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1. Introduccion

Los liquidos siempre han sido objeto de investigacion cientifica y de laboratorio y, como sabemos,
la cantidad de liquidos durante la prueba es crucial para la precision del andlisis realizado.
Inicialmente, se utilizaban pipetas para transferir el volumen por el que el investigador inhalaba una
determinada cantidad de sustancia por la boca. Esto parece ser cosa del pasado ahora, ya que este
método era simplemente peligroso porque los materiales pipeteados por el operador podian
terminar en su boca. Los investigadores han estado expuestos a la absorcion de sustancias quimicas
peligrosas, organismos infecciosos o materiales radiactivos. El primer caso registrado de infeccién
accidental por pipeteo en la boca data de 1893, (informe del Dark Daily) "cuando un médico inhalé
accidentalmente un cultivo de fiebre tifoidea en su boca". En 1915, se encontraron 47 casos
similares en 57 laboratorios controlados. Como puede ver, el problema de seguridad durante el
pipeteo fue significativo.

&

Imagen 1. Dr. Adah Elizabeth Verder mouth pipetting.
Zrédto: https://www.flickr.com/photos/nihgov/38455898272,

La seguridad durante la investigacidn fue y es uno de los aspectos mas importantes. Por esta razon,
el pipeteo con la boca esta actualmente prohibido (por ejemplo, en los EE. UU.) y se usa cada vez
menos en el resto del mundo. Se utilizan dispositivos mecanicos o electronicos como pipetas,
buretas, diluyentes, que han eliminado de forma permanente el riesgo asociado a la absorcién de
factores nocivos por parte del usuario. Hoy, como antes, la medicién volumétrica y la transferencia
de volumen juegan un papel clave en el laboratorio. Por un lado, se espera precisidn, lo que afecta
el curso del proceso posterior, aqui es importante comprender los aspectos metrolégicos y las
buenas practicas de pipeteo.
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Por otro lado, la precision del pipeteo es también un aspecto econdmico, porque algunas sustancias
son caras, y la seguridad, porque como sabemos, un farmaco se diferencia de un veneno sélo en el
tamariio de la dosis. Las expectativas y los requisitos de los laboratorios en el campo de la ergonomia
y la precisién de los analisis estdn en constante crecimiento, y la respuesta a estas necesidades son
las pipetas ergondmicas de volumen fijo y variable que ofrece Radwag. Su uso permite un trabajo
rapido y eficiente con el mas alto grado de seguridad, exactitud y precisién.
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Imagen 2. Pipetas de pistén Radwag con volumen variable

Estas pipetas representan una nueva linea de productos en la serie "liquid handling",
disefladas para medicion y transferir rapidamente pequeiios volimenes de liquido. Se caracterizan
por una alta precision de dosificaciéon y una construccion ergondmica y sdlida.

El mecanismo de la pipeta proporciona una precision y repetibilidad excepcionales con una presién
reducida requerida. Las principales caracteristicas de esta serie de pipetas son:

indicador de volumen grande y legible, que es completamente visible durante el pipeteo,
agarre suave innovador que protege contra la transferencia de calor al interior de la pipeta,
— mecanismo simple de cambio de volumen "por clic"

— la capacidad de autoclavar toda la pipeta,

— resistencia a la radiacion ultravioleta UV,

— compatible con la mayoria de puntas disponibles en el mercado.

2. Tipos de pipetas de piston

El principio de funcionamiento de una pipeta de pistdn es siempre el mismo,
independientemente de su diseno: la presidén manual o automatica sobre el pistdn empuja el liquido
fuera del orificio de la pipeta para dosificarlo. Las pipetas de volumen fijo le permiten dosificar solo
una cierta cantidad de liquido sin la posibilidad de ajustar su cantidad. Sin embargo, en el caso de
un error sistematico excesivo, es posible ajustar ligeramente la cantidad de liquido dosificado para
compensar los errores de pipeta detectados durante la calibracidon de la pipeta.
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Por otro lado, gracias a este pequefio ajuste, es posible afinar la pipeta para una dosificacion
precisa de liquidos con propiedades distintas al agua. El volumen nominal de las pipetas de volumen
variable muestra el limite superior del rango de volimenes que se pueden transferir. Por debajo de
este rango, es posible ajustar el volumen de dosificacidon dentro del rango provisto por el fabricante
de la pipeta.

