zunéchst die
Aulienseite der Pipette benetzt, bis sich ein Tropfen bildet, der schwer genug ist, um abzureif3en.
Danach wiederholt sich dieser Vorgang. Die Steighthe der Flissigkeit auf der AuRenseite
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betragt mehrere Millimeter'?. Die verbleibenden Fliissigkeitsanteile missen durch einen
Abstreifvorgang in das Wagegefal? gebracht werden. Dies ist ein Vorgang, der nur
unzureichend gelingt, weil die Flissigkeit die Spitze an allen Seiten benetzt. Erheblichen
Einfluss auf den Erfolg des Abstreifprozesses haben Rauhigkeiten auf der AuRenseite des
Geratezylinders sowie Grate und unsaubere Schnittflachen an der Zylinderspitze®. An diesen
Stellen ist der Abfluss der Flissigkeit behindert, die Flissigkeit bleibt haften. Hier sind ganz
wesentliche Grunde flr die Abweichungen im dosierten Volumen von Wasser einerseits und
Ethanol und Nonan andererseits zu sehen. Wasser benetzt beim Ausstof3en die AuRenseite der

Spitze kaum, es verbleibt deshalb auch kein Wasser auf der AulRenseite.

Eine entsprechende Benetzung findet naturlich auch beim Befullen der Geréte statt und kann
ebenfalls nur teilweise durch Abstreifen wieder entfernt werden. Hier ist ein Unterschied
zwischen Ethanol und Nonan zu erwarten. Wéhrend Ethanol auf der Auf3enseite beim Bewegen
des Dosiergerates vom Vorratsgefal zum Wagegefdl wegen des hohen Dampfdruckes
weitgehend verdunstet, bleibt Nonan erhalten. Dies fiihrt dazu, dass das dosierte Volumen bei
Verwendung von Nonan groRer ist als bei Verwendung von Ethanol, teilweise auch groRer als

bei Verwendung von Wasser.

12:\vgl. hierzu die Fotos in Abb. 21, die das AusstoRverhalten von Wasser zeigen.
13 Solche unsaubere Schnittflache mit Graten ist in Teilbild 1 in Abb. 20 zu erkennen.
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8 Vergleich der Dosierung von Wasser und Humanserum

In der gleichen Weise wie in Kapitel 7 beschrieben, wurde das dosierte VVolumen bei der
Dosierung von Wasser mit dem dosierten Volumen bei der Dosierung von Humanserum
verglichen. Serum besteht zu mehr als 90 % aus Wasser, viele physikalische Eigenschaften von
Serum sind deshalb denen des Wassers ahnlich. So ist die Dichte lediglich 2 % bis 3 % groler,
die Viskositét etwa 15 % groler als die des Wassers, auch der Dampfdruck wird durch den
Dampfdruck des Wassers bestimmt. Die Oberflachenspannung ist jedoch gegenliber Wasser
deutlich herabgesetzt, sie betragt lediglich etwa 56 mN/m, es ist deshalb eine bessere Benetzung
der Gerdatespitzen zu erwarten. Ein deutlicher Unterschied entsteht durch das biologisch-
chemische Verhalten von Serum. Besonders die in Serum enthaltenen Eiweie bewirken ein
,klebriges* Verhalten, dadurch verbleibt beim AbflieBen von Serum ein schwer zu entfernender

Flussigkeitsfilm an den GefaRwanden zurck.

Die Untersuchungen mit Humanserum wurden aufler an den in Kapitel 7 verwendeten
Dosiergeraten auch an Kolbenhubpipetten mit Luftpolster durchgefuhrt. Die Unterschiede im
Verhalten der Flussigkeiten beim Dosieren von Serum und Wasser sind in Abb. 21 und Abb. 22
demonstriert. Wie in Abb. 20 zeigen die Abbildungen die Schattenprojektion einer gefillten
Pipettenspitze beim AusstolRen der Flissigkeit. Das verwendete Gerét ist eine Luftpolster-

pipette, das dosierte Prifvolumen betragt 2 pl.

Die drei Einzelfotos in Abb. 21 zeigen fir die Flussigkeit Wasser die Zeitpunkte vor dem
AusstolRen der Flissigkeit, nach dem Betatigen des Normalhubes und nach dem Betétigen des
Uberhubes. Vor dem AusstoRen ist die Pipette mit Wasser gefiillt, die Flissigkeit ist in dieser
Schattenprojektion hell zu sehen. Das zweite Teilbild zeigt die Pipettenspitze unmittelbar nach
dem Betétigen des Normalhubes, die Flussigkeit ist ausgestofien, der letzte Tropfen hangt noch
an der Pipettenspitze. Die Benetzung der Pipettenspitze durch das Wasser ist minimal. Sie kann
jedoch durch Unsauberkeit der Spitze und durch Rauhigkeiten und Grate groRer sein. Im dritten
Teilbild wurde der Uberhub betatigt, der das Luftpolster der Pipette weiter nach unten bewegt,
um Flussigkeitsreste auszustof’en. Dadurch wird der letzte Wassertropfen von der Spitze

entfernt. Die Spitze ist bis auf einen Wasserfilm im Inneren vollstdndig entleert.
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Abb. 21:

Abb. 22:

gefiillter nach dem nach dem
Zustand Normalhub Uberhub

Bildfolge, die das Entleeren einer mit Wasser gefiilliten Spitze einer Luftpolster-

pipette zeigt. Die Flussigkeitsmenge betragt 2 pl.
Die Pipettenspitze ist fir die Herstellung dieser Fotos nicht an die GefalRwand

angeleqgt.
J "
4

gefilliter nachdem nachdem nach dem
Zustand Normalhub Uberhub Abstreifen

Bildfolge, die das Entleeren einer mit Serum gefiiliten Spitze einer Luftpolster-

pipette zeigt. Die Flissigkeitsmenge betragt 2 pl.
Die Pipettenspitze ist fiir die Herstellung dieser Fotos nicht an die GefalRwand

angelegt.
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Vollig anders ist das Ausstol3verhalten bei der Verwendung von Humanserum als Dosier-
flussigkeit. Abb. 22 zeigt zunéchst die gleiche Bildfolge wie Abb. 21. Das erste Teilbild zeigt
die mit Serum gefullte Pipettenspitze. Im zweiten Teilbild ist der Zustand nach der Betétigung
des Normalhubes zu sehen. Die Haftung der Flussigkeit in der Spitze ist so grof3, dass sie nur
wenig nach unten gedriickt wird. Erst die Betatigung des Uberhubes bringt die Flussigkeit aus
der Pipettenspitze hinaus. Am Auslass der Spitze bildet sich eine teilweise mit Luft gefullte
Serumblase (in Schattenbild ist der mit Luft gefullte Bereich der Blase hell zu sehen). Im
Inneren der Spitze ist im unteren Bereich noch Serum zu sehen. Die Serumblase lasst sich durch
Abstreifen an einer GefaBwand (viertes Teilbild) entfernen. Die in der Spitze verbliebene
Flussigkeit zieht sich zu einer Flussigkeitsmembran zusammen. Diese Membran kann nicht

mehr ausgestolRen werden, d.h. ein Flussigkeitsrest verbleibt in der Pipettenspitze.

Wie in Abb. 23 gezeigt wird, ist der in der Pipettenspitze verbleibende Flissigkeitsrest nicht
gut reproduzierbar. Eine kleine Verringerung dieses Restes lasst sich durch Anlegen an die

Serum Serum Serum nach
dem Abstreifen
bei
“korrektem”
Dosiervorgang

Abb. 23: In der Pipettenspitze verbleibendes Serum nach dem Dosiervorgang. Die
Ausgangs-Flussigkeitsmenge betrug 2 pl.
Die Pipettenspitze war im rechten Bild wahrend der Dosierung an die Gefal3wand
angelegt, im linken und mittleren Foto nicht.
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GefaBwand und Abstreifen wéhrend des FlissigkeitsausstoRens erreichen (drittes Teilbild in
Abb. 23).

Die in der Pipettenspitze verbleibende Serummenge verringert das dosierte Volumen bei
Luftpolsterpipetten betrachtlich. Dagegen kann dieser Dosierverlust bei Direktverdrangern
wegen des erzwungenen AusstoRens der Flissigkeit durch den Kolben ganz vermieden oder

zumindest deutlich verringert werden.

Die Benetzung der Auf3enseite der Spitze ist groRer als bei Wasser, allerdings nicht so gro wie
bei Nonan**. Dieser Effekt ist sowohl bei Luftpolstergeréten als auch bei Direktverdrangern zu
erwarten, er hat aber wesentlich geringeren Einfluss auf das dosierte Volumen als die in den
Spitzen der Luftpolstergeréte verbleibende Flussigkeitsmenge.

Der Vergleich der dosierten Volumen von Wasser und Serum ist fur Direktverdranger und
Mikroliterspritzen in Abb. 24 bis Abb. 27 gezeigt. Da es bei verschiedenen Dosiergeraten
betréchtliche Unterschiede zwischen den Differenzen im dosierten Volumen gibt, sind in
Abb. 24 und in Abb. 25 in einem vergrofRerten Ausschnitt aus Abb. 26 und Abb. 27 nur
Prifvolumen von 10 pl bis 50 ul dargestellt. Die Abweichungen zwischen den dosierten
Volumen von Wasser und Serum sind hier sehr gering, sie liegen haufig unter 0,1 %, bei zwei
Gerdaten wurden Abweichungen von 0,14 % und 0,29 % gemessen. Lediglich eine
Mikroliterspritze zeigt eine auffallige Abweichung von 1%. Ein Trend zu Uber- oder
Unterdosierung ist nicht auszumachen, beide Richtungen sind etwa gleich haufig vertreten. In
diesem Volumenbereich und fur die gepriften Geréte kann eine Kalibrierung mit Wasser also
recht gut auf die Dosierung von Serum ubertragen werden. Eine Verallgemeinerung dieser
Aussage auf beliebige Gerdte ist nicht mdglich, die Abweichung bei einer Spritze von gut 1 %

zeigt jedoch, dass eine Einzellberprifung jedes Gerates sinnvoll ist.

In Abb. 26 und in Abb. 27 sind zusatzlich die Werte fir Luftpolsterpipetten und auch die
Prufvolumen von 0,2 ul, 1 pl und 2 ul gezeigt. Die relativen Abweichungen fir Direkt-
verdranger und Mikroliterspritzen sind bei den kleinen Prufvolumen deutlich groRer als bei
Prifvolumen oberhalb 10 pl. Sie steigen an bis auf 2 %, in einem Fall auf 3,6 %. Eine

14 Die Oberflachenspannung von Nonan ist mit etwa 22 mN/m noch wesentlich geringer als die von Serum mit
etwa 56 mN/m. Es sei jedoch angemerkt, dass hier nicht nur Oberflachenspannungen, sondern auch (nicht
quantitativ bekannte) Grenzflachenspannungen zu betrachten sind.
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bemerkenswert gute Ubereinstimmung findet man fiir zwei Mikroliterspritzen bei einem

Prifvolumen von 0,2 ul. Die Abweichungen liegen unter 2 %!

Bei den Luftpolsterpipetten treten die erwarteten groflen Abweichungen auf. Die Werte
variieren zwischen 3,4 % und 10,5 % Unterdosierung bei allen Prifvolumen oberhalb 1 pl.
Pauschal l&sst sich eine mittlere Unterdosierung von 5 % angeben. Bei Priifvolumen von 0,2 pl
wurden dagegen Abweichungen von mehr als 30 % gefunden, hier sind Luftpolsterpipetten auf

keinen Fall mehr fiir die Serumdosierung einsetzbar.

Aber auch bei groReren Volumen sollte bei der Serumdosierung auf den Einsatz von Luft-
polsterpipetten verzichten werden, wenn eine quantitativ genau spezifizierte Dosierung
gefordert ist. Grund fir die Unterdosierung ist, wie oben in diesem Kapitel beschrieben, der an
der Spitzenwand verbleibende Fllssigkeitsrest. Der Ausstol} der Flissigkeit ist schlecht
reproduzierbar, so dass selbst eine Kalibrierung der Luftpolsterpipette mit Serum als
Kalibrierflussigkeit keine zuverlassigen Ergebnisse liefert. Wenn der Wechsel der Pipetten-
spitze erforderlich ist, kann statt auf Luftpolsterpipetten auf die direktverdrangenden
Kolbenhubpipetten mit Wechselkolben und -zylindern zuriickgegriffen werden. Untersuchte
Systeme dieses Typs sind die in Abb. 24 und folgenden mit ,Direktverdringer Kunst-
stoff/Kunststoff“ bezeichneten Gerdte. Direktverdrdngende Kolbenhubpipetten und
Mikroliterspritzen sind gut fiir die Dosierung von Serum geeignet. Auch die Kalibrierung dieser
Gerate mit Wasser ist bedingt auf die Dosierung von Serum Ubertragbar. Da aber bei einigen
Geraten deutliche Abweichungen im Dosierverhalten von Wasser und Serum beobachtet

wurden, ist eine Kalibrierung mit Serum zu empfehlen.
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VSerum - VWasser

Abb. 24:
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Unterschied im dosierten Volumen von Wasser und Serum fur Prifvolumen von 10 pl,
20 pl und 50 pl.

Dargestellt ist die Differenz der Mittelwerte aus je 10 Dosierungen von Wasser und von
Serum. Jeder Balken stellt das Ergebnis fiir ein Dosiergerat dar. Die Mess-
unsicherheitsbalken geben die aus der Wiederholstandardabweichung der Messungen
berechnete Unsicherheit der Differenz an (Erweiterungsfaktor k = 2).

Volumenbestimmung im Mikroliterbereich 65



66

(V serum -V wasser ) IV wasser

Abb. 25:
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Unterschied im dosierten Volumen von Wasser und Serum fur Prifvolumen von
10 pl, 20 pl und 50 pl.

Dargestellt ist die relative Differenz der Mittelwerte aus je 10 Dosierungen von
Wasser und von Serum. Jeder Balken stellt das Ergebnis fiir ein Dosiergerat dar.
Die Messunsicherheitsbalken geben die aus der Wiederholstandardabweichung
der Messungen berechnete Unsicherheit der relativen Differenz an (Erweiterungs-
faktor k = 2).
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V Serum -~ V Wasser

Abb. 26:

0,3
1]

0,2

0,1

0,0 J il
-0,1 =+
-0,2 |
Direktverdranger
0.3 Kunststoff/Kunststoff
Direktverdranger

Glas/Stahl

I I
0.4 —D_Luftpolsterpipetten

. Mikroliterspritzen
| |

0,2 1 2ul 10 20 pl 50 ul
Prifvolumen

Unterschied im dosierten Volumen von Wasser und Serum fir Prifvolumen von
0,2 pul bis 50 pl.

