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Vielfaltigkeit der Anwendungen

Analytische Methoden im Labor erfordern eine Vielzahl an funktionstiich-
tigen Gerdten, die in den Bereich der Priif- und Messmittel fallen. Die
Volumenmessgerédte Messkolben, Vollpipetten, Messpipetten, Mess-
zylinder, Mischzylinder und Biiretten bilden die Basis fiir die meisten
dieser Laborarbeiten. Als Werkstoff fiir diese Messgerate wird neben
diversen Kunststoffen in der Regel Glas (hdufig Natron-Kalk-Glas oder
Borosilikat-Glas 3.3, siehe Abb. 1) verwendet, da es hochtransparent
und sehr formstabil ist. Dennoch &ndert sich im Laufe der Einsatzdauer

durch den Gebrauch (vor allem durch die Reinigung) das Volumen der
Messgerte, so dass eine Uberwachung in regelmaBigen Zeitabsténden
unabdingbar ist. Im Folgenden werden zundchst Abnutzungsprozesse
der Volumenmessgerate und die Prifungsprozedere detailliert erlautert,
ehe im weiteren Verlauf noch auf die Klasse der Kolbenhubgeréte néher
eingegangen wird.

Faktoren, die eine Uberpriifung der
Volumenmessgerate notwendig machen

Die Formstabilitdt und chemische Resistenz von Volumenmessgeraten
aus Glas sind zwei der Hauptgriinde, warum Labore vielfach diese Geréte
benutzen. Beispielsweise reagieren unpolare organische Losungsmittel
praktisch gar nicht mit Glas. In Kontakt mit Wasser, vielen Sduren und
polaren organischen Losungsmitteln gibt es keinen nennenswerten Glas-
abtrag, da sich auf der Glasoberfldche eine Passivierungsschicht aus-
bildet. Eine Ausnahme bilden konzentrierte Phosphorséure (H;PO,) und
stark konzentrierte Laugen (z. B. NaOH), die allerdings erst bei erhohter
Temperatur (> 70 °C) Glas angreifen. Ein sehr starker Glasabtrag ist nur
durch das Einwirken von Fluorwasserstoffsdure (HF) erreichbar, da sich
Glas (Si0,) in HF 16st und somit den Einsatz von Volumenmessgeréten
aus Kunststoff bei dieser Chemikalie notwendig macht.

Allerdings bedeutet ein nicht nennenswerter Glasabtrag nicht, dass es
keinen gibt. Mit jedem der folgenden Faktoren I9st sich etwas Glas, was
bei langeren Betrachtungszeitrdumen zu einer Volumenzunahme flihrt:;

Chemikalien:  Trotz hoher chemischer Bestandigkeit 16st sich in Ab-
hangigkeit von der verwendeten Substanz bei jeder An-
wendung immer ein wenig Glas von der Oberfléche ab.
Haufig werden Volumenmessgerate in einer Spiilma-
schine mit Mitteln gereinigt, die alkalische Chemikalien
und Komplexbildner enthalten. Je nach eingesetztem
Reiniger, der Anwendungsdauer und eingestellter Tem-
peratur |0st sich entsprechend wenig oder viel Glas ab.
Aggressive Methoden wie Ultraschall fiihren zu einem
deutlich hoheren Abrieb. In der Regel ist eine Handrei-
nigung schonender, aber zeitintensiver.

Konzentration: Je nach Konzentration von Chemikalie oder Reiniger an-
dert sich die Wirkung auf der Oberflache (Abb. 2, rechts).
Auch bei schlechten Loslichkeiten stellt sich ein chemi-
sches Gleichgewicht ein. Kurzzeitiger Kontakt flihrt zu
weniger geldstem Glas als ein Langzeitkontakt. Das gilt
sowohl fiir die Reinigung als auch fir den Gebrauch im
Labor,

Wie bei anderen Loslichkeitsreaktionen im Labor hat
auch die Temperatur einen entscheidenden Einfluss. In
der Regel gilt: Je hoher sie ist, desto hoher ist der
Abtrag. Besonders macht sich dies bei der Reinigung
bemerkbar, wo eine Erhéhung von 70 auf 100 °C zu
einer Verzehnfachung des Abriebs flihrt (Abb. 2, Mitte).
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Abb. 2: Messgeréate aus DURAN®-Glas (links) und der Abtrag von DURAN®-Glas in Abhdngigkeit von Temperatur (Mitte) und pH-Wert (rechts).