Otra divisidn de las pipetas se refiere al método de introducir liquido en la pipeta. Es posible
aspirar una dosis de liquido de forma que el liquido se separe del émbolo de la pipeta (es una pipeta
tipo A) por el llamado "bolsa de aire", cuyo volumen puede denominarse zona muerta de aire de la
pipeta. En esta solucion, hay menos riesgo de contaminaciéon del volumen transportado, pero
desafortunadamente, para dosificar volimenes pequefios, se obtiene menos precision debido a la
compresibilidad de la zona muerta del aire. Para limitar los efectos adversos que puede generar la
zona muerta de aire, se utiliza un movimiento en dos etapas del piston de la pipeta. En el primer
ciclo de movimiento del pistdn, se elimina el liquido acumulado en la punta de la pipeta, y durante
el segundo movimiento del pistdn, se expulsa el aire junto con los restos de liquido que puedan
qguedar en la punta.

Imagen 3. Inspeccién de pipetas de piston: soporte de medicidén de balanzas de la serie XA y microbalanzas MYA

En la pipeta tipo D, el liquido aspirado tiene contacto directo con el pistén de la pipeta, lo
qgue reduce el problema de imprecisidn resultante de la existencia del "bolsa de aire". Esta solucién
estd dedicada a aplicaciones donde el volumen de liquido a transferir es bastante pequefio, por
ejemplo, V <10 pl.
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El desarrollo de las pipetas monocanal son las pipetas multicanal, que permiten la
dosificacion simultdnea de volumenes iguales por multiples puntas. Este modo de operacidon es
imprescindible para muchos laboratorios bioquimicos y de patologia, y el uso de una pipeta
multicanal aumenta las capacidades de investigacidon y acelera significativamente el andlisis de
muestras. El desarrollo de pipetas es tan dinamico que ahora esta disponible una amplia gama de
pipetas ergondmicas. Su caracteristica principal es la facilidad de uso con el menor esfuerzo posible
del operador.

Ademds de las pipetas manuales, hay disponibles pipetas semiautomaticas controladas
electréonicamente. Su principal ventaja es la eliminacién de los llamados. factores humanos durante
la aspiracion y descarga de liquidos, lo que lleva a una reduccién de errores debido a la aspiracién y
entrega desiguales de liquidos. Independientemente del disefio de la pipeta, su principio de
funcionamiento sigue siendo el mismo y, por lo tanto, el procedimiento de control es el mismo.
Requiere medir la masa del liquido dosificado por la pipeta, lo que, dada la densidad conocida del
liquido, permite determinar el volumen del liquido, que es igual al volumen de la pipeta.

m 1
pom (1)
p
donde: V  volumen de liquido dispensado de la pipeta (cm?)

m  masa del liquido (g)
p  densidad del liquido (g/cm?3)

Rad  Pipette whswAl

Rac g Pipette &

Imagen 4. Pipetas de piston Radwag
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3. Requerimientos normativos

Los requisitos normativos para las pipetas de pistédn se encuentran en la serie ISO 8655 -
Instrumentos volumétricos de pistén. La terminologia, las definiciones se presentan en la parte 1 de
la norma, y la construccidn y los requisitos para las propiedades metroldgicas de las pipetas se dan
en la parte dos, es decir, ISO 8655-2 "Pipetas". La parte 6 de la norma ISO 8655 describe el
procedimiento de referencia para la medicién gravimétrica utilizada para determinar y verificar el
volumen de las pipetas de pistén.