Dargestellt ist die Differenz der Mittelwerte aus je 10 Dosierungen von Wasser und
von Serum. Jeder Balken stellt das Ergebnis flr ein Dosiergeréat dar. Die Mess-
unsicherheitsbalken geben die aus der Wiederholstandardabweichung der
Messungen berechnete Unsicherheit der Differenz an (Erweiterungsfaktor k = 2).

Volumenbestimmung im Mikroliterbereich 67



68

(V Serum -V Wasser ) IAY Wasser

Abb. 27:
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9 Maoglichkeiten des Ersatzes von Wasser als Kalibrier-

flussigkeit

Die in Kapitel 7 und 8 beschriebenen Resultate zeigen, dass die Ergebnisse einer Kalibrierung
von Flussigkeitsdosiergerdten mit Wasser nicht immer auf andere Flissigkeiten tbertragbar
sind. Eine Kalibrierung mit der spéter auch verwendeten Flissigkeit ist zuverlassiger. Im Falle
des Humanserums ist also eine Kalibrierung mit Humanserum winschenswert. Eine
gravimetrische Kalibrierung scheitert aber in der Regel daran, dass die Dichte des Serums nicht
mit genligender Genauigkeit bekannt ist. Eine Dichtebestimmung nach klassischer Methode mit
einem Pyknometer ist experimentell sehr aufwendig, besonders das luftblasenfreie Fullen des
Pyknometers ist mit dem zum Schdumen neigenden Serum sehr schwierig. Die Messung
erfordert auch mehr Serum, als normalerweise zur Verfugung steht. Die Dichtebestimmung mit
einem Dichtemessgerat nach dem Schwingerprinzip, die etwa 1,5 ml Serum erfordert, ist wegen
der hohen Kosten fiir solche Geréte in vielen Laboratorien nicht durchfiihrbar. Das Versenden
von Serum an ein anderes Laboratorium zur Dichtebestimmung birgt die Gefahr, dass das
Serum sich wahrend des Transports verandert, da eine ununterbrochene Kiihlung haufig nicht

gewaéhrleistet werden kann.

Es missen deshalb Wege gefunden werden, die eine Dichtebestimmung an der Kalibrier-
flissigkeit ohne die durch den Transport bedingten Veranderungsgefahren zulassen oder die
eine zuverlassige, aber kostengiinstige Dichtebestimmung im Kalibrierlaboratorium selbst

ermoglichen.

In der vorliegenden Untersuchung wurden beide Wege beschritten. Der erste Weg verwendet
zur Kalibrierung sogenanntes Kontrollmaterial als Ersatzflussigkeit, er ist in Kapitel 9.2
beschrieben. Im zweiten Weg wird eine Mdglichkeit zur Dichtebestimmung von Serum aus
Analysedaten beschrieben. Dieser Weg ist in Kapitel 10 dargestellt. Vor diesen Darstellungen
wird in Kapitel 9.1 Uber Untersuchungen zur Stabilitdt von Serum berichtet. Aus den
Stabilitatsuntersuchungen lasst sich eine Angabe fur die notwendige Genauigkeit ableiten, mit

der die Serumdichte und die Dichte von Ersatzflussigkeiten bestimmt werden muss.
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9.1 Stabilitat von Serum

Ein wichtiger Gesichtspunkt fur die Genauigkeit, mit der die Dichte bestimmt werden muss, ist
die Stabilitat der Dichte von Serum. Um hierflr Bezugswerte zu erhalten, wurde sowohl die
Kurzzeitstabilitat der Dichte von Serum als auch die Langzeitstabilitdt von eingefrorenem

Serum untersucht.

Die fur diese Untersuchungen durchgefiihrten Dichtebestimmungen wurden mit einem
Dichtemessgerdt nach dem Schwingerprinzip ausgefiihrt. Das flir eine Messung benétigte
Flussigkeitsvolumen betragt etwa 1,5 ml. Die Messunsicherheit des Gerétes ist kleiner als
5.102 kg/m?, die Reproduzierbarkeit ist besser als 1-102 kg/m®. Das Gerit ermdglicht die
Messung der Temperaturabhangigkeit der Dichte. Die Unsicherheit in der Bestimmung der
Temperatur betrdgt 10 mK. Wéhrend der Dichtebestimmung befindet sich die Flussigkeit im
Messrohr des Gerétes nahezu abgeschlossen von der Umgebungsluft, Verdunstung von
Flussigkeitsbestandteilen in die Umgebung kann deshalb vernachl&ssigt werden.

Die Kurzzeitstabilitat der Serumdichte I&sst sich flr zwei Falle untersuchen. Im einen Fall wird
das Serum in einem geschlossenen Gefall aufbewahrt, im anderen Fall erfolgt die Lagerung in
einem offenen GefaR. In der Realitat wird beim Dosieren eine Mischform dieser beiden Félle
erreicht. Das Serum befindet sich zwar in im geschlossenen Vorratsgefa3, wahrend die
Dosierungen durchgefiihrt werden, dieses GefalR muss aber zum Beflllen des Dosiergerates

geoffnet werden.

Zur Bestimmung der Kurzzeitstabilitat in einem geschlossenen Gefal} stehen die Messungen
zur Verflgung, die zur Bestimmung der Temperaturabhéngigkeit der Dichte durchgefuhrt
wurden. Wie oben erwahnt, ist das Serum wahrend der Messzeit praktisch von der Umgebung
abgekoppelt, es findet keine Verdunstung statt. Zur Kontrolle der Reproduzierbarkeit wurden
immer zwei entgegengesetzte Temperaturverldufe gemessen, d.h. die Temperatur wurde
zunéchst schrittweise von der kleinsten Messtemperatur auf die grote erhoht, anschlieRend
wurde ein Temperaturverlauf gemessen, bei dem die Temperatur schrittweise von der gro3ten
Messtemperatur auf die kleinste erniedrigt wurde. Die Abweichungen der so gewonnenen
Daten sind deutlich kleiner als 1-10 kg/m?, liegen also im Bereich der Reproduzierbarkeit des
Messgerétes. Die Messung einer Temperaturabhéngigkeit der Dichte dauert bis zu 2 h.
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Abb. 28: Kurzzeitverhalten der Dichte von Serum

Die Flussigkeit (ca. 3 ml) wurde zwischen den Dichtebestimmungen in einem offenen
Becher, wie er in Abb. 3 gezeigt ist, bei Raumtemperatur aufbewahrt.

Innerhalb dieses Zeitraumes ist die Serumdichte also stabil, wenn das Serum sich in einem

geschlossenen Gefal} befindet.

Der zweite Fall wurde an Serum gemessen, das zwischen den Dichtemessungen in einem
offenen Becher bei Raumtemperatur aufbewahrt wurde. Die Ergebnisse der Messung sind in
Abb. 28 gezeigt. In der Abbildung sind die Abweichungen flir mehrere Temperaturen
dargestellt, um die Zuverlassigkeit dieser Messung zu unterstreichen. Serum ist ein
Mehrkomponentengemisch. Bedingt durch Verdunstung andert sich die Zusammensetzung des
Gemisches und damit auch die Dichte. Im Falle des Serums wird hauptsdchlich Wasser
verdunsten, dies fuhrt zu einem Anstieg der Dichte. Dieser Anstieg betrug bei der vorliegenden
Messung 0,13 kg/m?® nach offener Lagerung fiir 1 h und weitere 0,10 kg/m? nach einer weiteren
Stunde.
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Abb. 29: Langzeitverhalten der Dichte von Serum

Die Flussigkeit wurde zwischen den Dichtebestimmungen in einem Gefrierschrank
bei -18 °C gelagert. Die Dichte wurde jeweils unmittelbar nach dem Auftauen bestimmt.

Bei der Durchfiihrung von Dosierungen wird, wie oben angefuhrt, die Dichtednderung durch
Verdunstung durch die Abdeckung des VorratsgefaRes verringert. Die Dichtednderung des

Serums wahrend der Dosierungen wird deshalb auf maximal 0,05 kg/m?® abgeschitzt.

Serum als biologisch aktive Flissigkeit ist selbst bei Kiihlung nicht sehr lange haltbar. Das
Material wurde deshalb zur Lagerung tiefgefroren und bei -18 °C gelagert. Auch bei dieser Art
der Lagerung treten Dichtednderungen auf. Dies ist in Abb. 29 gezeigt. Dargestellt sind zwei
Dichtemessungen mit 8 Monaten Zeitabstand und eine dritte Messung, die nur 3 Tage nach der
zweiten Messung stattfand. Wahrend zwischen den ersten beiden Messungen ein deutlicher
Unterschied sichtbar ist — die Dichte ist um 0,37 kg/m? gesunken — ist die Abweichung zwischen
den letzten beiden Messungen von der Grofie der Messgenauigkeit des Dichte-Messgerates,
also nicht als signifikant anzusehen. Eine Erkldrung fir die Dichteabnahme wahrend der

8monatigen Einfrierdauer ist nicht bekannt. Der Einfrier- und Auftauprozess ist offenbar nicht

72 Volumenbestimmung im Mikroliterbereich



an der Anderung beteiligt, ein solcher Einfluss wére auch bei den im Abstand von 3 Tagen
durchgefuhrten Messungen sichtbar geworden, da auch hier das Serum in der Zwischenzeit

eingefroren war.

Im Kurzzeitbereich sollte damit die mdgliche Anderung der Dichte von Serum, bedingt durch
Einfrieren, Auftauen, Umfiillen in andere GefaRe und Verdunstung auf etwa 0,1 kg/m? abge-
schétzt werden. Eine Dichteangabe fir Serum ist deshalb auch nur auf 0,1 kg/m® genau

notwendig.

9.2 Kontrollmaterial als Ersatzflissigkeit fiir Serum

Sogenanntes ,,Kontrollmaterial“ ist ein von pharmazeutischen Unternechmen angebotenes
serumahnliches Produkt, das in der medizinischen Analytik zur Kontrolle von Analyse-
ergebnissen verwendet wird. Es ist in medizinischen Analyselaboratorien ein Standardprodukt.
Das Material wird aus Humanserum gewonnen. Dem Serum wird eine Salzlésung zur
Stabilisierung zugesetzt, eventuell kann eine Anreicherung mit Serumbestandteilen erfolgen,
um bestimmte Konzentrationen einzustellen. Kontrollmaterial wird sowohl mit
Konzentrationen im Normalbereich als auch im pathologischen Bereich angeboten. Die
Konzentrationen der Einzelbestandteile werden von mehreren Laboratorien bestimmt, dem

Material wird eine Liste dieser Ergebnisse beigefligt.

Das Material wird aus einem Serumpool (eine Charge hat eine GroRenordnung von etwa 1 m®)
gewonnen, dadurch ist gewéhrleistet, dass eine groRe Menge gleichen Materials zur Verfligung
steht. Der Pool wird als lyophilisiertes (gefriergetrocknetes) Pulver in Flaschen abgegeben.
Ublich sind FlaschengréRen, die mit 5 ml Wasser rekonstituiert werden miissen. Die Lagerung
und der Transport als lyophilisiertes Material garantieren eine hohe Bestandigkeit gegen
Alterung. Erst vom Zeitpunkt der Rekonstitution mit Wasser ist das Material chemisch-

biologisch aktiv wie Serum.

Das Material kann im rekonstituierten Zustand zur Kalibrierung von Dosiergeraten verwendet
werden. Die Herstellung auf der Basis von Serum l&sst ein dem Serum sehr dhnliches Dosier-

verhalten erwarten. Da in einer Charge ein Pool von etwa 1 m® zur Verfiigung steht, ist es

Volumenbestimmung im Mikroliterbereich 73



mdoglich, gentigend Kontrollmaterial derselben Charge zu bevorraten, um auch h&ufige

Kalibrierungen durchfuhren zu kénnen.

Die Dichtebestimmung kann einmalig durch ein dazu beféhigtes Laboratorium erfolgen. Die
Rekonstituierung fir die Dichtebestimmung kann vor Ort erfolgen, so dass kein Transport der
rekonstituierten Flussigkeit erforderlich ist. Sicherzustellen ist lediglich, dass bei der
Rekonstituierung immer Material der gleichen Dichte hergestellt wird. Dies wurde an mehreren
Proben Uberprift. In Abb. 30 sind 3 rekonstituierte Proben, deren Material aus der gleichen
Charge stammt, verglichen. Die Dichten der 3 Proben bei 20 °C betragen 1029,377 kg/m?,
1029,392 kg/m® und 1029,440 kg/m®. Bei 20 °C betragt der maximale relative Unterschied
zwischen den 3 Proben 6-10°. Damit kann die Reproduzierbarkeit der Dichte von
Kontrollmaterial mit einem Wert 0,1 kg/m® angegeben werden, wenn Material gleicher Charge
(aus dem gleichen Serumpool) verwendet wird. Entsprechende Vergleiche, bei denen
Kontrollmaterial aus verschiedenen Chargen verwendet wurde, zeigen etwas groRere
Abweichungen. Die Reproduzierbarkeit in der Dichte kann hier mit einem Wert von 1 kg/m?

angegeben werden.

Die Reproduzierbarkeit der Dichte von Kontrollmaterial gleicher Charge gleicht dem Wert, der
flr die Kurzzeitstabilitat der Dichte von Serum angegeben wurde. Da fur Kontrollmaterial die
gleiche Kurzzeitstabilitat wie fir Serum angenommen werden kann, ist diese Reprodu-
zierbarkeit in der Dichte von Kontrollmaterial also ausreichend fir die Verwendung zur

gravimetrischen Kalibrierung.

Der Vergleich der dosierten Volumen von Kontrollmaterial und Serum ist in Abb. 31 und
Abb. 32 gezeigt. Dabei ist die gleiche Darstellung wie in Abb. 26 und Abb. 27 gewahlt. Die
Ergebnisse des Vergleichs zeigen haufig eine geringere Abweichung gegentber dem Vergleich
von Serum und Wasser, dies ist jedoch nicht durchgangig der Fall. Das Ergebnis ist deshalb
nicht befriedigend. Da die Dosiereigenschaften von Serum und Kontrollflissigkeit wegen der
groRen Verwandtschaft der beiden Flissigkeiten als sehr &hnlich vermutet werden und deshalb
keine Unterschiede im dosierten VVolumen zu erwarten sind, sind andere Ursachen fiir die

Abweichungen wahrscheinlicher.