Alle zuvor genannten Faktoren filhren zu einem Glasabtrag, so dass es
durch den Abtrag auf der inneren Qberflache im Laufe des Gebrauchs und
der Haufigkeit der Reinigung zu einer VergréBerung des Volumens kommt.
Ab einem bestimmten Zeitpunkt ist es schlieBlich so groB, dass die bisher
gebrauchten Volumenmessgerate aus Glas nicht mehr einsatzfahig sind,
da sie dann auBerhalb der zuldssigen Toleranzen sind und ersetzt werden
missen. Ublicherweise dauert dieser Abnutzungsprozess der Volumen-
messgerate aus Glas je nach Art und Haufigkeit der Anwendung zwischen
2 und 5 Jahren, in Einzelféllen kiirzer oder langer. Selbst wenn der Menis-
kus immer noch gut eingestellt werden kann, weil die aufgedruckten oder
eingebrannten Volumenmarken gut zu erkennen sind, kann durch die
Abnutzung an der inneren Oberflache das Volumen bereits festgelegte
Fehlergrenzen (Abnutzungsgrenzen) tiberschritten haben.

Relevante ISO Normen

Das Uberwachen von Priif- und Messmittel ist fir alle Labore sinnvoll und
notwendig. Fiir die Labore, die nach GLP / GMP Standards arbeiten oder
nach der Norm ISO 17025 akkreditiert bzw. ISO 9001 zertifiziert werden,
ist eine regelméBige Uberwachung der Genauigkeit der Messmittel zwin-
gend vorgeschrieben. Grundsétzlich sollte sichergestellt werden, dass ver-
lassliche Analysenergebnisse in jedem analytischen Labor erzielt werden.
Die Durchfiihrung der Priifung (Kalibrierung) von Volumenmessgeraten der
GréBen von 0,1 ml bis 10000 ml erfolgt nach der Norm DIN EN ISO 4787
gravimetrisch. Als Kalibrierfliissigkeit dient destilliertes oder entsalztes Was-
ser der Qualitdt 3 nach DIN ISO 3696. Die Luftfeuchte im Priifraum muss
zwischen 35 und 85 % liegen. Innerhalb dieses Bereichs darf das einge-
setzte Hygrometer eine Messabweichung von hochstens 5 % besitzen.
Auch der Luftdruck muss wegen des Auftriebs beim Wiegen bekannt sein
und wird mit einem Barometer mit einer Messabweichung von maximal
1 kPa erfasst. Weitere wichtige Rahmenbedingungen sind in Tabelle 1 zu-
sammengefasst:

Zur Wégung wird empfohlen, das destillierte oder entionisierte Wasser von
dem Volumenmessgerét in einen Erlenmeyerkolben aus Glas und mit Schliff
zu Uberflihren. Das Volumen des Kolbens sollte dem des zu priifenden
Messgerétes angepasst werden.

Relevante USP und ASTM Normen

Eine gesonderte Betrachtung ist fur Unternehmen, die Lebensmittel oder
pharmazeutische Produkte fiir den amerikanischen Markt herstellen,
notwendig. Diese werden von amerikanischen Behdrden wie der FDA (Food
and Drug Administration) auditiert und miissen damit den Vorgaben der
USP (United States Pharmacopeia) Rechnung tragen. Das bedeutet
zunéchst den Einsatz von Volumenmessgeréten, die geméB den Anforde-
rungen nach Kapitel 31 der USP die Fehlergrenzen nach Klasse A der ent-
sprechenden ASTM-Normen einhalten. Teilweise sind diese deutlich enger
als die Fehlergrenzen der ISO Normen (Abb. 3). Die Uberpriifung der USP-
Volumenmessgerate erfolgt gravimetrisch nach der DIN EN ISO 4787.
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Abb. 3: 5 ml Vollpipette ISO (links) im Vergleich zur
5 ml Vollpipette USP (rechts).