Este método se puede utilizar en la supervisidon de equipos de medicién. Cabe sefialar aqui
gue la necesidad de supervisar el equipo de medicidén, que es una pipeta de piston, resulta de los
requisitos de la norma ISO 17025: 2018-02, Requisitos generales para la competencia de los
laboratorios de ensayo y calibracidon - punto 6.4 Equipos" y de los requisitos de la norma PN-EN ISO
9001:2015-10 "Sistemas de gestion de la calidad - punto 7.1.5.2 Trazabilidad de las mediciones”.

Independientemente de los requisitos normativos bajo el llamado ciclo de vida de un
instrumento de medicidn, se debe verificar periédicamente y verificar su precision mientras se
mantiene la trazabilidad de la medicidn. La evaluacién del funcionamiento de la pipeta se refiere
principalmente a sus propiedades metroldgicas, como la exactitud y precision de las mediciones,
pero puede extenderse a otras areas, como la ergonomia, la economia de uso, etc. En el imagen 5
se muestra un ejemplo del ciclo de vida de un instrumento de medicién.

&

Systematic error
0.15 pl (2.92 %)
0.11 pl (2.11 %)
0.17 pi (3.40 %) 0.2
0.23 pl (4.56 %) 0.26
0.12 pl (2.42 %) 0.22
0.06 pl (1.13 %) 0.24
0.06 pi (1.11 %)
0.15 pl (2.92 %)
0.24 pl (4.78 %)
0.26 pl (5.29 %)
Q.22 pl (4.32 %)

imagen 5 ciclo de vida de pipeta de pistdn

La norma ISO 8655, ademas de los requisitos de construccion, también proporciona valores para los
errores maximos permisibles que puede presentar una pipeta de pistén. Estas normas son
principalmente directrices para los fabricantes de pipetas de piston, pero también se utilizan como
criterios de aceptacion para los usuarios de pipetas de pistén. Como para muchos instrumentos de
medicién, se han definido dos tipos de errores para las pipetas de pistén:

— error sistematico es

— vy error aleatorio CV.
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ERROR SISTEMATICO es la diferencia entre el valor medio del volumen de la pipeta que se
determind a partir de una serie de al menos 10 mediciones y el valor nominal del volumen que se
analizo.

Desde el punto de vista metroldgico, este paradmetro se denomina correccion. La forma de
calcularlo se da en la ecuacién 2 y 2-1.

es = V-1, (2)
V-V
ns = 100% - ———— (2-1)
Vs
donde: es - error sistemdtico de medicion expresado en unidades de volumen

Vs- volumen de prueba seleccionado de la pipeta de piston
s - error de medicion sistemdtico relativo expresado como porcentaje

El volumen medio del liquido dosificado que sale de la pipeta en ciclos de investigacién
sucesivos se determina mediante la relacién 3.

2?: 1 Vi,re f
n

V= (3)

donde: V  volumen medio entregado.
Vires cada volumen nominal administrado

n  numero de repeticiones

Imagen 6. Inspeccién de una pipeta de piston de 200 pl
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La medida del ERROR ALEATORIO que se produce en una serie de mediciones es la desviacién

estandar s,, cuando este error se expresa en unidades de volumen, o el coeficiente de variacion Cv,
cuando el valor de este error se da en porcentaje.

donde:

?:1(Vi - V)Z
n—1

C, =100% - (£ (4-1)

sr  desviacion estdndar expresada en unidades de volumen

En el proceso de prueba gravimétrica de pipetas de pistdn, siempre se registra el peso del liquido
descargado. Por lo tanto, los resultados del pesaje deben convertirse a volumen. Esto se puede
hacer por dos métodos. En el primer método, se debe utilizar la férmula general (5) para calcular el
volumen del liquido, teniendo en cuenta factores tales como:

— efecto de la evaporacién del liquido en el ciclo,

— densidad del aire atmosférico,

— densidad estandar de masa,

— densidad del agua,

— coeficiente de expansion térmica de la pipeta,

— temperatura de prueba,

donde:
my

me

1 p
Vi,ref = (m, — mg + mevap)xrx (1_5) X [1

w a (5)
- V(tw - tref)]

Vi ref volumen de liquido calculado a temperatura nominal en ml,
Indicacion de peso para un recipiente de pesaje después de la administracion de liquido en g,

Indicacion de peso para el recipiente de pesaje antes de agregar liquido en g (mmi =0 cuando la balanza

se tara con el recipiente de pesaje)

Mevap

tw

tref

masa estimada evaporada durante el ciclo de prueba en g,

densidad del aire en g/ml durante la prueba,

densidad estandar de masa (8 g/ml),

densidad del agua a la temperatura de ensayo (en °C) en g/ml,

coeficiente de expansion térmica combinado de una pipeta volumétrica (°C-1),

temperatura de la pipeta: se supone que es igual a la temperatura del liquido de prueba en °C;

temperatura nominal de la pipeta (20°C 0 27°C).

El segundo método es mas sencillo porque todos los factores antes mencionados se han

incluido en el llamado factor de correccién Z (ecuacién 6). La conversion de masa liquida a volumen

se basa en el uso de un valor apropiado del indicador, cuyo valor ya tiene en cuenta la densidad del
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agua, la presion atmosférica y la temperatura a la que se realiza la prueba. Los valores del factor Z
estdn tabulados en el Anexo A, 8655-6 y el Anexo 1 de este documento.

Vi = m; X Z (6)
Vi,ref = m; XZ X [1 - V(tw - tref)] (6-1)
donde: y  coeficiente de expansién térmica combinado de una pipeta volumétrica

tw temperatura de la pipeta: se supone que es igual a la temperatura del liquido de prueba en °C;
tref temperatura nominal de la pipeta (20°C o0 27°C).

La relacion 6-1 se puede utilizar cuando se conoce el valor del coeficiente de expansion
térmica de la pipeta.

En el Apéndice 1 de esta publicacidon se presenta una descripcién detallada de las relaciones
fisicas que ocurren durante el pipeteo. Estas son consideraciones cientificas, cuyo efecto se utilizé
en parte en la norma ISO 8655. Comprender estos fendmenos puede ser Gtil al evaluar la calidad de
las pipetas de émbolo comprobadas e identificar areas con el mayor riesgo potencial.

3.1. Requisitos de disefo para el sistema de pesaje

Las balanzas utilizadas para comprobar y calibrar pipetas tienen un disefio ligeramente
diferente en comparacién con las balanzas tradicionales porque este disefio debe tener en cuenta
las caracteristicas especificas del proceso. La esencia de medicién el volumen de liquido que se
descarga de la pipeta consiste en la medicion rapida de la masa del liquido en condiciones de
temperatura estables con un mayor nivel de humedad relativa del ambiente. Como sabemos, la
precision de la medicidn de la masa depende de muchos factores ambientales, pero también de Ia
duracidn del ciclo de medicién, que en este caso deberia ser lo mas breve posible. Por esta razén, la
optimizacién del disefio de la balanza tiene que ver con el tamafio del platillo de pesaje, el tamafio
del recipiente metalico en el que se descarga el agua y la garantia de un entorno en el que se
minimice el efecto de evaporacién del liquido pesado. Un ejemplo de tal estructura se muestra en
la Imagen 7.
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Imagen 7. Camara de pipeteo automatica para balanzas de la serie XA

En lugar de un platillo de pesaje tipico, se ha instalado un accesorio especial (5) con un platillo
de pesaje (4).En la parte superior del adaptador hay un llamado cortina de vapor (1) llena de agua
(2). Encima de la cortina de vapor hay una cubierta de vidrio hermética, gracias a la cual la humedad
dentro de la cortina de vapor se mantiene en aproximadamente el 90 %. Esta solucién elimina en
gran medida el efecto de evaporacién del liquido en el recipiente metdlico (3).