Ein Indiz fir die Signifikanz der gemessenen Abweichung ist der Vergleich der Abweichung
mit der Messunsicherheit. Bei dem Vergleich von Serum mit Wasser schneiden die
Messunsicherheitsbalken haufig die Nulllinie nicht, es liegen also deutlich messbare, von Null
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Abb. 30: Temperatur-Dichte-Verlauf fur 3 aus Material derselben Charge (desselben Pools)
rekonstituierte Kontrollmaterialien

abweichende Differenzen im dosierten Volumen von Serum und Wasser vor. Bei dem
Vergleich von Kontrollflissigkeit mit Serum dagegen schneiden die Messunsicherheitsbalken
abgesehen von wenigen Ausnahmen die Nulllinie. Fur die Differenz im dosierten Volumen von
Kontrollflissigkeit und Serum ist also im Rahmen der Messunsicherheit der Wert Null méglich.
Die tatsachlich gemessenen Abweichungen sind dann durch die mangelnde Reproduzierbarkeit
der Dosierung von Serum oder Kontrollflissigkeit hervorgerufen. Speziell bei den
Luftpolsterpipetten wurde in Kapitel 8 auf die sehr schlechte Reproduzierbarkeit der in der
Spitze verbleibenden Serummenge hingewiesen. Dies ist als ein wesentlicher Grund fur die

verbleibenden Abweichungen zu sehen.

Die dennoch nicht befriedigende Ubereinstimmung der Ergebnisse von Serum und
Kontrollmaterial fiihrt zu der Frage, ob die hier benutzte Zahl von 10 fiir die Mittelung heran-

gezogenen Einzeldosierungen ausreichend ist. Hierauf wird in Kapitel 11 eingegangen.

Volumenbestimmung im Mikroliterbereich 75



76

\Y Kontroll - \Y Serum

Abb. 31:

0,3

o
=

0.3 . Direktverdréanger
' Kunststoff/Kunststoff
Direktverdranger

Glas/Stahl
I I

|:| Luftpolsterpipetten

. Mikroliterspritzen

0,2 ul 1w 2 W 10 ul 20 wl
Prufvolumen

Unterschied im dosierten Volumen von Kontrollmaterial und Serum fur
Prufvolumen von 0,2 pl bis 20 pl.

Dargestellt ist die Differenz der Mittelwerte aus je 10 Dosierungen von Wasser und
von Serum. Jeder Balken stellt das Ergebnis flr ein Dosiergeréat dar. Die Mess-
unsicherheitsbalken geben die aus der Wiederholstandardabweichung der
Messungen berechnete Unsicherheit der Differenz an (Erweiterungsfaktor k = 2).
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Abb. 32: Unterschied im dosierten Volumen von Kontrollmaterial und Serum fir

Prufvolumen von 0,2 pl bis 20 pl.

Dargestellt ist die relative Differenz der Mittelwerte aus je 10 Dosierungen von
Wasser und von Serum. Jeder Balken stellt das Ergebnis fir ein Dosiergerat dar.
Die Messunsicherheitsbalken geben die aus der Wiederholstandardabweichung
der Messungen berechnete Unsicherheit der relativen Differenz an (Erweiterungs-
faktor k = 2).
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10 Die Dichte von Humanserum

10.1 Serumdichte bei 20 °C

In der Einleitung zu Kapitel 9 wurde bereits darauf hingewiesen, dass die Dichte der
biologischen Flissigkeit Humanserum nicht genau genug bekannt ist, um diese Flussigkeit fur
gravimetrische Kalibrierungen einsetzen zu kdnnen. Andererseits ist die Dichtebestimmung vor
Ort mit klassischen Methoden (Pyknometer, Dichtemessgerét nach dem Schwingerprinzip) zu

aufwendig oder zu kostenintensiv.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurde deshalb die Dichte von 69 Einzelproben
bestimmt. Der Terminus Einzelprobe bedeutet hier: Serum von einem einzelnen Menschen, das
bei nur einer Blutentnahme gewonnen wurde. Die Messungen wurden mit einem

Dichtemessgeréat nach dem Schwingerprinzip wie in Kapitel 9.1 beschrieben durchgefihrt.

Fur die Untersuchung wurden Seren von der Medizinischen Hochschule Hannover und von der
Universitat Bonn zur Verfligung gestellt. Diese Seren sind tUberzéhliges Material, das bei den
Untersuchungen in den chemischen Zentrallabors der Kliniken nicht mehr bendtigt wurde. Es
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Abb. 33: Gemessene Dichte von 69 Serum-Einzelproben
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wurde keine weitere Auswahl des Materials durchgefiihrt. Die Proben sind deshalb
reprasentativ, sie umfassen moglicherweise auch Seren von Menschen, deren Blut krankheits-

bedingt verandert wurde.

Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Abb. 33 gezeigt. Die Dichte der untersuchten Proben
variiert zwischen 1017 kg/m® und 1028 kg/m?. Es ist eine Haufung im Bereich um 1025 kg/m?
festzustellen. Eine vereinfachte Angabe fir die Serumdichte, die diese H&ufung nicht
beriicksichtigt, ist die Angabe des Intervalls (1022 + 6) kg/m?.

Serum besteht zu mehr als 90 % aus Wasser und hat deshalb eine Dichte nahe am Wert des
Wassers. Die Dichtednderungen durch die weiteren Bestandteile des Serums betragen nur etwa
2,5 %. Eine vereinfachende Aufspaltung der Serumdichte in eine Dichte von Wasser und eine

Dichte der weiteren Bestandteile ergibt:
(10-1) PSerum = PWasser + OBestandteile = 998,2 kg/m3 +(24 £ 6) kg/m3 .

Die Bandbreite des Intervalls, in dem alle Serumdichten liegen, betragt also 50 % des durch die
weiteren Bestandteile verursachten zusétzlichen Dichteanteils. Wegen des Bezugs auf die
Gesamtdichte, die den Wasseranteil beinhaltet, ist jedoch der im vorigen Absatz genannte Wert

mit der Angabe einer recht geringen Unsicherheit von 0,6 % mdglich.

Eine genauere Beschreibung der Serumdichte erfordert eine detaillierte Betrachtung aller
Serumbestandteile. In Tabelle 6 sind die neben Wasser wichtigsten Serumbestandteile
aufgelistet (lediglich diese werden im Folgenden als Serumbestandteile bezeichnet, dabei wird
ignoriert, dass Wasser der Hauptbestandteil von Serum ist). Die in der Tabelle angegebenen
Grenzen umfassen den sogenannten Referenzbereich der Konzentration, die minimale und
maximale Konzentration dieser Bestandteile im Serum eines gesunden Menschen. Die Werte

wurden einer Broschire der Medizinischen Hochschule Hannover [15] entnommen.

Die Tabelle zeigt, dass sich die Betrachtung der Serumbestandteile, die Einfluss auf die Dichte
nehmen konnen, auf wenige Komponenten reduziert. Es sind dies die Eiweil3e, die etwa 80 %
der Serumbestandteile betragen, sowie das Kochsalz, das etwa 10 % der Serumbestandteile
umfasst. Wird Kochsalz, das eine polare Substanz ist, in Wasser geldst, so nimmt das VVolumen
des entstehenden Salzwassers nicht um das Volumen des geldsten Salzes zu, sondern nur um
einen wesentlich kleineren Betrag. Die Dichtezunahme bei der Losung von Kochsalz in Wasser

ist deshalb sehr grol?.
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Tabelle 6: Serumbestandteile nach [15]

Bestandteil Referenzbereich der Konzentration Dichte des reinen
min max Stoffes
kg/m3 kg/m? kg/m3
Gesamteiweil} 65,0 80,0 ?
NaCl 8,1 8,6 2160
Cholesterin C27Hs60 1,2 3,1 1070
Triglyceride 0,5 5,4 900
Glucose 0,7 1,0 1525
Harnstoff 0,2 0,4 1340
KCI 0,3 0,4 1980
CaCl 0,2 0,3 2150
MgCl> 0,1 0,1 2320

Die weiteren Serumbestandteile Cholesterin und Triglyceride haben deutlich geringere Anteile
und Dichten, die selbst nahe der Dichte von Wasser liegen. Da beide keine polaren
Komponenten sind, ist zu erwarten, dass sie sich nicht ohne VVolumenzunahme lésen, deshalb
ist ihr Einfluss auf die Dichte des Serums sehr gering (diese Serumbestandteile 16sen sich nicht
in reinem Wasser). Glucose und Harnstoff haben Dichten, die sich von der des Wassers deutlich
unterscheiden, sie sind aber nur in sehr geringen Konzentrationen vorhanden. Dies gilt auch fur
alle weiteren Bestandteile des Serums. Die Wechselwirkungen zwischen den einzelnen
Bestandteilen sind sehr komplex, der Einfluss auf die Dichte kann jedoch wegen der geringen

Konzentrationen der meisten Komponenten ebenfalls vernachl&ssigt werden.

Ein Ansatz zur Riickfiihrung der Serumdichte auf die Konzentrationen der Serumbestandteile
kann sich also auf die Komponenten Eiweil} und Kochsalz beschranken. Auch hier wird die
Wechselwirkung zwischen den beiden Komponenten vernachlassigt. Die Serumdichte pserum
wird deshalb als lineare Funktion der Dichteanteile der drei Komponenten Wasser (owasser),
Kochsalz (Apnaci)) und Eiweill (Apeiweir) betrachtet. Dem Einfluss der vernachléssigten
Serumbestandteile und dem mdglichen Einfluss von Wechselwirkungen wird durch Einfiihrung

eines konstanten Terms Aprest Rechnung getragen. Es ergibt sich somit eine Gleichung
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(10-2) PSerum = Pwasser + A,ONaCI + ApEiweiB + A,ORest

Die Dichtednderung von Wasser durch Zugabe von Kochsalz ist leicht messbar, sie wurde

experimentell mit einem Dichtemessgerat nach dem Schwingerprinzip zu
(10-3) Apnact = (0,7132 + 0,0036) - Ks

bestimmt. Ks ist die Kochsalzkonzentration in kg/m?®. Die maximale Unsicherheit in der Dichte
aufgrund der in (10-3) angegebenen Unsicherheit betragt 0,03 kg/m?. Diese Unsicherheit wird

im Folgenden vernachlassigt.

Zur Bestimmung des unbekannten Einflusses der EiweilRkonzentration und des additiven

Restterms auf die Dichte kann die folgende Gleichung ausgewertet werden:

(10-4) PMesswert = OWasser = APNacl = Opiff = ApPEiweir + ApRest

Hierzu missen die (gemessene) Dichte der Probe, ihre Kochsalz-Konzentration und ihre
Eiweil3-Konzentration bekannt sein. Zu einer Auswertung nach Gleichung (10-4) wurden 27
Poolseren hergestellt. Jedes der Poolseren setzte sich aus 10 Einzelseren zusammen. Die Pools
wurden so gewahlt, dass ein breiter Bereich von Eiweillkonzentrationen abgedeckt wurde.
Insbesondere wurden ein Pool mit extrem geringer und ein Pool mit extrem grofer

Eiweillkonzentration hergestellt. Umgekehrt wurde bei der Auswahl der Einzelseren darauf

Tabelle 7: Spanne der Konzentrationen der Serumbestandteile in den untersuchten Poolseren

Eiweil3 Natrium Cholesterin | Triglyceride

maximale Konzentration 82,9 8,85 2,21 2,05
in kg/m3

minimale Konzentration 46,3 7,94 1,75 1,34
in kg/m?®

mittlere Konzentration 66,1 8,26 2,07 1,58
in kg/m3

Standardabweichung 6,7 0,17 0,11 0,19
in kg/m?®
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Abb. 34: Dichtedifferenz ppitt der untersuchten Poolseren als Funktion der Eiweil3konzentration und
daran angepasste Gerade. Zur Unsicherheit der Geraden siehe Text.

geachtet, dass die Konzentrationen von Cholesterin und Triglycerid in einem mittleren Bereich
lagen, um den Einfluss der zu einem Rest zusammengefassten Komponenten mdglichst wenig
zu variieren. Durch die Poolbildung wurde hier eine weitere Mittelung erreicht, so dass Proben

vorlagen, die mittlere Konzentrationen in allen Serumbestandteilen aulRer Eiweil} hatten.

Die Konzentrationen der wichtigsten Serumbestandteile wurden sowohl in den Einzelseren als
auch in den daraus gebildeten Poolseren bestimmt. Die minimalen und maximalen
Konzentrationen dieser Serumbestandteile in den Poolseren sind in Tabelle 7 zusammengefasst.
Die Unsicherheit bei der analytischen Bestimmung der Eiweil3- und Natrium-Konzentration'®
betrégt etwa 1% bis 1,5%. Diese Unsicherheit kann bei der vorliegenden Betrachtung

vernachlassigt werden.

15 Bei der Analyse wird tiblicherweise der Natriumgehalt angegeben. Es wird hier angenommen, dass dieser
vollstdndig vom Kochsalzgehalt herriihrt.
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Die gemessenen Dichten der Poolseren sind in Abb. 34 als Funktion der Eiweilikonzentration
dargestellt. Die ebenfalls eingezeichnete Gerade bestétigt, dass die lineare N&herung mit guter
Genauigkeit anwendbar ist. Sie wurde nach der Methode der kleinsten Quadrate bestimmt.
Auch die Seren mit extremer Eiwei3konzentration lassen sich durch diese Gerade beschreiben.
Die Steigung der Geraden'® betragt 0,2417, der Wert des Achsenabschnittes ist 3,508 kg/m?.

Damit gilt:
(10-5) ppi = 0,2417 - Ke + 3,508,  Kg: EiweiBkonzentration in kg/m?®

Eine Unsicherheitsbetrachtung muss sowohl die Unsicherheit in der Steigung als auch im
Achsenabschnitt der Geraden einschliel3en. Bei einer Geradenanpassung sind Achsenabschnitt
und Steigung im Allgemeinen korrelierte Grof3en, eine Unsicherheitsangabe muss dies beriick-
sichtigen. Durch eine einfache mathematische Transformation lasst sich die Angabe der
Unsicherheit jedoch stark vereinfachen. Achsenabschnitt und Steigung sind dann unkorreliert,
wenn die Summe uber alle x-Werte (hier Ke) Null wird. Dies I&sst sich erreichen, indem die x-
Werte der Datenpaare um den Mittelwert aller x-Werte Xmittel = Xi Xi verschoben werden
(Zi (Xi - Xmitter) = 0) (vgl. hierzu [15], Anhang H3).

Im vorliegenden Fall ergibt sich als Mittelwert aller Eiweilkonzentrationen 66 kg/m® und als
Unsicherheit fur die entsprechend verschobenen Messwertepaare:

u(Achsenabschnitt) = 0,044 kg/m?®

u(Steigung) = 0,0067

Damit erhélt man als Gleichung flr die Unsicherheit
(10-6) u?(poitr) = (0,044 kg/m®)? + (Ke - 66 kg/m®) - (0,0067)?
oder mit dem Erweiterungsfaktor k = 2

(10-7)  U(poir) = 2 - {(0,044 kg/m®)2 + (K - 66 kg/m?)? - (0,0067)2}2 | k = 2.