Anforderung an Waage Abweichung des Thermometers
Volumen [ml] Auflésung der Wiederhol- Linearitat zur Temperaturmessung der
Anzeige [mg] prazision [mg] [mg] Kalibrierfliissigkeit [°C]
0,1<V<10 0,1 0,2 0,2 0,2
10 <V <1000 1 1 2 0,2
1000 <V <2000 10 10 20 0,1
V> 2000 100 100 200 0,1

Tab. 1: Rahmenbedingungen fiir die Uberwachung von Priif- und Messmittel gem. DIN EN ISO 4757.




Ablauf der Priifmitteliiberwachung (SOP)

Identifizierung:

Jedes Prifmittel muss eindeutig identifiziert werden, d. h. die Art des
Volumenmessgerates und die entsprechende Chargennummer bzw.
Seriennummer ist festzuhalten.

Visuelle Priifung:

So werden die offensichtlich nicht mehr funktionsfahigen Volumenmess-
geréte von den funktionsfahigen bzw. reinigungsbedrftigen getrennt.
Beschadigungen am Volumenmessgerdt wie etwa Risse im Messkolben
oder teilweise abgebrochene Spitzen bei Voll- oder Messpipetten flihren
zu fehlerhaften Volumina. Volumenmessgerdte mit einer schlecht ab-
lesharen Graduierung bergen die Gefahr des fehlerhaften Ablesens des
Meniskuses (vgl. Abb. 4). Diese schadhaften Gerdte sind nicht mehr
funktionsfahig und missen aussortiert werden. Verschmutzte Gerate sind
vor einer Prifung zu reinigen.
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Abb. 4: Ablesen des Meniskus ohne (a) und mit Schellbachstreifen (b),
sowie Arbeiten mit einer Messpipette (c).

Abwischen

Ansaugen

Reinigen:

Je nach Verschmutzungsgrad ist eine unterschiedlich aufwendige Reini-
gung per Hand oder Maschine notwendig. Hinweise auf Sauberkeit liefert
z. B. das Benetzungsverhalten von Wasser an der Oberfldche oder ein
nicht gut ausgebildeter Meniskus. Perlt das Wasser einfach ab, ist bei-
spielsweise die Biirette nicht sauber und liefert héhere Volumina. Auch
wenn sich das Wasser bei Kontakt mit der Oberfldche verfarbt oder sich
feste Riickstande bilden, ist ein erneutes Reinigen unabdingbar.

Priifung ‘In‘:

Die Volumentiberpriifung fiir die auf ‘In‘ justierten Volumenmessgeréate
(Messkolben, Eingussmesspipetten, Mess- und Mischzylinder) und fiir die
Pyknometer braucht in der Regel nur einmal durchgefiihrt werden.
Zundchst sind diese Messgerate bei der Priifung immer etwas iber die
gewlinschte Messmarke zu befiillen. AnschlieBend wird die Kalibrier-
flissigkeit je nach Messgerateart durch Ablauf, Abstreifen, Absaugen oder
Entnahme bspw. mit einer Transferpette® auf die gewiinschte Marke ein-
gestellt. Das Gewicht des leeren Messgeréates wird von dem des gefiiliten
subtrahiert (/; - /9. Uber die Dichte ergibt sich somit das Volumen der
Fliissigkeit bei der Markierung.

Priifung ‘Ex‘:

Fiir die VolumenUberprifung der auf ‘Ex" justierten Volumenmessgerate
(Biretten, Voll- und Messpipetten) empfiehlt es sich, diese dreimal durch-
zuftihren. Auch sie werden zunéchst Gber die Messmarke beflllt und an-
schlieBend durch Ablauf richtig eingestellt (Abb. 4). Danach ist die
Kalibrierfliissigkeit in einen geeigneten Erlenmeyerkolben aus Glas zu
tberfiihren und zu verwiegen (/; - /9. Zu beachten sind bei auf ‘Ex” justierte
Volumenmessgerate auch die Wartezeiten flir Pipetten (5 s) und Biiretten
(30 5). In dieser Zeit lauft noch Kalibrierfliissigkeit nach, so dass bei Nicht-
beachten ein zu geringes Volumen gemessen wird. Bei einer Titration kann
die Wartezeit von 30 s bei den Biiretten entfallen, da die Titration selbst
ublicherweise bereits diese Zeit in Anspruch nimmt.