Cuando se dosifica el liquido, la tapa (6) se mueve automaticamente, lo que deja al descubierto el
orificio de inyeccion: el liquido de la pipeta se puede dosificar en el recipiente de pesaje (3).
Después de transferir el liquido de la pipeta al recipiente, la abertura de inyeccién se cierra
automaticamente, lo que permite una medicion de masa precisa. El adaptador instalado dentro de
la balanza de la serie XA 5Y se muestra en la Imagen 8.

Imagen 8. Balanza XA: un sistema manual para controlar el volumen de las pipetas de piston
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El uso de una cortina de vapor en el sistema de pesaje para pipeteo esta de acuerdo con las
recomendaciones de la norma ISO 8655-6 en el contexto del efecto de evaporacion de liquidos -
ver punto 9.1 Norma ISO 8655-6. Las ventanas de la cdmara de pesaje se pueden desmontar
facilmente sin el uso de herramientas, lo que da acceso directo al recipiente de pesaje desde cada

lado.
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En el caso de otras balanzas se utilizé una solucién mas sencilla en la que existe una tapa de
vidrio sobre la tapa de la cortina de vapor. Durante el ciclo de medicién, debe moverse
manualmente, lo que, sin embargo, no es un problema para el personal. Esta solucién se usa
comunmente cuando el control de pipetas de pistdn de un solo canal se realiza con el uso de

microbalanzas de la serie MYA; un ejemplo de tal solucién se muestra en el Imagen 9y 10.

=T =

v A W N
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B

Imagen 10. Esquema de la cortina de vapor de microbalanzas serie MYA y balanzas analiticas serie XA

Leyenda 1 -tapa del orificio de inyeccidn; 2 —agua de cortina de vapor
3 —cortina de vapor 4 —un recipiente de pesaje para expulsar el agua de la pipeta
5 — dosis de agua 6 — adaptador de calibracién de pipetas

7 —platillo de balanza
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Un factor importante en el proceso de pipeteo es la ergonomia del trabajo, que debe
proporcionar al usuario un conjunto de instrumentos de medicidon y un disefio del sistema de
medicidn que permita realizar ciclos de investigacidn rapidos, precisos y ciclicos. También hay que
mencionar al técnico de laboratorio, al que se le debe proporcionar unas condiciones de trabajo
comodas con el menor esfuerzo fisico posible. Este es uno de los factores importantes que tienen
un impacto real en la cantidad de error aleatorio que se produce en cada ciclo de pipeteo.

Se garantiza un nivel significativo de ergonomia de trabajo mediante el uso de los llamados
mesa de calibracion de pipetas (Img. 11). Es un lugar de trabajo integrado equipado con sensores
de temperatura, humedad y presion, un programa informdtico y una balanza que permite una
evaluacién rapida y precisa de cada pipeta, independientemente del tamafio del volumen que se
esté analizando.

Imagen 11. Mesa de control y calibracidn de pipetas de piston.

Las soluciones de disefio anteriores estdn dedicadas a pipetas de un solo canal,
independientemente de su tipo y construccion. La verificacién de pipetas multicanal es posible
incluso para estas construcciones, como se indica en el punto 8.4.b de la norma ISO 8655, es un
proceso ineficiente, duradero y antieconémico.
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Cuando se controlan pipetas multicanal, se utilizan sistemas automaticos que permiten la
dosificacidon simultanea de liquido de cada canal a recipientes metalicos dedicados.

El ciclo de medicidn incluye tarado automatico y luego pesaje de cada envase vacio o con una
porcion de liquido. El peso neto del liquido para cada canal se calcula como la diferencia entre el
peso del recipiente metalico antes de dosificar el liquido y después de dosificar una porcién de
liqguido de cada canal de la pipeta al recipiente. Esta solucion reduce el tiempo de prueba de una
pipeta multicanal al menos varias veces. El sistema de medicién utilizado para controlar pipetas
multicanal se muestra en el Imagen 12y 13.