16 Die Einheit der Steigung ist 1, weil Dichte und Konzentration formal die gleiche Einheit kg/m? haben.
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Die vollstandige Gleichung zur Berechnung der Serumdichte aus den Analysewerten von

Kochsalz und Eiweil? lautet damit

(10-8) Ppoolserum = Pwasser + Apnacl + ApEiweit + ApRest
Proolserum = 998,2 kg/m3 +0,7132 - Ks + 0,2417 - Ke + 3,508 kg/m3

U(pPooIserum) =2- {(0,044 kg/m3)2 + (KE - 66 kg/m3)2 : (0,0067)2}1/2 k=2
Ks: Kochsalzkonzentration in kg/m?, Ke: Eiweilkonzentration in kg/m?®

Einige Unsicherheitswerte fur die Bestimmung von pseum aus den Analysewerten sind in
Tabelle 8 dargestellt. Wie bereits im vorangehenden Text erwéhnt, sind dabei Unsicherheiten,
die der analytischen Bestimmung der Kochsalz- und der Eiweikonzentration beizuordnen sind,
vernachlassigt. Auch die Unsicherheit der Gleichung, die die Umrechnung der Kochsalz-

Konzentration in einen Dichteanteil beschreibt, ist vernachlassigt.

Als vereinfachter Wert kann fiir die Bestimmung von prooiserum aus den Analysewerten die
erweiterte Unsicherheit u(onormal-pooiserum) = 0,2 kg/m® (k = 2) angegeben werden, wenn die
EiweiRkonzentration des Serums im Normalbereich von 65 kg/m® bis 80 kg/m® liegt. Die

relative erweiterte Unsicherheit ist fiir diesen Bereich also 2-10™*.

Damit ist dem analytischen Laboratorium ein Werkzeug gegeben, mit dem die Serumdichte aus
Daten bestimmt werden kann, die diesem Laboratorium leicht zuganglich sind. Die gravi-
metrische Kalibrierung von Volumendosiergeraten wird hiermit im analytischen Laboratorium
selbst mdoglich. Die fur die Serumdichte angegebene Unsicherheit ist bei Eiweil-
konzentrationen im Bereich von 60 kg/m? bis 70 kg/m? etwa gleich der Unsicherheit, die wegen

Tabelle 8: Unsicherheiten bei der Bestimmung der Poolserumdichte

Eiweillkonzentration
_ 40 |45 |50 |55 |60 |65 |70 |75 |80 |85
in kg/m3

U(pPooIserum) (k = 2)

N 0,36(0,29|0,23|0,17(0,12|0,09{0,10|0,15(0,21|0,27
in kg/m
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Tabelle 9: Variation der Konzentrationen der Serumbestandteile in den untersuchten

Einzelseren
Eiweil3 Natrium Cholesterin | Triglyceride
maximale Konzentration 80,0 8,42 3,10 1,55
in kg/m?
minimale Konzentration 56,0 7,71 1,50 0,70
in kg/m?
mittlere Konzentration 70,3 8,17 2,13 1,16
in kg/m?
Standardabweichung 6,2 0,17 0,47 0,27
in kg/m?

der Veranderungen der Serumdichte durch Lagerung und Verdunstung (vgl. Kapitel 9.1)

angenommen werden muss, sie ist flr die Kalibrierung also ausreichend gering.

Die gezeigten Ergebnisse wurden an Poolserum gewonnen. In Abb. 35 sind die Dichtewerte
von Einzelseren als Funktion der Eiweilkonzentration mit den Poolwerten verglichen.
Dargestellt ist hier die Differenz zwischen der gemessenen Dichte und der aus Gleichung (10-8)
berechneten Dichte. Die Standardabweichung der Poolseren von dieser Gerade betragt
0,22 kg/m?, die der Einzelseren 0,46 kg/m?, ist also etwa doppelt so groB. Hier wird deutlich,
dass die Einzelseren, die fir die Poolbildung ausgewahlt wurden, in ihren Parametern nur wenig
von mittleren Werten abwichen. Bei den hier als Vergleich gezeigten Einzelseren ist die
Streuung der Konzentrationen der wichtigsten Serumbestandteile deutlich gréRer. Die
maximalen und minimalen Konzentrationen von Eiwei3, Na, Cholesterin und Triglyceriden

sind flr die Einzelseren in Tabelle 9 aufgelistet.
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Abb. 35: Vergleich der Dichte von Einzelseren und Poolseren
Das Diagramm zeigt die Differenz 4ps zwischen gemessener Dichte und der durch Gleichung
(10-8) berechneten Dichte. Der Vergleich von Einzel- und Poolseren zeigt die grof3ere Streuung
der Dichte der Einzelseren.

10.2 Temperaturabhangigkeit der Serumdichte

Bei der Bestimmung der Serumdichte wurde an mehreren Serumproben auch die Temperatur-
abhangigkeit der Dichte gemessen. Dabei wurden 6 Proben im Temperaturbereich 15 °C bis
25 °C, die 7. Probe im Temperaturbereich 15 °C bis 40 °C mit Temperaturschritten von jeweils
1 °C gemessen. Es liegen also pro Messreihe mindestens 11 Messwerte-Paare pi(ti) vor, bei der
Messreihe bis 40 °C 26 Messwerte-Paare. Die Eiweilkonzentration der untersuchten Proben
variierte von 56 kg/m?® bis 76 kg/m®. In Abb. 36 ist ein Beispiel fiir die Temperaturabhéngigkeit
der Serumdichte von Probe E25, einem Einzelserum mit einer Eiweiltkonzentration von 69

kg/m3, gezeigt.
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Abb. 36: Temperaturabhangigkeit der Dichte von Humanserum. Der Kurvenverlauf ist in Gleichung
(10-10) quantitativ beschrieben.

Fur jede Messreihe erfolgte die Anpassung eines quadratischen Polynoms nach der Methode
der kleinsten Quadrate an die Messdaten. Um einen einfachen Vergleich der Kurven zu

ermdglichen, wurde eine Gleichung der Form
(10'9) pSerum(t) = pSerum(ZO OC) ' (l +a - (t - 20 OC) + az (t - 20 oc)Z)

gewahlt.

Da sich die Koeffizienten bei verschiedenen Seren nicht signifikant unterschieden, wurden
anschlieBend die Anpasskoeffizienten aller 7 Polynome gemittelt.

(10'10) pSerum(t) =

psenum(20 °C) - (1 - 2,438-10* K1 - (t - 20 °C) - 4,460-10° K2 (t - 20 °C)?)

Die Standardabweichung aller Messdaten von der auf diese Weise gewonnenen Funktion
(10-10) betragt 8-10°° im Temperaturbereich 15 °C bis 25 °C (da die Funktionswerte nahe 1
sind, ist dieser Zahlenwert sowohl absolut als auch relativ zu verwenden). Es ist keine
Temperaturabhdngigkeit der Standardabweichung zu erkennen. Die Gleichung ist auch auf den
Bereich 25 °C bis 40 °C anwendbar. Hier steigt die Abweichung der Messwerte von der
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Funktion (10-10) von 8-10° bei 25 °C stetig mit der Temperatur auf 1,7-10* bei 40 °C. Eine
statistische Aussage ist hier wenig aussagekraftig, weil nur eine Messreihe vorliegt.
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11  Reproduzierbarkeit von Dosierergebnissen

In der vorliegenden Untersuchung wurden viele Messungen mehrmals durchgefuihrt. Dabei
wurden teilweise Umgebungsparameter wie z.B. die relative Luftfeuchte im Wageraum variiert.
Hé&ufig wurden jedoch auch mehrere Messungen unter Wiederholbedingungen mit sehr kurzer

Zeitspanne zwischen den Messungen durchgefihrt.

Viele dieser wiederholten Messungen liefern im Rahmen der Messunsicherheit nicht ber-
einstimmende Messergebnisse, d.h. die Abweichung dieser Ergebnisse voneinander ist grofier

als die Messunsicherheit.

Ein quantitatives Kriterium zur Analyse von Messergebnissen ist in der EA 2-03 [14] im
Anhang H gegeben. Danach wird die Abweichung zweier Messergebnisse auf die Mess-

unsicherheit normiert.

(11-1)  E =%

” \/U12 _U22
wobei x1 und X die Messergebnisse, hier die Mittelwerte aus 10 Dosierungen, und Uy und U>

die zugehdrigen mit dem Erweiterungsfaktor k = 2 versehenen Unsicherheiten sind. Ist der

normierte Wert E, kleiner 1, so sind beide Ergebnisse x1 und x» akzeptierbar.
Dieses Kriterium ist bei vielen Messungen nicht erfullt.

Ein Ergebnis mit einer Messunsicherheit, die als erweiterte Unsicherheit mit dem Erweite-
rungsfaktor k = 2 angegeben wird, besitzt eine Uberdeckungswahrscheinlichkeit fiir das
entsprechende Messwerteintervall von 95 %. Es ist also aus statistischen Griinden mdglich,
dass 5 % der Messergebnisse nicht in diesem Intervall liegen und dann auch das Kriterium
(11-1) nicht erfullen. Bei den Messungen an Kolbenhubpipetten tritt dies jedoch h&ufiger (in
10 % bis 20 % der Messungen) auf. Die Haufigkeit ist von Gerét und Flussigkeit abhangig.
Dies deutet darauf hin, dass schlecht reproduzierte Parameter oder nicht erkannte zusétzliche
Einfllsse eine Rolle spielen. Um einen solchen Einfluss zu uberprufen, wurden zwei Mess-
reihen durchgefiihrt, die statt der (blichen 10 Einzelmessungen je 100 Einzelmessungen
umfassten. Eine Messung wurde mit Wasser als Dosierflissigkeit, die andere mit Serum
durchgefuhrt. Als Dosiergerat wurde eine direktverdrdngende Kolbenhubpipette verwendet,

das Prufvolumen fir die Dosierung betrug 10 pl. Die Pipettenspitze wurde wéhrend der
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Messungen nicht gewechselt, um einen Einfluss auf das Messergebnis durch unterschiedliche
Spitzen auszuschlielen.

Die Einzelmessungen erfolgten nach dem gleichen Schema wie bei einer zehnmaligen
Messung: alle Randparameter wurden mdéglichst konstant gehalten (Dosierprozedur, zeitlicher
Abstand der Einzeldosierungen, Raumtemperatur, Flussigkeitstemperatur). Der Zeittakt
zwischen zwei aufeinanderfolgenden Dosierungen betrug wie bei den zehnmaligen Messungen
40 s, die gesamte Messzeit fur eine Serie also 4000 s. Das Ergebnis der Messreihe mit Wasser
als Dosierflussigkeit ist in Abb. 37 dargestellt. Dabei ist fur jeden Messwert die Differenz des
gemessenen Volumens vom Mittelwert aller 100 Messungen aufgetragen. Zusatzlich sind als
gestrichelte und als durchgezogene Gerade die Wiederholstandardabweichung fur die
Erweiterungsfaktoren k = 1 und k = 2 gezeigt. Die Einzelwerte dieser Messreihe streuen um den
Mittelwert, 31 der 100 Werte liegen auflerhalb des Intervalls fir die Wiederholstandard-
abweichung mit k=1, vier Werte auBerhalb des Intervalls fur k =2. Die Statistik dieses

Ergebnisses ist also so, wie man es fur eine Messreihe mit normalverteilten Werten erwartet.

0,15
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0,10

M AREET AT AR TS
oo LTI £ T
|

-0,10 y

Abweichung vom Mittelwert
T
: o—
o

-0,15
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Abb. 37: Hundertmalige Dosierung von Wasser. Direktverdrangende Kolbenhubpipette mit
einem Prifvolumen von 10 pl. Dargestellt ist die Abweichung der Einzel-
messungen vom Mittelwert aller Messungen.

Die gestrichelte Linie zeigt die fir alle 100 Messwerte ermittelte einfache
Standardabweichung (k = 1), die durchgezogene Linie die erweiterte Standard-
abweichung (k = 2).
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Es gibt jedoch einige Auffalligkeiten:

Bei den Messwerten 5 bis 12 ist eine Drift im Volumen hin zu kleineren Volumen zu
beobachten. Diese Drift ist groRer als die Wiederholstandardabweichung.

Die ersten 25 Ergebnisse liegen tiberwiegend oberhalb des Mittelwertes, ebenso die letzten 40
Ergebnisse.

Die Werte zwischen Messung 25 und 50 streuen um den Mittelwert, die Werte zwischen
Messung 50 und 60 liegen unterhalb des Mittelwertes. Hier finden also ,,Anderungen* statt, die
iiber einen ,,Zeitraum* von mehr als 10 Messungen Bestand haben konnen, dann aber

riickgangig gemacht werden.

i
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Abb. 38: Hundertmalige Dosierung von Wasser. Gleitender Mittelwert mit Mittelung Gber
jeweils 10 Einzeldosierungen. Dargestellt ist die Abweichung der 10er-Mittelwerte
vom Mittelwert aller Messungen. Die Daten der Einzelmessungen sind in Abb. 37
dargestellt.
Die gestrichelte Linie zeigt die fur alle 100 Messwerte ermittelte einfache
Standardabweichung (k = 1), die durchgezogene Linie die erweiterte Standard-
abweichung (k = 2).

Diese Ergebnisse bewegen sich zwar bei einer Messreihe mit 100 Einzelmessungen im von der
ublichen Statistik erlaubten Bandbreite. Wenn jedoch nur die tblichen 10 Einzelmessungen
durchgefuhrt werden — dies entspricht der willkurlichen Auswahl von 10 aufeinanderfolgenden
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Messwerten aus dieser Hunderter-Serie — so konnen sich fur diese Zehner-Serien Mittelwerte
und Standardabweichungen ergeben, die das erwahnte Kriterium (11-1) nicht erfillen. Dies ist
in Abb. 38 gezeigt. Hier ist der gleitende Mittelwert Uber jeweils 10 aufeinanderfolgende
Messwerte der in Abb. 37 gezeigten Messung gebildet, also der Mittelwert ber Messwert
1-10, dann Uber Messwert 2 -11, 3-12, usw. Als Unsicherheitshalken ist die aus der
Wiederholstandardabweichung der jeweiligen 10 Werte berechnete Unsicherheit des
Mittelwertes (Erweiterungsfaktor k = 2) eingezeichnet!’. In dieser Darstellung sind die oben
beschriebenen Auffalligkeiten deutlicher zu erkennen. Besonders der Bereich in der Mitte der
Messreihe, in dem die 10er-Mittelwerte deutlich unter dem Gesamtmittelwert liegen, fallt auf.
Diese Unterschreitung des Gesamtmittelwertes in diesem Bereich ist nicht nur auf den sehr
kleinen Messwert Nr. 55 zurtickzufthren, es liegen in diesem Bereich alle Messwerte zu

niedrig.