Auswertung:
Flir die Auswertung gilt allgemein die vereinfachte Formel:
V20:(/L-/9XZ

Eine Auflistung von Korrekturfaktoren Z kann der DIN EN ISO 4787 oder
der frei verfligharen SOP BLAUBRAND® (Abb. 5) entnommen werden.
Diese sind notwendig, da sich das Nennvolumen Vo eings Volumen-
messgerates immer auf die Referenztemperatur 20 °C bezieht. Errechnen
lasst sich der Korrekturfaktor (Z) je nach Bedingungen mit der folgenden
Formel:

/= ( ! )(1-% ) [1=y (t- 20 °C)]
Pw—Pa Ps

pg Dichte des Justiergewichtes,

py Luftdichte in Abh&ngigkeit von Luftdruck, Temperatur und Luftfeuchte,

py Wasserdichte in Abhdngigkeit von der Temperatur,

v Kubischer Ausdehnungskoeffizient in Abh&ngigkeit vom Werkstoff,

t Temperatur der Kalibrierfliissigkeit (destilliertes / entionisiertes Wasser).

BLAUBRAND®
Volumenmessgerate und Pyknometer

Prifanweisung (SOP)
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Abb. 5: Prifanweisung (SOP) zur Priifmittelliberwachung, welche zum
freien Download auf www.brand.de zur Verfligung steht.



Ergebnis(se) einer Priifmitteliiberwachung und
Zeitintervalle festlegen

Am Ende steht ein Ergebnis fest, das zusammen mit der Auswertung, den
Einzelwerten und den entsprechenden Bedingungen in einem
Protokoll festgehalten und mit Datum vom Priifer unterschrieben wird.
Das Entscheidungskriterium flr den Priifer, ob das jeweilige Volumen-
messgerat noch weiterhin verwendet werden kann oder nicht, ist hierbei
die Abnutzungsgrenze, welche je nach Prozess von einem Unternehmen
festgelegt werden sollte. Das Einhalten dieser Abnutzungsgrenze bestatigt
dem Unternehmen die Zuverldssigkeit der getroffenen Aussagen wahrend
der Zeit zwischen der letzten und der eben durchgefiihrten Priifung. Uber-
schreitet ein Gerat einen solchen Wert, miissen die Aussagen, die vom
Zeitpunkt seit der letzten Prifmitteliberwachung gemacht wurden, als
nicht zuverldssig betrachtet und bewertet werden. Gegebenenfalls
erfordert dies geeignete, aber zumeist kostenintensive Uberpriifungen
oder KorrekturmaBnahmen. Allerdings sollten die auf den Volumenmess-
gerdten aufgedruckten Fehlergrenzen in der Regel nicht als Werte flir
diese Abnutzungsgrenzen verwendet werden.

Je nach Anforderung kann jedes Unternehmen entscheiden, welcher Wert
festgelegt wird. Als Startwert lassen sich Herstellerspezifikationen ver-
wenden, wobei diese Werte in der Regel den mitgelieferten Zertifikaten
zu entnehmen sind (Abb. 6). Hierbei muss beachtet werden, dass ein Ein-
zelzertifikat, egal ob nach ISO oder USP, nur fiir das jeweilige Volumen-
messgerét gilt und somit dies immer einzeln Gberprift werden muss. Bei
Verwendung von Volumenmessgeraten mit einem Chargenzertifikat ist es
mdglich, eine Stichprobe einzelner Messgeréte aus dieser Charge durch-
zufinren. Damit konnen Riickschllisse auf die anderen Messgeréate der
gleichen Bauart und Charge gezogen werden, wenn sie der gleichen Ab-
nutzung unterliegen.