PR W‘-}'X%

0.000000 4

19°C

Imagen 12. El sistema automatico AP 12.5Y dedicado a la prueba de pipetas multicanal.

La introduccién de la automatizacidon en el proceso de verificacidn y calibracién de pipetas
de pistén brinda beneficios adicionales, especialmente al evaluar la precisién de la operacién del
dispositivo (cualificacién operativa). En el sistema manual, cada prueba requiere el trabajo del
operador que debe determinar la relacidn entre la indicacién de la balanza y el valor del patrén por
medio de patrones de masa, esto es un error sistematico de la balanza. Sin embargo, al observar la
dispersién de los resultados en una serie de mediciones, es posible estimar el valor del error
aleatorio de la balanza. Tenga en cuenta que ambas pruebas se realizan con pesos y el control de
volumen de la pipeta es para medir el peso del agua. Se supone, sin embargo, que no existen
diferencias metroldgicas significativas entre estas mediciones, patrones de masa - agua.

En el sistema automatico, la determinacion del valor del error sistematico para la balanza
también requiere el uso de patrones de masa, pero la evaluacién del error aleatorio se puede
realizar en el ciclo automatico.
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La precision de las mediciones de peso se puede determinar utilizando la funcion Autotest,
gue esta disponible para el usuario. El principio de funcionamiento de esta funcidén es mover
ciclicamente cada uno de los recipientes metdlicos (recipientes metalicos de agua) desde el lugar
base hasta la estacion de medicién de masas. El nimero de estos ciclos de medicion se puede
determinar por lo que, después de completar el procedimiento, el AP 12.5Y muestra los valores de
desviacién estandar para cada recipiente metdlico. Es una medicién de la precisidén con la que se
pesara el agua descargada de la pipeta multicanal durante las mediciones reales - verificacidn,
proceso de calibracién. Dicha prueba debe realizarse como parte de la calificacién operativa del
dispositivo (es decir, AP 12.5Y) sin agua. La introduccidn de incluso una pequeia cantidad de agua
en el interior del recipiente metalico provoca el efecto de evaporacion del liquido, lo que distorsiona
el resultado de la prueba, cuyo objetivo es comprobar la precision del pesaje automatico. Este es un
enfoque mas realista para evaluar la precisién, que es uno de los parametros metroldgicos mas
importantes de cualquier dispositivo. Por supuesto, son posibles modificaciones de este método de
investigacion, por ejemplo, en la direccién de evaluar la eficacia de la cortina de vapor. El diagrama
de los elementos principales del sistema automatico AP 12.5Y se muestra en la Img. 13.

~

|
L
Imagen 13. Diagrama esquematico y principio del sistema automatico AP 12.5Y

Leyenda: 1 - cubierta de la pista de medicion
2 - cubierta de cortina de vapor
3 - cortina de vapor
4 — orificio de inyeccion del recipiente metalico
5 —transportador de recipientes metdlicos
6 - recipiente metalico para liquido expulsado
7 - pipeta multicanal
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El elemento clave que afecta la precisidon de la prueba es la estabilidad de la balanza instalada
en el sistema AP 12.5Y. Por lo general, es un sistema de microbalanza con una carga maxima de 52
g y una divisién de d = 0,01 mg. En la segunda versién, el sistema de medicién tiene una carga
maxima de 21 gy la division d = 0,001 mg. Esta solucidn se ha equipado adicionalmente con una
cubierta externa de la pista de medicidén, que aisla el proceso de pesaje de factores externos
negativos, principalmente el movimiento del aire.