Mittelwerte aus diesem Bereich sind nicht in Ubereinstimmung mit Werten aus anderen
Bereichen der 100er-Serie. Dies ist bereits durch einen Blick auf Abb. 38 zu erkennen, die
Uberlappung der Messunsicherheitsbalken ist nicht immer gegeben. Das Kriterium (11-1) ist
noch schérfer, da in (11-1) die Messunsicherheiten quadratisch aufsummiert werden, wéhrend
bei der ,,optischen Kontrolle* in Abb. 38 eine lineare Summation der Messunsicherheiten

erfolgt.

Eine Erklarung fiir diese Abweichungen kann nicht gegeben werden. Anderungen der Mess-
und Umgebungsparameter oder ein Einfluss des Bedieners konnten nicht gefunden werden.
Eine Moglichkeit sind Verunreinigungen der Luft (Staub), die sich an der feuchten Spitze der
Pipette anlagern und die Dosierung beeinflussen. Diese sind aber zu klein, um mit dem Auge
erkannt zu werden. Solche Anlagerungen werden maglicherweise erst nach mehreren Dosier-
vorgingen wieder abgestreift. Eine ,,Erholungszeit®, in der der Einfluss solcher Effekte wieder

ausgeglichen wird, liegt bei etwa 20 bis 30 Einzelmessungen.

In Abb. 39 sind die Ergebnisse der zweiten Messreihe, die mit Serum als Dosierflissigkeit
durchgefuhrt wurde, gezeigt. Die Streuung der Ergebnisse der Einzeldosierungen ist deutlich
groRer als bei der Messung mit Wasser als Dosierflissigkeit. Mehr Einzelwerte fallen aus den

durch die Wiederholstandardabweichung mit den Erweiterungsfaktoren k=1 und k=2

17 Es sei daran erinnert, dass die Messunsicherheitsheitrage, die von der Messung des Volumens mit der
gravimetrischen Apparatur herriihren, vernachléssigbar sind.
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Abb. 39: Hundertmalige Dosierung von Serum. Direktverdrangende Kolbenhubpipette mit

einem Prifvolumen von 10 pl. Dargestellt ist die Abweichung der Einzel-
messungen vom Mittelwert aller Messungen.

Die gestrichelte Linie zeigt die fur alle 100 Messwerte ermittelte einfache
Standardabweichung (k = 1), die durchgezogene Linie die erweiterte
Standardabweichung (k = 2).

gegebenen Intervallen um den Mittelwert heraus. Die Unterschiede zwischen zwei aufeinan-
derfolgenden Messungen sind groler als bei Wasser. Von Messwert 40 bis 60 ist eine Drift zu
kleineren Werten, zwischen Messwert 60 und 80 eine Drift zu groReren Messwerten zu
erkennen. Ebenso sind groRere Bereiche vorhanden, in denen alle Messwerte oberhalb oder
unterhalb des Mittelwertes liegen.

Die zu Abb. 38 analoge Darstellung in Abb. 40 zeigt dieses Verhalten wieder deutlicher. Es
gibt starke Anderungen der gleitenden Mittelwerte. Auch hier Gberlappen die von Mittelwert
und Messunsicherheit gegebenen Intervalle hdufig nicht. Die Messunsicherheit ist bis zu
dreimal so grof3 wie die Messunsicherheiten bei der Messung mit Wasser. Bemerkenswert ist
die geringe Messunsicherheit im Bereich um Messpunkt 50. Hier ist sowohl bei den Einzel-
messungen als auch im Mittelwert eine starke Drift zu bemerken. Dennoch ist die aus der

Wiederholstandardabweichung berechnete Messunsicherheit so groR wie die kleinsten Mess-
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Abb. 40: Hundertmalige Dosierung von Serum. Gleitender Mittelwert mit Mittelung Uber

jeweils 10 Einzeldosierungen. Dargestellt ist die Abweichung der 10er-Mittelwerte
vom Mittelwert aller Messungen. Die Daten der Einzelmessungen sind in Abb. 39
dargestellt.

Die gestrichelte Linie zeigt die fur alle 100 Messwerte ermittelte einfache
Standardabweichung (k = 1), die durchgezogene Linie die erweiterte
Standardabweichung (k = 2).

unsicherheiten bei der Messung mit Wasser. Die bei der Messung an Wasser erwahnte

,~Erholungszeit* betrigt hier etwa 30 Einzelmessungen.

Serum enthalt Verunreinigungen in Form von EiweilRausflockungen. Wenn diese sich an der
Pipettenspitze festsetzen, so kdnnen sie einen ahnlichen Einfluss haben wie Staubteilchen. Das
Ergebnis der Messung mit Serum starkt deshalb die Vermutung, dass an der Pipettenspitze

klebende Staubteilchen eine mdgliche Ursache flr die Abweichungen sind.

Der groRte Unterschied in den gleitenden Mittelwerten betragt bei der Messung mit Wasser
0,056 pl, bei der Messung mit Serum 0,091 pl. Unterschiede dieser GréfRenordnung miissen bei
Wiederholmessungen einkalkuliert werden und kénnen deshalb natiirlich auch bei Vergleichen

der dosierten VVolumen an verschiedenen Flussigkeiten auftreten.

Die in Abb. 31 gezeigten Unterschiede in den Dosierungen von Serum und Kontrollfliissigkeit
liegen bis auf drei Ausnahmen unter dieser Spanne von 0,09 ul. Die Werte fir Direktverdréanger

94 Volumenbestimmung im Mikroliterbereich



und Mikroliterspritzen liegen sogar deutlich darunter, bis auf eine Ausnahme unterschreiten
hier alle Differenzen 0,03 pl. Dieser Vergleich macht deutlich, dass mit der ublichen
Messprozedur von 10 Einzelmessungen keine bessere Genauigkeit erreicht werden kann.
Beriicksichtigt man die oben erwihnte ,,Erholungszeit”, so scheint eine Serie von mindestens
50 Einzelmessungen zur zuverlassigen Mittelwertbildung erforderlich. Dies entspricht etwa der

doppelten ,,Erholungszeit*8.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Angabe der Wiederholstandardabweichung auf der Basis
einer zehnmaligen Dosierung haufig eine Unsicherheit vortauscht, die zu klein ist. Die Frage,
welche Modifikationen an der Angabe der Unsicherheit durchzufihren sind, um zuverlassigere
Angaben zur Unsicherheit zu ermdglichen, lasst sich anhand der vorliegenden zwei Messreihen

nicht beantworten.

18 Dies ist nur fur Kalibrierungen mit einer hohen Anforderung an die Genauigkeit erforderlich. Das zeigt ein
Vergleich der mit der Dosierflissigkeit Wasser gewonnenen Messwerte mit den Anforderungen der Norm 1SO
8655-2, die fur Wasser als Dosierflissigkeit gelten. Fiir ein Prifvolumen von 10 ul betragt die maximale erlaubte
systematische Abweichung 0,12 ul und die maximale erlaubte Wiederholstandardabweichung 0,08 pl. Die hier
gemessene Differenz zwischen minimalem und maximalem Mittelwert betrdgt 0,056 pl, die maximale
Wiederholstandardabweichung betragt 0,057 pl (k = 1!). Diese beiden Extremwerte liegen also noch innerhalb der
von der Norm gegebenen Grenzen. Die maximale erlaubte Wiederholstandardabweichung wird aber bei der
Messung an Serum zum Teil deutlich Gberschritten.
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12 Alternative Methode zur Volumenbestimmung: Photometrie

In Kapitel 3.1 wurde bereits darauf hingewiesen, dass eine ebenfalls haufig angewendete
Methode zur Volumenbestimmung auf der photometrischen Messung der Absorption eines
Farbstoffes basiert. Bei der photometrischen Methode wird eine Farbstoffloésung mit bekannter
Farbstoffkonzentration in eine Fllssigkeit bekannten Volumens und bekannter Absorbanz
hineindosiert. Aus der gemessenen Absorbanzanderung des Gemisches kann das VVolumen der
zudosierten Farbstofflosung bestimmt werden.

12.1 Physikalische Grundlagen der Photometrie

Die Absorption von Licht durch eine Farbstofflsung kann als MaR fur die Konzentration des
Farbstoffes in der Losung verwendet werden. Fir viele Farbstoffe und flr nicht zu groRe
Farbstoffkonzentrationen ist der Extinktionskoeffizient (auch als Absorptionskoeffizient
bezeichnet) des Lichtes, das die Farbstofflosung durchlduft, proportional zur

Farbstoffkonzentration. Diese Beziehung ist als Beersches Gesetz bekannt.
(12-1) k=kc-c

k ist der Extinktionskoeffizient der Farbstofflosung, ke der molare Extinktionskoeffizient, ¢ die

Konzentration.

Zur Bestimmung des Extinktionskoeffizienten von Licht durch eine Flussigkeit wird das Licht
in einem Photometer durch eine Kivette mit der zu prifenden Flussigkeit geschickt und das
Verhaltnis der Intensitdt von einfallender und ausfallender Strahlung bestimmt. Der
Zusammenhang zwischen aus- und einfallender Strahlungsintensitat wird durch das Bouguer-
Lambertsche Gesetz beschrieben. Das Verhaltnis von ausfallender zu einfallender
Strahlungsintensitat ist exponentiell abhangig von der Schichtdicke der untersuchten

Flissigkeit und von dem die Flussigkeit charakterisierenden Extinktionskoeffizienten k.
(12-2) la=le - ed
le, la  Intensitat der einfallenden und austretenden Strahlung

d Dicke der Flussigkeitsschicht
k Extinktionskoeffizient (Absorptionskoeffizient) der Flussigkeit
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Bei technischen Anwendungen wird h&ufig eine Gleichung verwendet, die statt der natiirlichen

Basis e eine dekadische Basis verwendet.

(12-3) la=le-10%9=1,. 10"
k' dekadischer Extinktionskoeffizient (Absorptionskoeffizient) der
Flussigkeit
A=Kk -d Absorbanz der Flussigkeit

Messgeréte geben gewohnlich als Messergebnis die Absorbanz A, das dimensionslose

Produkt aus Schichtdicke und dekadischem Extinktionskoeffizient an®®.

(12-4) A=k -d=-Ilg(l/ly

Die Schichtdicke der gemessenen Flussigkeit wird durch die verwendete Kiivette bestimmt und
ist im Allgemeinen bekannt. Eine Berechnung des Extinktionskoeffizienten aus der Absorbanz
ist darum auf einfache Weise moglich, wird aber hdufig nicht durchgefuhrt. Stattdessen werden
bei mit Kuvetten der gleichen Schichtdicke durchgefiihrten Vergleichsmessungen die

Absorbanzen verglichen.

Die Absorption von Licht durch Farbstoffe ist im Allgemeinen wellenlangenabhangig. Die
Messung der Absorbanz sollte deshalb zweckmaRigerweise bei einer Lichtwellenlange

erfolgen, bei der die Absorption ein Maximum erreicht.

Das Beersche Gesetz (Gleichung (12-1)) kann ebenfalls als Beziehung zwischen Farbstoff-

konzentration und Absorbanz geschrieben werden.

(12-5)  c=k’-A

Bei Kenntnis der durch (12-6) beschriebenen Geraden lasst sich die Konzentration c einer Farb-

stofflésung durch die Messung der Absorbanz bestimmen.

Um Photometrie zur Kalibrierung von Volumendosiergeraten einsetzen zu kénnen, muss die
Kalibrierflissigkeit mit Farbstoff versetzt werden. VVon dieser Ausgangs-Farbstofflosung wird
mindestens eine Verdunnung (in Wasser) hergestellt, anhand derer die Steigung der durch
(12-7) beschriebenen Geraden, also der Zusammenhang zwischen Absorbanz und

Konzentration der Farbstofflosung, bestimmt wird. Wegen der Linearitdt zwischen

19 Die Absorbanz ist dimensionslos. Als ,.Einheit“ wird aber hiufig ,,A* verwendet.
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Farbstoffkonzentration und Absorbanz genligt es, eine Verdinnung herzustellen. Zur
Uberpriifung des Giiltigkeitsbereiches des Beerschen Gesetzes sind jedoch mehrere
unterschiedliche Verdunnungen erforderlich. Die Verwendung mehrerer Verdinnungen
verringert auch die Unsicherheit bei der Angabe eines Zahlenwertes fir die Steigung. Die
BezugsgroRe fir die Konzentration der Ausgangs-Farbstofflosung kann dabei willkurlich 1
gesetzt werden??, da sie lediglich als Vergleichswert in weitere Berechnungen eingeht. Die auf

diese Weise bestimmte Zahlenwertgleichung wird im Folgenden als Kalibrierkurve bezeichnet.

Die Ausgangs-Farbstofflésung ist auch die Flussigkeit, die fir die Dosierung mit dem zu
kalibrierenden Dosiergerat verwendet wird. Diese Dosierung findet direkt in ein Gefall mit
einer Flussigkeitsvorlage bekannter Absorbanz statt. Die Flissigkeitsvorlage muss die gleiche
Flussigkeit sein, die auch bei der Messung der Kalibriergeraden als Verdunnung gewéhlt
wurde, im vorliegenden Fall war dies Wasser. Nachdem die dosierte Fllssigkeit und die
Vorlage intensiv gemischt sind, kann die Absorbanz der Lésung gemessen werden. Anhand der
Kalibrierkurve ist aus der Absorbanzanderung eine Berechnung der Anderung der Farbstoff-
konzentration und daraus die Berechnung des zudosierten VVolumens moglich.