Bei eher unbekannten oder neu installierten Prozessen bzw. Analysen-
methoden ist eine engmaschige Priifmittelliberwachung notwendig. Erst
mit den gesammelten Erfahrungen und Kenntnissen lasst sich eine Auf-
weitung der Zeitintervalle festlegen. Am kostenginstigsten nach Inbe-
triebnahme (Zertifikatswert) eines Volumenmessgerétes ist natlrlich nur
eine einzige Prifung, bei der das Volumenmessgerédt die Abnutzungs-
grenze bald erreicht. Es kann hilfreich sein, eine Signalgrenze bei etwa
80 % der Abnutzungsgrenze festzulegen (z. B. 0,08 ml zu 0,10 ml). Das
Uberschreiten dieser Signalgrenze dient als Warnung, dass das Volumen-
messgeréat bald ausgetauscht werden muss. Gleichzeitig ist sie aber auch
die Bestétigung, dass alle wéhrend der Einsatzzeit des Volumenmessge-

rates getroffenen Aussagen zuverldssig sind, und trgt zu einer effektiven
und kostengtinstigen Priifmittelliberwachung bei.

Kalibrierung von Kolbenhubgeraten

Zu den Produkten dieser Gruppe (Beispiele siehe Abb. 7) zdhlen Kolben-
hubpipetten mit Luftpolster (Luftpolsterpipetten, wie z. B. Transferpette®
S) und ohne Luftpolster (Direktverdranger), Flaschenaufsatzdispenser,
Mehrfachdispenser, Flaschenaufsatzbiiretten und Dilutoren. Im Nachfol-
genden werden ausschlieBlich Luftpolsterpipetten berticksichtigt, die in
nahezu jedem Labor vorhanden sind und den groBten Teil der zu kalibrie-
renden Kolbenhubgeréte ausmachen.

Die regelméBige gravimetrische Kalibrierung dieser Geréte ist heute
Routine. Sie dient dazu, Abweichungen des dosierten Volumens vom ein-
gestellten Volumen zu ermitteln und mit den geforderten Fehlergrenzen
fr die systematische (Richtigkeit) und zufallige (Variationskoeffizient)
Messabweichung zu vergleichen. Beschrieben wird die Kalibrierung in der
DIN EN ISO 8655 Teil 2 und Teil 6, die seit 2002 Gulltigkeit hat. Diese
internationale Norm beschreibt detailliert die notwendigen Umgebungs-
bedingungen, die Durchfiihrung der eigentlichen Priifung und die
abschlieBende Auswertung.

Die Umgebungsbedingungen spielen bei der Kalibrierung von Luftpols-
terpipetten eine weitaus groBere Rolle als bei anderen Liquid Handling
Gerdten. Unterschiede in der Temperatur, der relativen Luftfeuchtigkeit
und dem Luftdruck fiinren zu stark schwankenden Resultaten. In den
letzten Jahren haben sich einige neue Aspekte ergeben, die bei den
Kalibrierungen beriicksichtigt werden mussen und die in der DKD
Richtlinie DKD-R 8-1 beschrieben werden.

Temperatur und Feuchtigkeit

Bevor mit der Kalibrierung begonnen werden kann, miissen Luftpolster-
pipetten mindestens 2 Stunden im klimatisierten Messraum gelagert
werden, um einen Temperaturausgleich zu gewahrleisten. Temperatur-
differenzen wahrend der Kalibrierung zwischen dem Wasser, der Pipette
und der Luft haben einen sehr groBen Einfluss auf das Ergebnis. Wahrend
der Kalibrierung sollte die Differenz zwischen der Raum- und der Was-
sertemperatur < 0,5 °C sein. Oft wird nicht berticksichtigt, dass durch
die Verdunstung der Priiffllissigkeit (Wasser der Qualitit 3 nach DIN ISO
3696) aus dem VorratsgefaB eine Abkilhlung stattfindet, die bei den nach-
folgenden Berechnungen berlicksichtigt werden muss. Aus diesem Grund
ist die Temperatur der Priiffliissigkeit regelmaBig zu iiberwachen.