El funcionamiento del bastidor del transportador de los recipientes metalicos en cada
modelo se ha optimizado para garantizar velocidad y alta precision durante las pruebas. Todas las
mediciones se almacenan en la base de datos del sistema automatico AP 12.5Y v, al finalizar, se
genera un informe de prueba de pipeta. Otra solucidn es la transferencia directa de cada medicién
del peso de la dosis liquida a la aplicacién externa del cliente, donde se verifica esta informacion.
Es posible enviar el resultado del pesaje por cable (RS 232, Ethernet) o de forma remota a través
de WiFi, FreeLink.

3.2. Precision de la medicion de masa y volumen del sistema de pesaje

En el caso de medicion la masa de pequefias cantidades™ (liquido, sélido), el Unico parametro
importante que afecta la calidad/exactitud del analisis es la precisién de la medicidn. La precision
generalmente se expresa en términos de medidas de imprecision que muestran qué tan grande es
la dispersidn de las mediciones en la serie. La mayoria de las veces es la desviacién estandar, que es
el pardmetro metrolégico mds importante durante el control y la calibracidon de las pipetas de
pistén. Cabe sefialar que el valor medio del volumen de la pipeta utilizado para evaluar error
sistematico(ecuacion 2) puede ser el mismo para una serie de mediciones con una pequena
dispersidn que para una serie con resultados extremadamente dispersos. Por este motivo, se han
definido limites de desviacién estandar para balanzas adecuadas para el control de pipetas de
piston. Otros factores metrolégicos como el error de linealidad, el error de centricidad son
despreciables, aunque pueden incluirse en el presupuesto de incertidumbre. Los requisitos de
precision de medicidn en funcién del volumen nominal de la pipeta se indican en la tabla 1.

*) — pequerio valor de masa es un valor de masa inferior al limite contractual, que para balanzas electrdnicas se define
como el 5% de la carga maxima de la balanza (m < 5% Max).

Tabla 1. Requisitos minimos para balanza

L Incertidumbre de
Divisidon - L .
Volumen nominal del Repetibilidad (s)a medicién ampliada
. elemental (d)
instrumento probado. (V) U(k=2)ab
mg mg mg
0.001c 0.006¢,e 0.012ce
05ulsV<20ul 0.1d 0.03d 0.064
20 ul £ V<200 pl 0.01 0.025 balanza0.05
200 ul < vV<10ml 0.1 0.2 0.4
10 ml< V<1000 ml 1 2 4
1000 ml< V<2000 ml 10 10 40
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a —los valores de repetibilidad y la incertidumbre de medicién expandida aplicada que se dan en esta tabla son para la
determinacion de volumen para una pipeta de un solo canal. Cuando se utiliza una balanza de un solo canal Unicamente
para la determinacién de volumen en pipetas multicanal, los valores de repetibilidad y la incertidumbre de medicion
expandida aplicada son el doble de los valores dados en esta tabla.

b- la incertidumbre de medicién ampliada aplicada puede estimarse sobre la base de EURAMET cg-18, ver. 4.0 o ASTM
E898 para valores de volumen nominal. La incertidumbre de medicién ampliada utilizada incluye errores no corregidos,
asi como posibles influencias ambientales y de deriva en la sensibilidad de la balanza. La incertidumbre de medicion
ampliada aplicada puede tomarse del certificado de calibracién de la balanza o calcularse por separado.

¢ —balanza de un canal .

d — balanza multicanal, como AP 12.5Y fabricada por Radwag, utilizada para probar pipetas multicanal. Las balanzas
multicanal con una desviacién de 0,01 mg pueden utilizarse para probar pipetas multicanal con volimenes nominales
inferiores a 20 pl solo cuando la incertidumbre expandida de la medicion es inferior a la cuarta parte del error
sistematico maximo permitido para la pipeta.

e —en el caso de pipetas monocanal con un volumen nominal inferior a 2 ul, se debe utilizar una balanza cuya
repetibilidad e incertidumbre expandida sea mejor que los valores dados en la tabla. Requisito: la incertidumbre
expandida debe ser inferior a una cuarta parte del error sistematico maximo permitido de la pipeta.