(12-8) c:ﬁ%g%ﬁ
c,—C
c-c,

12:9) V=V,

Dabei ist ¢ die Farbstoffkonzentration nach der Dosierung, V1 das VVolumen der Vorlage, c: die
Farbstoffkonzentration der Vorlage, V. das zudosierte (zu bestimmende) Volumen, c; die
Farbstoffkonzentration des zudosierten VVolumens. Bei hier beschriebenen Messungen bestand
die Vorlage aus reinem Wasser ohne Farbstoff, deshalb wird c1 = 0 gesetzt. (Die Absorption
des Lichtes durch die Luft im Strahlgang und durch die Kiivettenwande und das reine Wasser
in der Kivette sowie reflektierte Anteile werden vom Messgerat durch den Vergleich mit einer
Referenzkivette kompensiert.) Wird bei der Bestimmung der Kalibrierkurve die Konzentration

der Ausgangs-Farbstofflosung gleich 1 gesetzt, so gilt c. = 1. Damit vereinfacht sich (12-9) zu:

C

12-10 V,=V,—
(12:20)  V, =V,

20 Da die Kalibrierkurve direkt gemessen werden soll, ist dies moglich. Soll auf vorhandene Kalibrierdaten
zuriickgegriffen werden, ist die Angabe der Konzentration in absoluten Stoffmengen-Einheiten notwendig.
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Wird eine Kalibrierkurve mit dem Photometer gemessen, mit dem auch die photometrischen
Kalibrierungen der Volumendosiergerate durchgefiihrt werden, so ist auch eine einfache
Rickfihrbarkeit der photometrischen Messung gegeben, da lediglich eine Vergleichsmessung
mit ein und demselben Messgerat durchgefuhrt wird. Die Vergleichsmessung bewirkt eine
Rickfihrung des zu bestimmenden Volumens V. auf andere Volumen. Es sind dies das
Volumen V1 und die Volumen der Ausgangs-Farbstofflésung und der Verdiinnung, die bei der
Bestimmung der Kalibrierkurve eingesetzt werden. Diese Volumen missen deshalb
rickfuhrbar gemessen werden. Dies geschah bei den hier durchgefiihrten Messungen durch

gravimetrische VVolumenbestimmung.

12.2  Erstellung der Farbstofflosungen zur Kalibrierung von Volumen-

dosiergeraten

Die Kalibrierung von Volumendosiergeraten mit dem photometrischen Verfahren erfordert
zunachst die Herstellung einer Farbstoffkalibrierlosung und die Uberpriifung des Gltigkeits-
bereiches des Beerschen Gesetzes. Dazu ist zunéchst ein Farbstoff auszuwahlen, der sich in der
zu dosierenden Flussigkeit 16st. In der vorliegenden Untersuchung wurde der Farbstoff ABTS
(2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure)) verwendet. Der Farbstoff 16st sich sowohl
in Wasser als auch in Serum und hat sich in beiden Fllssigkeiten als stabil erwiesen. Eine
wassrige Losung von ABTS ist sehr schwach griin, das Absorptionsmaximum liegt im nahen
UV-Bereich bei 340 nm (Abb. 41).

Zur Uberpriifung des Gultigkeitsbereiches des Beerschen Gesetzes wurden Losungen des
Farbstoffes in Wasser und in Serum mit unterschiedlicher Farbstoffkonzentration hergestelit.
An diesen Losungen wurde die Absorbanz gemessen. In Abb. 42 und Abb. 43 sind die
Ergebnisse gezeigt. Auf der Ordinatenachse ist als ,,Volumenkonzentration die Konzentration
der verdiinnten Farbstofflosung relativ zur Ausgangs-Farbstofflosung dargestellt. Diese
bestand bei der Messung mit Wasser aus 28,6 mg ABTS gel6st in 11,937 g Wasser und bei der
Messung mit Serum aus 32 mg ABTS gel6st in 12,07 g Serum. In Abb. 42 ist der lineare
Bereich bei kleinen Farbstoffkonzentrationen deutlich zu erkennen. Der Zwischenbereich, in
dem die Kalibrierkurve nichtlinear wird, wurde bei den vorliegenden Messungen nicht zur

Kalibrierung von Volumendosiergeriten verwendet. Der ,,Sattigungsbereich* bei Absorbanzen
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Abb. 41: Absorptionsspektrum des verwendeten Farbstoffes ABTS. Das
Absorptionsmaximum liegt bei 340 nm. Diese Wellenldnge wurde fir die
photometrischen Untersuchungen verwendet.

oberhalb von 4 (dies entspricht einer Intensitat des aus der Kivette austretenden Lichtes von
weniger als 10 der Intensitat des einfallenden Lichtes) ist ein Artefakt des Messgerites, das

Absorbanzen gréRer 4 nicht mehr auflésen kann.

Der lineare Bereich lasst sich durch die Zahlenwertgleichung A = 1,7220 - ¢ beschreiben. A ist
dabei die Absorbanz, ¢ die Konzentration der Farbstofflosung in %. Die aus der linearen
Regression bestimmte Unsicherheit dieser Angabe betragt 2,8-107 bei ¢ = 0 und 4,4-107 bei
¢ =1 % (Erweiterungsfaktor k = 2). Die minimale Unsicherheit ist fiir ¢ = 0,32 % mit 2,0-10
gegeben. Die entsprechenden Werte der Kalibrierkurve fur ABTS in Serum lauten:
Zahlenwertgleichung: A = 1,8212 - ¢, Unsicherheit: 3,2-10° bei ¢ = 0 und 4,810 bei ¢ = 1 %.

Die minimale Unsicherheit ist fiir ¢ = 0,34 % mit 2,2-10° gegeben.

Alle Fliussigkeitsvolumen, die fur die Erstellung der Kalibriergeraden verwendet wurden,

wurden gravimetrisch bestimmt. Ihre Unsicherheiten sind vernachlassigbar.
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Kalibrierkurve zur Uberpriifung des Beerschen Gesetzes fiir eine Lésung von
ABTS in Wasser. Im unteren Bereich besteht ein linearer Zusammenhang
zwischen der Absorbanz und der Konzentration der Farbstofflosung.
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Kalibrierkurve fur eine Lésung von ABTS in Serum zur Uberpriifung des

Beerschen Gesetzes. Dargestellt ist der lineare Bereich, der fur
Volumenkonzentrationen ¢ < 1 % vorliegt.
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12.3  Photometrische Kalibrierung zweier Pipetten

Um einen direkten Vergleich zwischen gravimetrischem und photometrischem Verfahren zu
ermoglichen, wurden Kalibrierungen an zwei Pipetten gleichzeitig, d.h. mit denselben dosierten
Flussigkeitsvolumen, sowohl gravimetrisch und als auch photometrisch durchgefiihrt. Dazu
wurde jede Dosierung mit der Farbstofflosung in ein neues GefalR durchgefihrt und zundchst
gravimetrisch gemessen. Die Messungen wurden unter ahnlichen Bedingungen durchgefuhrt
wie die in Kapitel 4 beschriebenen gravimetrischen Messungen. Als GefaRe wurden jedoch hier
verschlieRbare Kunststoff-Caps von 1,5 ml Inhalt verwendet. Wegen dieser Anderung wurde
auch eine Waage mit grofRerer Maximallast verwendet. Das Volumen der Flussigkeitsvorlage

in den Caps wurde ebenfalls gravimetrisch bestimmt.

Im Anschluss an die gravimetrische Messung wurden die Flussigkeitsvorlage und die
dazudosierte Farbstofflosung in einem Ruttler gemischt und dann photometrisch gemessen. Vor
der photometrischen Messung wurden die Caps zur Temperierung fir eine Stunde neben dem
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Abb. 44: Gemessene Absorbanz einer Dosierung von 10 pl Farbstofflosung in 1,3 ml
Wasser. Die eingezeichnete Gerade ist durch eine lineare Regression an die
Messdaten angepasst. Sie zeigt die zeitliche Drift der Absorbanz von 1,252283 auf
1,252298 nach 60 s. Die Auflosung des Photometers betragt 0,0001. Die Drift ist
deshalb im Rahmen der Messunsicherheit vernachlassigbar.
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Photometer gelagert. Zur photometrischen Messung musste die Flissigkeit in eine Kivette
umgefillt werden. Die Kuvette wurde vor jeder neuen Fullung gereinigt. Beim Umfullen wurde
darauf geachtet, dass die Erwarmung der Flussigkeit durch Handwarme mdoglichst gering war.
Da die Temperatur der Messkammer des Photometers um etwa 5 °C hoéher war als die
Umgebungstemperatur, wurde die Messung unmittelbar nach dem Einsetzen der Kdivette in das
Photometer durchgefuihrt. Die Messzeit im Photometer betrug 1 min. Kontrollmessungen tiber
einen Zeitraum von 2 min zeigten, dass die Anderung der Absorbanz in diesem Zeitraum immer
geringer ist als 0,002. Eine Messung iber 30 min ergab eine Abnahme des Messergebnisses um

0,01 aufgrund der Erwdrmung der Flissigkeit.

Eine photometrische Messung ist in Abb. 44 dargestellt. Die Messung besteht aus 200 Einzel-
messungen, die in einem zeitlichen Abstand von 0,3s gemessen wurden. Die relative
Standardabweichung der Messwerte ist fir die gezeigte Messung 1,4-10%, die relative
Standardabweichung des Mittelwertes betragt 1,0-107°. Die zeitliche Drift des Signales wihrend
der Messzeit wurde durch eine lineare Regression ermittelt. Die relative Anderung der
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Abb. 45: Vergleich der mit Gravimetrie und Photometrie gemessenen Dosierergebnisse.
Die Dosierflussigkeit ist mit Farbstoff versetztes Wasser, das Prifvolumen betragt
10 pl, die Ergebnisse sind Mittelwerte aus 10 Einzelmessungen, die Mess-
unsicherheitsbalken sind aus der Wiederholstandardabweichung ermittelt, der
Erweiterungsfaktor ist k = 2. Es sind die Dosierungen fur eine direktverdrdngende
Pipette und eine Luftpolsterpipette fur die beiden im Text beschriebenen unter-
schiedlichen Dosierverfahren dargestellt.
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Absorbanz betragt 1,2-10° nach der Messzeit von 60s. Sie ist deshalb im Rahmen der

Messunsicherheit vernachlassigbar.

Aus den Absorbanzen wurden nach dem in Kapitel 12.1 beschriebenen Verfahren die dosierten
Volumen berechnet. Wie bei der gravimetrischen Methode wurden fir eine Kalibrierung 10

Einzelmessungen gemittelt.

Die photometrischen Messungen wurden exemplarisch an einer direktverdrangenden Pipette
und an einer Luftpolsterpipette durchgefuhrt. Als Dosierflissigkeiten dienten Wasser mit
Farbstoff und Serum mit Farbstoff, die dosierten Priifvolumen waren 10 pl und 2 ul. Dartiber
hinaus wurden zwei unterschiedliche Dosierverfahren untersucht. Beim ersten Verfahren wurde
die Dosierung in ein trockenes GefaR durchgefihrt, die Pipette wurde an der GefaRwand
abgestreift, erst danach wurde die Flissigkeitsvorlage hinzugefuigt. Diese Prozedur entspricht

der Dosierprozedur beim gravimetrischen Kalibrierverfahren. Beim zweiten Verfahren wurde
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Abb. 46: Vergleich der mit Gravimetrie und Photometrie gemessenen Dosierergebnisse.
Die Dosierflussigkeit ist mit Farbstoff versetztes Wasser, das Prifvolumen betragt
2 ul, die Ergebnisse sind Mittelwerte aus 10 Einzelmessungen, die Messunsicher-
heitsbalken sind aus der Wiederholstandardabweichung ermittelt, der
Erweiterungsfaktor ist k = 2. Es sind die Dosierungen fur eine direktverdrdngende
Pipette und eine Luftpolsterpipette fur die beiden im Text beschriebenen unter-
schiedlichen Dosierverfahren dargestellt.
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erst die Vorlage in das Gefal} gegeben, danach wurde die Farbstofflosung hinzudosiert. Bei
diesem zweiten Verfahren wurde die Pipettenspitze beim Dosieren nicht an die GefaBwand
angelegt, sondern in die Vorlage eingetaucht. Nach der Dosierung wurde nicht abgestreift.

Diese Prozedur spiegelt die haufig angewendete Handhabung in der analytischen Praxis wider.

In Abb. 45 bis Abb. 47 sind die Messresultate dieses Vergleiches gegeniibergestellt. Dargestellt
ist der Vergleich einer direktverdrangenden Pipette mit einer Luftpolsterpipette fir die zwei
oben beschriebenen Dosierverfahren des ,,Abstreifens und des ,,Eintauchens. In den drei
Abbildungen sind auch die an denselben Dosierungen vorgenommenen gravimetrischen und

photometrischen Ergebnisse direkt verglichen.

Abb. 45 vergleicht die Dosierergebnisse fir die Dosierung von 10 pl Wasser. Die Ergebnisse
zeigen eine gute Ubereinstimmung der photometrisch gewonnenen Daten mit den
gravimetrisch gewonnenen Daten. Die mit dem Eintauchverfahren gemessenen
photometrischen Werte sind etwa 1 % groRer als die gravimetrischen Werte. Hier findet
moglicherweise ein Transfer zumindest eines Teils des Farbstoffes aus der Flissigkeit, die
normalerweise als Rest in der Pipettenspitze bleibt, in die Vorlage statt. Dies kann durch
direkten Austausch von Flussigkeit oder durch Diffusion erfolgen. Die Pipettenspitze ist
wéhrend der Dosierung etwa 3 s bis 5 s in die Flussigkeit eingetaucht, diese Zeit ist lang genug
fir Austausch- und Diffusionsprozesse. Durch einen solchen Vorgang wird ein zu grofRes

dosiertes Volumen vorgetauscht.

Der Vergleich der Messdaten, die bei einem Prifvolumen von 2 ul gewonnen wurden, ist in
Abb. 46 gezeigt. Die Ubereinstimmung der Ergebnisse ist ebenfalls sehr gut. Die photo-
metrischen Werte sind bei den nach dem Abstreifverfahren erhaltenen Ergebnissen etwa 1 %
bis 2 % groRer als die gravimetrischen Werte. Die Unterschiede bei den mit dem Eintauch-

verfahren gemessenen Werten sind jedoch doppelt so groR.

Die VergrolRerung des dosierten Volumens, die beim Eintauchverfahren mit dem
photometrischen Messverfahren gegentiber dem gravimetrischen Verfahren ermittelt wurde, ist
bei allen durchgefiihrten Messungen von etwa gleicher GroRe wie die aus der
Wiederholstandardabweichung bestimmte Messunsicherheit. Die Volumenénderung ist jedoch

immer eine VergroRerung. Deshalb ist das Ergebnis als signifikant anzusehen.
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Abb. 47: Vergleich der mit Gravimetrie und Photometrie gemessenen Dosierergebnisse.
Die Dosierflussigkeit ist mit Farbstoff versetztes Serum, das Prufvolumen betragt 10 pl,
die Ergebnisse sind Mittelwerte aus 10 Einzelmessungen, die Messunsicherheitsbalken
sind aus der Wiederholstandardabweichung ermittelt, der Erweiterungsfaktor ist k = 2. Es
sind die Dosierungen flr eine Luftpolsterpipette fiir das im Text beschriebene
Eintauchverfahren dargestellt.