Volumen
s Vollpipette, Volum. Pipettes, Pipettes Jaugees, ‘\
Pipetas Aforadas
BLAUBRAND, USP, AS, DIN EN IS0 648 Abnutzungs-
grenze
Signalgrenze | — — — — — — el 4 -
@ Fehlergrenze
I |VWMM|-::\'W"I Ml:: 4 5530 ml | @
! 4 g Ecan :T:-:.’s + 0.0030 m |@
Prisfmittel - Testing devices
Instruments de contrdle - Instrumentos do modicion ‘
o 300400-25, 220/0,00001 () Nennvolumen etz
o stcion s sl ey 3t .Star[werl @
chisWoghts:  BODO33-1, F1
PodsPesa (2015, DKOT1BOY, Nr G2-345)
351000-3, 0-30°CI0,1°C
(2024, EA Wertn., Nr.3118)
Suenl Inbetriebnahme AuBerbetriebnahme -
I 1 I I Ll
1-Mz-2013 A
2 4 Zeit
(Jahre)

Abb. 6: Chargenzertifikat mit hervorgehobenen Werten (links) fiir ein schematisches Beispiel einer ca. 2 bis 5 jéhrigen Nutzung einer 5 ml BLAUBRAND®
USP Vollpipette mit Beachten der 2-fachen Standardabweichung des Produktionsprozesses und einer Abnutzungsgrenze von 1,5 mal der Fehlergrenze,
sowie einer Signalgrenze bei ca. 80 % der Abnutzungsgrenze (rechts).



Luftfeuchtigkeit

Die Verdunstung der Priiffliissigkeit in das Luftpolster der
Pipette hangt von der relativen Luftfeuchtigkeit im Priif-
raum ab. Die relative Luftfeuchtigkeit im Raum muss
zwischen 45 und 60 % liegen.

Die ISO 8655 gibt vor, dass flir jede Messung eine neue
Pipettenspitze benutzt werden muss, die zuvor einmal
vorbefeuchtet wurde. Von dieser Regelung kann nun
abgewichen werden, d.h. das Arbeiten mit nur einer Spitze
fr die gesamte Priifung ist zuldssig. Der Hintergrund flir
diese Anderung ist, dass ein Spitzenwechsel das zuvor
erreichte Gleichgewicht im Luftpolster teilweise wieder
zerstort. Vorher muss das Geréat durch fiinfmaliges Aufsau-
gen und Abgeben der Priifflissigkeit konditioniert werden.
Durch das Vorkonditionieren wird das Verdunsten von
Flissigkeit in das Luftpolster hinein reduziert.

Arbeitstechnik

Das Aufsaugen der Flissigkeit und das Herausziehen der
Spitze aus der Prifflissigkeit sollten senkrecht erfolgen.
Die Flussigkeitsabgabe kann bei einem Winkel von 30 bis
45° stattfinden.

Die Eintauchtiefe und die Wartezeit in der Priifflissigkeit
sind abhdngig vom Volumenbereich der Pipette (Tab. 2).

Volumenbereich  Eintauchtiefe Wartezeit
1]] mm S
0,1-1 1-2 1
>1-100 2-3 1
>100 - 1000 2-4 1
> 1000 3-6 3

Tab. 2: Ubersicht Eintauchtiefe und Wartezeit
in Abhéngigkeit vom Volumenbereich.

Nach dem Abstreifen der Spitze an der GefdBwand, muss
beim Zuriickziehen des Kolbens sichergestellt sein, dass
sich die Spitzendffnung nicht zu nah am Meniskus der
Fliissigkeit befindet, um die versehentliche Aufnahme von
Fliissigkeit zu vermeiden.

Berechnungen

Die Berechnung gleicht dem im Teil ,Volumenmessgerate*
beschriebenen Verfahren. Der kubische Ausdehnungs-
koeffizient wird jedoch nicht berticksichtigt, da Kolbenhub-
pipetten herstellerabhdngig aus unterschiedlichsten
Materialien bestehen und die Werte von den Herstellern
nicht definiert werden. Der Korrekturfaktor Z in Ab-
hangigkeit von der Temperatur der Priffliissigkeit und des
Luftdruckes braucht auch hier nicht berechnet werden,
sondern kann ebenfalls der ISO 8655 entnommen werden.

Abb. 7: HandyStep® S (links), Transferpette® S (Mitte), Transferpette®-12 electronic (rechts).

Gerne stehen wir Innen auch personlich fir eine Beratung zur Verfligung.
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