In Abb. 47 sind drei Messungen mit einem Prifvolumen von 10 pl Serum gezeigt. Die
Messungen wurden nur mit der Luftpolsterpipette durchgefiihrt, die auch fir die Messungen
mit der Farbstofflosung in Wasser verwendet wurde. Die nach dem Abstreifverfahren
erhaltenen Ergebnisse zeigen eine hervorragende Ubereinstimmung zwischen photo-
metrischem und gravimetrischem Ergebnis, beide Ergebnisse bestatigen wieder die schon von

den in Kapitel 8 beschriebenen Untersuchungen her bekannte Unterdosierung von 5 %.

Dagegen sind bei den beiden Messungen, die nach dem Eintauchverfahren durchgefiihrt
wurden, deutliche Unterschiede zu erkennen. Die erste Messung nach dem Eintauchverfahren
(die mittlere Messung in Abb. 47) bestatigt mit dem photometrischen Wert das mit dem
Abstreifverfahren erhaltene Ergebnis. Der Wert ist 1,8 % groRer als der Wert nach dem
Abstreifverfahren, wie es bereits von den Messungen mit Wasser bekannt ist. Der gravi-

metrische Wert ist jedoch deutlich geringer als der photometrische Wert und als die mit dem
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Abstreifverfahren erhaltenen Werte Der Unterschied betragt hier 7,7 %. Diese Diskrepanz kann

nicht mehr mit Flussigkeitsaustausch und Farbstoffdiffusion erklart werden.

Die dritte gezeigte Messung (die rechte in Abb. 47) ist eine Wiederholungsmessung der zweiten
Messung. Sie ist weniger zuverldssig, da sie eine ,,Fehldosierung* enthélt. Dies kommt in den
insgesamt niedrigeren Werten und in der sehr grof’en Messunsicherheit zum Ausdruck.

Dennoch ist die nahezu gleiche Diskrepanz (9 %) auch in dieser Messung zu sehen.

Die beiden Messungen nach dem Eintauchverfahren zeigen die Problematik dieses Verfahrens
auf, wenn es mit Serum anstelle von Wasser zur gravimetrischen Bestimmung des VVolumens
eingesetzt wird. Beim Befullen der Pipette bildet sich auf der AulRenseite der Spitze ein diinner
Serumfilm. Dieser trocknet auf dem Weg vom Vorratsgefal? zum Dosiergefal3 teilweise oder
vollstandig ein. Beim Eintauchen in die Vorlage nimmt dieser getrocknete Serumfilm Wasser
aus der Vorlage auf. Dieses Wasser wird beim Herausziehen der Pipettenspitze aus der VVorlage

mitgenommen und verringert die Wassermenge der Vorlage im DosiergefaR.

Das mitgenommene Wasservolumen wird aus der in Abb. 47 gezeigten Differenz zu 0,7 pl
abgeschatzt. Dieses Wasservolumen verringert zwar nur das Volumen der Vorlage, fuhrt bei
der gravimetrischen Messung aber zu einer entsprechenden deutlichen Verringerung des
gemessenen VVolumens, weil das gravimetrische Verfahren lediglich die Differenz der Masse
des GefélRes vor und nach dem Dosiervorgang als Messwert fur das Volumen erfassen kann.
Bei der photometrischen Messung tritt zwar das gleiche Problem auf, hier wirkt sich das
mitgenommene Wasservolumen aber nur auf das Volumen der Vorlage aus. Da dieses mit
1300 pl sehr groB gegen das mitgenommene Wasservolumen ist, findet eine Anderung des
gemessenen Volumens im Verhiltnis 0,7 pl zu 1300 pl, also um relativ 5-10* statt. Das
gemessene Volumen ist in diesem Fall um 5-10* zu groB, weil der Farbstoff durch die Abnahme
des Vorlagenvolumens aufkonzentriert wird. Die Frage, ob das mitgenommene Wasservolumen
aus reinem Wasser oder aus Wasser mit Farbstoff besteht, kann aufgrund dieser Messungen
nicht beantwortet werden. Es ist zu vermuten, dass sowohl Wasser als auch Farbstoff

mitgenommen werden.

Ein dhnlich problematisches Verhalten kann auch bei anderen gut benetzenden Flissigkeiten
auftreten. Hier liegt ein Fall vor, bei dem die gravimetrische Volumenbestimmung system-

bedingt ein deutlich zu kleines Ergebnis liefert. Lediglich bei der Verwendung von Wasser ist
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wegen der grof3en Oberflachenspannung und der damit verbundenen schlechten Benetzung der
Pipettenspitzenoberflache dieser Effekt vernachléssigbar.

12.4  Vor- und Nachteile der photometrischen Kalibrierung von Volumen-

dosiergeraten

Das Verfahren der photometrischen Messung zur Kalibrierung von VVolumendosiergeraten wird
haufig fir kleine Volumen als vorteilhaft gegenliber dem gravimetrischen Verfahren
dargestellt. Argumente hierfir sind die flr kleine Volumen nicht ausreichende Auflésung der
Waage und der groRRe Einfluss der Verdunstung auf das Messergebnis bei der gravimetrischen
Methode.

Die vorliegenden Ergebnisse bestétigen die grundsétzliche Einsetzbarkeit des photometrischen
Verfahrens. Die Messunsicherheit des photometrischen Verfahrens bewegt sich fir kleine
Dosiervolumen innerhalb der durch Normen gegebenen Fehlergrenzen. Fir Volumen oberhalb
100 pl ist dies aber nicht immer gegeben. Fir gréRere Volumen sollte deshalb immer dem

gravimetrischen Verfahren der VVorzug gegeben werden.

Ein weiterer Nachteil des photometrischen Verfahrens ist, dass keine reinen Flissigkeiten,
sondern mit Farbstoff versetzte Fllssigkeiten untersucht werden. Durch die Zugabe von Farb-
stoff kdnnen sich Stoffparameter und damit die Dosiereigenschaften andern. Bei Wasser andert
sich beim Zusatz von Fremdstoffen vor allem die Oberflachenspannung. Dies kann zu
verfalschten Ergebnissen fiihren und ist bei Kalibrierungen, die mit sehr geringer

Messunsicherheit durchgefiihrt werden sollen, nicht zu tolerieren.

Der haufig als Vorteil des photometrischen Verfahrens dargestellte kurze Zeitaufwand fiir eine
Kalibrierung kann nur genutzt werden, wenn die Kalibrierflissigkeit von einer externen Quelle
bezogen werden kann oder wenn grofie Mengen der Flissigkeit bendtigt und selbst hergestellt
werden und wenn keine eigenen Kalibrierkurven gemessen werden missen. Aullerdem muss
eine Dosierung direkt in die Kivette des Photometers mit anschlieBender Durchmischung
maoglich sein. Beim Bezug der Flissigkeit von einer externen Quelle muss fiir eine geeignete

Rickfihrbarkeit der Farbstofflosung (und fiir eine riickgefuihrte Kalibrierung des Photometers)
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gesorgt werden, da hier keine Vergleichsmessung vorliegt. Da Farbstofflésungen haufig nicht
langzeitstabil sind, ist eine langere Lagerung der Losungen nicht moéglich.

Bei der Kalibrierung mit Flussigkeiten wie Serum muss die Kalibrierlosung kurzfristig herge-
stellt und in wenigen Tagen verbraucht werden. Wegen des begrenzten Vorrats an Serum
kdnnen nur kleine Mengen hergestellt werden. Die Herstellung erfordert eine gravimetrische
Einwaage von Flussigkeit und Farbstoff. Auch die Losungen unterschiedlicher Konzentration,
die zur Messung der Kalibriergeraden benétigt werden, mussen gravimetrisch kontrolliert
werden, um die erforderliche Genauigkeit zu erreichen. Das Volumen der Vorlage muss
ebenfalls gravimetrisch bestimmt werden, da eine volumetrische Bestimmung mit einem
Volumendosiergerat einen sehr groflen Unsicherheitsbeitrag liefert. Diese notwendigen
gravimetrischen Messungen und die ebenfalls erforderliche Bestimmung der Dichte der
Farbstofflésung erhéhen den Zeitaufwand flr eine photometrische Messung derart, dass sie um

ein mehrfaches langer dauert als eine gravimetrische Messung.

Die eingangs genannten Nachteile des gravimetrischen Verfahrens, eine Waage mit zu geringer
Auflésung und Empfindlichkeit und der groRBe Einfluss der Verdunstung bei sehr kleinen
Volumen, kénnen durch geeignete MalRnahmen verhindert werden. In der vorliegenden Arbeit
wurde gezeigt, dass sich mit der geeigneten Waage und mit einer rechnerischen
Verdunstungskorrektur sehr kleine Flissigkeitsvolumen mit einer erweiterten Unsicherheit von
2,4 nl bestimmen lassen. Experimentell gezeigt wurde dies bei Priifvolumen von 0,2 pl. Die
Unsicherheitsberechnungen lassen erwarten, dass Volumen bis hinab zu 50 nl mit dem

klassischen gravimetrischen Verfahren gemessen werden konnen.
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13  Zusammenfassung

Der vorliegende Bericht beschreibt Untersuchungen des Dosierverhaltens von Kolbenhub-
pipetten und Mikroliterspritzen bei der Dosierung von unterschiedlichen Flussigkeiten. Die
dosierten Volumen lagen im Bereich zwischen 0,2 ul und 50 pl, sie wurden mit einer
gravimetrischen Messapparatur gemessen. Als Flussigkeiten wurden Wasser, Ethanol und
Nonan verwendet, einen besonderen Schwerpunkt bildete die Untersuchung des Dosier-
verhaltens von Humanserum. Im Rahmen der Untersuchungen wurde auch das gravimetrische
Messverfahren mit dem photometrischen Verfahren experimentell verglichen. Um in Analytik-
Laboratorien gravimetrische Kalibrierungen von Volumendosiergeraten mit Humanserum zu
ermoglichen, wurde eine einfache Methode zur Dichtebestimmung an Humanserum aus den

analytisch bestimmten Kochsalz- und Eiweil3konzentrationen im Serum entwickelt.

Die vorliegende Untersuchung hat gezeigt, dass die Volumen von mit Kolbenhubpipetten und
Mikroliterspritzen dosierten Flussigkeiten unterschiedlich sein kénnen, wenn unterschiedliche
Flussigkeiten verwendet werden. Die allgemein (bliche und durch Normen festgelegte
Kalibrierung solcher Dosiergerate mit Wasser als Dosierflissigkeit kann Ergebnisse liefern, die
nicht auf die Dosierung anderer Flussigkeiten Ubertragbar sind. Verantwortliche Stoffparameter
fur das unterschiedliche Dosierverhalten sind vor allem die Oberflachenspannung und
Grenzflachenspannung sowie der Dampfdruck der Flussigkeiten. Wird Humanserum dosiert,
so bewirkt die groRe Haftung der Flissigkeit an der Pipetten- oder Mikroliterspitze zusétzliche

Abweichungen im dosierten Volumen.

Wasser benetzt die Aullenseite von Pipetten- oder Mikroliterspitzen wenig, der Grund ist die
grol3e Oberflachen- und Grenzflachenspannung. Flussigkeiten mit geringer Oberflachen- und
Grenzflachenspannung dagegen benetzen die Aullenseite sowohl beim Befiillen als auch beim
Entleeren des Gerétes. Die zusétzliche Flussigkeit auf der AuBenseite kann durch Abstreif-
prozeduren nur unvollstdndig entfernt werden. lhr Volumen héngt stark von Graten und
Kratzern an der Gerétespitze und von der Rauhigkeit der Oberflache ab. Die Abweichung im
Dosierergebnis wird also vor allem durch die Gerétespitze beeinflusst, nicht vornehmlich durch
das Dosiergerat. Als Richtwert fir hierdurch bedingte Abweichungen im dosierten VVolumen
kann bei Ethanol und Nonan 1 % fir Prifvolumen zwischen 2 pl und 50 ul angegeben werden.
Eine Dosierung mit Wasser kann diesen Einfluss der AuRenseite der Gerétespitze nicht zeigen,

weil die Benetzung zu gering ist.
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Es ist seit langerem bekannt, dass Flissigkeiten mit groRem Dampfdruck nicht mit Luft-
polsterpipetten dosiert werden kdnnen, weil die Anreicherung des Luftpolsters mit Flussig-
keitsdampf das Luftpolster vergroRert. Die vorliegende Untersuchung hat gezeigt, dass auch
bei direktverdrangenden Kolbenhubpipetten und bei Mikroliterspritzen eine Unterdosierung
erfolgt. Als Richtwert fir diese Unterdosierung kann bei Ethanol 2 % fiur Prufvolumen
zwischen 2 pl und 50 pl angegeben werden. Ursache ist die Verdunstung der Flissigkeit aus

der Geratespitze heraus und von der Aulenseite der Geratespitze.

Bei der Dosierung von Humanserum treten diese Einflisse ebenfalls auf, haben allerdings nicht
so grof3e Abweichungen zur Folge wie bei Ethanol oder Nonan. Der Dampfdruck von Serum
ist dhnlich dem Dampfdruck von Wasser, aus dem ja Serum zu etwa 90 % besteht. Die
Oberflachenspannung ist mit einem Wert von etwa 56 mN/m deutlich gréRer als die von
Ethanol oder Nonan mit je etwa 22 mN/m. Mit Wasser gewonnene Kalibrierergebnisse sind
deshalb fiir direktverdrangende Kolbenhubpipetten und Mikroliterspritzen haufig gut auf die
Dosierung mit Serum tbertragbar. Problematisch bei Serum ist vor allem die groRe Haftung der
Flussigkeit an den GefaRwanden. Ist die AulRenseite der Gerétespitzen ungiinstig konstruiert,
kann es deshalb auch bei direktverdrangenden Kolbenhubpipetten und Mikroliterspritzen
grolRere Abweichungen im dosierten VVolumen geben. Die gemessenen Abweichungen liegen
denn auch im Allgemeinen fiur Prifvolumen grofer 2 pl bei etwa 0,1 %, erreichen aber in
Einzelféallen 1 % bis 2 %.

Bei Luftpolsterpipetten behindert die grofRe Haftung an den Spitzenwénden das AusstoRRen der
Flussigkeit sehr stark. Ein AusstofRen ist hdaufig nur unter Zuhilfenahme des sogenannten
Uberhubes, eines zusatzlichen Luftpolsters, moglich. Dennoch verbleibt ein groBer Flissig-
keitsrest in der Pipette. Als Richtwert fur die dadurch bedingte Unterdosierung kann 5 % fiir

Prifvolumen zwischen 1 pl und 20 pl angegeben werden.

Luftpolsterpipetten sollten immer mit der zu dosierenden Flissigkeit kalibriert werden. Werden
bei der Kalibrierung deutlich gréfiere empirische Wiederholstandardabweichungen gefunden
als bei der Kalibrierung mit Wasser, sollte der Einsatz von direktverdrdngenden Pipetten

erwogen werden.

Die Abweichungen im dosierten Volumen bei der Verwendung unterschiedlicher Flissigkeiten
sind bei direktverdrangenden Kolbenhubpipetten von gleicher GréfRenordnung wie die in

Normen genannten Fehlergrenzen. Eine Kalibrierung des Dosiergerétes mit der spater dosierten
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Flussigkeit ist deshalb sehr zu empfehlen. Bei Dosierungen, die erhohte Anforderungen an die
Genauigkeit stellen, ist sie unbedingt erforderlich.

Generell erwiesen sich Mikroliterspritzen als weniger anfallig gegen den Wechsel der Dosier-
flissigkeit. Der langere Hub in Verbindung mit einem kleineren Spitzendurchmesser und einer
Kleineren Austrittsoffnung wirkt sich hier positiv auf die Dosiereigenschaften aus. Ein
Vergleich mit Fehlergrenzen ist nicht mdglich, weil es fur Mikroliterspritzen keine Normung

gibt. Eine Kalibrierung mit der spéater dosierten Flissigkeit ist ebenfalls sehr zu empfehlen.

Ein grofRes Problem fir die gravimetrische Kalibrierung von Volumendosiergeraten mit
Humanserum, die nicht gut genug bekannte Dichte des Serums, konnte gel6st werden. Es wurde
eine einfache Gleichung gefunden, die die Berechnung der Serumdichte aus Analysedaten fr
Kochsalz und Eiweil3 mit guter Genauigkeit ermdglicht. Als zweiter Weg zur Kalibrierung
wurde der Ersatz des Serums durch Kontrollmaterial erprobt. Auch der Einsatz dieser
Flussigkeit anstelle von Humanserum ermdglicht Kalibrierergebnisse, die auf die Dosierung

von Serum gut anzuwenden sind.

Neben den Vergleichen zur Dosierung unterschiedlicher Flussigkeiten wurden in der vor-
liegenden Arbeit auch weitere Einfliisse untersucht, die das Dosierergebnis verdndern kénnen.
Es wurde gezeigt, dass sich die Temperatur der Pipettenspitzen beim Dosieren deutlich ver-
andert. Der Einfluss von Flussigkeitsdampf auf die Luftdichte und damit auf die Luft-
auftriebskorrektion wurde abgeschatzt. Die Anderung der Flissigkeitsmenge im WagegefaR
der gravimetrischen Apparatur durch Verdunstung wurde untersucht, zur Kompensation dieses
Effektes wurde ein rechnerisches Verfahren sehr erfolgreich angewendet. Die Reproduzier-
barkeit der Ergebnisse bei Kalibrierungen von VVolumendosiergeréten ist auch unter gleichen
Messbedingungen haufiger nicht gegeben, als man es aufgrund statistischer Vorhersagen
erwarten wirde. Eine mogliche Erklarung wurde gegeben. Als Ausweg wurde die Vergro-
Rerung der Zahl der Einzelmessungen von 10 auf 30 bis 50 zumindest fur Kalibrierungen

hochster Genauigkeit vorgeschlagen.

Die photometrische Kalibrierung wurde als alternatives Verfahren zur gravimetrischen
Kalibrierung untersucht. Das Verfahren leidet darunter, dass wegen Flussigkeitsaustausch-
vorgangen und Farbstoffdiffusion ein zu grolRes Flussigkeitsvolumen erfasst wird, wenn bei
einer Dosierung die Geratespitze direkt in eine Vorlage eingetaucht wird. Das Abstreifen der
Flussigkeit an der GefalRwand wie beim gravimetrischen Verfahren liefert Messwerte, die

112 Volumenbestimmung im Mikroliterbereich



besser mit denen des gravimetrischen Verfahrens vergleichbar sind. Die Messunsicherheit ist
groRer als die des gravimetrischen Verfahrens, besonders die Stabilitat der Farbstofflosung und
Anlagerungen des Farbstoffes an GefalBwénden sind schwer zu erfassen. Das Verfahren ist
jedoch fur die Kalibrierung von Dosiergeréten gut einsetzbar, wenn VVolumen kleiner als 100 pl
dosiert werden sollen. Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, ist aber das
gravimetrische Verfahren auch bei der Messung sehr kleiner Volumen dem photometrischen
Verfahren (berlegen. Die absolute Messung von kleinen Flissigkeitsvolumen ist noch bei

Prafvolumen von 100 nl mit einer erweiterten Unsicherheit (k = 2) von 2,4 % moglich.
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Kalibrierkurve fir eine Lésung von ABTS in Serum zur Uberpriifung des
Beerschen Gesetzes. Dargestellt ist der lineare Bereich, der fir Volumen-
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Gemessene Absorbanz einer Dosierung von 10 ul Farbstofflésung in 1,3 ml
Wasser. Die eingezeichnete Gerade ist durch eine lineare Regression an die
Messdaten angepasst. Sie zeigt die zeitliche Drift der Absorbanz von
1,252283 auf 1,252298 nach 60 s. Die Auflésung des Photometers betragt
0,0001. Die Drift ist deshalb im Rahmen der Messunsicherheit vernach-
FASSTODAT. ..o 102

Vergleich der mit Gravimetrie und Photometrie  gemessenen
Dosierergebnisse. Die Dosierflissigkeit ist mit Farbstoff versetztes Wasser,
das Prifvolumen betragt 10 ul, die Ergebnisse sind Mittelwerte aus 10
Einzelmessungen, die Messunsicherheitsbalken sind aus der Wiederhol-
standardabweichung ermittelt, der Erweiterungsfaktor ist k = 2. Es sind die
Dosierungen fur eine direktverdrdngende Pipette und eine Luftpolsterpipette
fur die beiden im Text beschriebenen unterschiedlichen Dosierverfahren
dargestelll. ... 103

Vergleich der mit Gravimetrie und Photometrie gemessenen Dosier-
ergebnisse. Die Dosierflussigkeit ist mit Farbstoff versetztes Wasser, das
Prifvolumen betrdgt 2 pl, die Ergebnisse sind Mittelwerte aus 10
Einzelmessungen, die Messunsicherheitsbalken sind aus der Wiederhol-
standardabweichung ermittelt, der Erweiterungsfaktor ist k = 2. Es sind die
Dosierungen fiir eine direktverdrangende Pipette und eine Luftpolsterpipette
fur die beiden im Text beschriebenen unterschiedlichen Dosierverfahren
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Abb. 47:

Vergleich der mit Gravimetrie und Photometrie gemessenen Dosier-
ergebnisse. Die Dosierflissigkeit ist mit Farbstoff versetztes Serum, das
Prafvolumen betragt 10 ul, die Ergebnisse sind Mittelwerte aus 10 Einzel-
messungen, die Messunsicherheitsbalken sind aus der Wiederholstandard-
abweichung ermittelt, der Erweiterungsfaktor ist k=2. Es sind die
Dosierungen fur eine Luftpolsterpipette fiir das im Text beschriebene
Eintauchverfahren dargestellt. ... 106
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Anhang 1

Messunsicherheitsbudget fur eine Messung von 20 pl Wasser mit der gravimetrischen

Messapparatur

Modellgleichung:

Umrechnung von Masse in Volumen
V =ml/pw
Luftauftriebskorrektion
m=W=*(1- o/pe)/(1- p/pw)
Unsicherheiten bei der Bestimmung des Wéagewertes
W =W; - W1 + WLin + Wverdunst
W1 = (Wo1 + Wiabl + WiRrep) * Wkal * Worift
W2 = (Wo2 + Waabl + W2Rrep) * Wkal * Worift
Worift = 1 + twp * toritt
Formel zur Bestimmung der Wasserdichte [16]
pow = (a0 + a1 *tr+ax *tr® + as * te® + a4 * tr*) + OPApprox
Formel zur Bestimmung der Luftdichte [12]
pu=(ki*pL- @ (ke * 1 - ks))/(tL + Too)
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Liste der Grofen:

Symbol Einheit Grole
Woa kg Wégewert der Leermessung (Tara)
Woz kg Wégewert der VVollmessung (Brutto)
W1Abl kg Ablesegenauigkeit (digitale Teilung) der Waage
W2Abl kg Ablesegenauigkeit (digitale Teilung) der Waage
WiRep kg Reproduzierbarkeit der Waage
W2Rep kg Reproduzierbarkeit der Waage
WLin kg Linearitatsunsicherheit
WKal Kalibrierunsicherheit der Waage
twp °C Temperaturschwankung der Waage
torift °C1 Driftkonstante der Waage
Wh/erdunst kg Unsicherheit aufgrund der Verdunstungskorrektur
tri °C Flussigkeitstemperatur
OPADprox kg/m3 Unsicherheit in pw durch die Approximationsformel
tL °C Lufttemperatur
pL hPa Luftdruck
Q % rel. Luftfeuchte
06 kg/m3 Dichte von Stahlgewichten (Konstante: 8000 kg/m?)
K1 kg °C/hPa m3|Konstante ki flr die Luftdichteformel
ko kg/m3 Konstante ko fur die Luftdichteformel
ks kg °C/m® |Konstante ks fur die Luftdichteformel
Tio °C Konstante Ty fir die Luftdichteformel
ao kg/m3 Konstante ag fir die Wasserdichteformel
a1 kg/m3/°C |Konstante a; fiir die Wasserdichteformel
a kg/m3/°C? |Konstante a, fiir die Wasserdichteformel
as kg/m3/°C3 | Konstante as fiir die Wasserdichteformel
N kg/m3/°C* | Konstante as fiir die Wasserdichteformel
Skalierung nl/m3 Skalierungsfaktor zur Umrechnung von m? in nl
Zwischenergebnisse
m kg Masse der Flussigkeit
oW kg/m?3 Dichte der Flussigkeit
oL kg/m?3 Luftdichte
Worift Abweichung des Wégewertes durch Temperaturdrift
Wy kg Wagewert mit Unsicherheiten
W» kg Wégewert mit Unsicherheiten
W kg Wégewert des Volumens
Endergebnis
\Y nl gemessenes Volumen
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Werte der GroRRen:

W01Z
Wozl
WiAbl:
W2Abl:
W1 Rep:
W2 Rep:
WoLin:
Wkal:
two:
Wverdunst:
tr:
5,0Approx:
e

P

Typ B Rechteckverteilung
Typ B Rechteckverteilung
Typ B Rechteckverteilung
Typ B Rechteckverteilung
Typ B Rechteckverteilung
Typ B Rechteckverteilung
Typ B Rechteckverteilung
Typ B Rechteckverteilung
Typ B Rechteckverteilung
Typ B Rechteckverteilung
Typ B Rechteckverteilung
Typ B Rechteckverteilung
Typ B Rechteckverteilung
Typ B Rechteckverteilung
Typ B Rechteckverteilung
Konstante

Konstante

Konstante

Konstante

Konstante

Konstante

Konstante

Konstante

Konstante

Konstante

Konstante
Zwischenergebnis
Zwischenergebnis
Zwischenergebnis
Zwischenergebnis
Zwischenergebnis
Zwischenergebnis
Zwischenergebnis

Ergebnis

Wert

Wert:
Wert:
Wert:
Wert:
Wert:
Wert:
Wert:

Wert
Wert

Wert:
Wert:
Wert:
Wert:
Wert:
Wert:
Wert:
Wert:
Wert:
Wert:
Wert:
Wert:
Wert:
Wert:
Wert:

Wert

: 0 kg
20,0149-10° kg
0 kg

0 kg

0 kg

0 kg

0 kg

1

:0°C

: 0 kg

20°C

0 kg/m3
20°C

1013 hPa
70 %

8000 kg/m?3

0,00252 kg/m?

273,15 °C

Halbbreite der Grenzen
Halbbreite der Grenzen
Halbbreite der Grenzen
Halbbreite der Grenzen
Halbbreite der Grenzen
Halbbreite der Grenzen
Halbbreite der Grenzen
Halbbreite der Grenzen
Halbbreite der Grenzen
Halbbreite der Grenzen
Halbbreite der Grenzen
Halbbreite der Grenzen
Halbbreite der Grenzen
Halbbreite der Grenzen

Halbbreite der Grenzen

0,34844 kg °C/(hPa m?)

0,020582 kg °C/m?

999,85308 kg/m?
6,32693-102 kg/(m? °C)
-8,523829-10° kg/(m? °C?)
6,943248-10° kg/(m? °C?)
-3,821216-107 kg/(m? °C*)
1.10 °Ct
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:0kg
:0kg
:5-10 kg
:5-10 1 kg
:1-10°kg
:1-10°kg
:9-10 kg
:1-10°6
:0,5°C

:15-10%0 kg

:0,1°C

: 0,005 kg/m3

:0,1°C
;2 hPa
120 %
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Messunsicherheitsbudget:

GroRe Wert Standard- Freiheits- Sensi- Unsicherheits-
mess- grad tivitats- beitrag
unsicherheit koeffizient
Wo1 0,0 kg 0,0 kg 0 0,0 0,0 nl
Wo2 20,0149-10° kg 0,0 kg o0 0,0 0,0 nl
W1AbI 0,0 kg 28,9-10? kg o0 -1,0-10° -29-102 nl
W2Abl 0,0 kg 28,9-10*2 kg 0 1,0-10° 29-10° nl
W1Rep 0,0 kg 577-10% kg 0 -1,0-10° -580-1072 nl
W2Rep 0,0 kg 577-10"2 kg o0 1,0-10° 580-10° nl
WLin 0,0 kg 52-1012 kg 0 1,0-10° 52-103nl
Wial 1 577-10° © 20-103 12-103 nl
twp 0,0°C 289-10° °C o0 20-10°% 5,8-102 nl
Wverdunst 0,0 kg 866-10712 kg 0 1,0-109 870-103 nl
try 20,0 °C 57,7-103 °C © 4,2 240-102 nl
SpApprox 0,0 kg/m3 2,89-10° kg/m3 o0 -20 -58-102 nl
tL 20,0 °C 57,7-103 °C © -83-10°3 -4,8:10° nl
pL 1013 hPa 1,15 hPa o0 21-10° 24-107° nl
) 70 % 115% o0 -1,8-10°8 -21-102 nl
Vv 20,0720-10° nl 1,22 nl 00
Ergebnis:
Grofe: V

Wert: 20,0720-10° nl, erweiterte Messunsicherheit: +41 nl, Erweiterungsfaktor: 2
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