Cabe sefialar que la precisidon de la medicidn es una caracteristica constante de cada balanza:
en condiciones de trabajo perfectamente constantes, sin perturbaciones significativas, la precision
tiene un valor constante. Desafortunadamente, la variabilidad de las condiciones ambientales es un
hecho, asi como el hecho de que la medicidn se ve perturbada por el trabajo del operador (golpes,
falta de repetibilidad en los ciclos), efectos de sorcién y desorcion de liquidos, etc. No se debe olvidar
que la precisiéon de la medicién de masa también estd significativamente influenciada por la
precision de la descarga de liquido de la pipeta, la pipeta también es un instrumento de medicién.
Las posibles fuentes de error que pueden ocurrir durante el pipeteo se muestran en la Imagen 14.

WATER ASPIRATION WATER EXPULSION PRECISION OF WEIGHT
accuracy FROM THE PIPETTE EVAPORATION MEASUREMENT
~0.2% + 1.2%

Imagen 14. Fuentes de error en el proceso de pipeteo
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4. Puntas de pipeta de piston

Es una buena practica utilizar el tipo de puntas de pipeta recomendadas por el fabricante.
Esto minimizara el riesgo de errores en las mediciones manteniendo la certeza de que encajaran
correctamente en la pipeta y tendran el volumen interno correcto. Tenga en cuenta que los posibles
contaminantes pueden transferirse de una muestra a una pipeta, de una pipeta a una muestra o de
una muestra a otra. En el primer caso, el liquido o sus aerosoles se transfieren al cono de la pipeta,
principalmente como resultado de un error del operador. La transferencia de impurezas de la pipeta
a la muestra es principalmente el efecto de la absorcidn de aerosoles, por ejemplo, fracciones
liguidas finas, acumulacion de polvo en el cono de la pipeta. La contaminacion puede adherirse a la
superficie interna del cono de la pipeta y solo eliminarse durante los ciclos de pipeteo posteriores.

Una solucién mas avanzada son las puntas provistas de filtros (Ima. 15) que resultan utiles
cuando se utilizan materiales radiactivos, infecciosos o cuando existe riesgo de contaminacion
cruzada. Esta solucion elimina en gran medida los problemas de transporte de impurezas dentro de
la estructura de la pipeta. En otras soluciones, las pipetas de desplazamiento estan equipadas con
un pistén con un sello, que evita el movimiento de impurezas hacia la pipeta.

u En el caso de las pipetas de
desplazamiento positivo (tipo A), la
punta de la pipeta, normalmente de
pldstico, se coloca sobre el cono de
la pipetay, tras transferir el

I o
. volumen, se retira sin intentar
S limpiarlo. También son aplicables
e puntas de pipeta hechas de
J;[_, 7 materiales como metal, vidrio,
: plastico recubierto de tefldon, que se
2 2 pueden limpiar rapidamente, por
. . 1 ejemplo, con métodos ultrasénicos.
‘e .
o._ 4 o
°. _°.'° 3 Leyenda:1 — area segura
oo . 2 —filtro
3 — proteccidn de los bordes del
5 pistén de la pipeta

4 — area desprotegida de la pipeta
(posibilidad de transferencia de
contaminacién)

5 —dosis de liquido extraido en la
pipeta

6 — pipeta

7 — cono de pipeta

Imagen 15. Aspiracion de liquidos para diferentes disefios de pipetas
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5. Condiciones de trabajo en el Laboratorio

La ergonomia de trabajo en el laboratorio debe mantenerse incluso cuando no se esperan
muchas pruebas repetitivas. La ergonomia es un término muy general, pero este término debe
entenderse como una ubicacién, estructura, equipo y tamafio del lugar de trabajo que proporciona
condiciones de trabajo estables y minimiza la carga de trabajo del operador y el riesgo de cometer
errores (Imagen 14).

El elemento de medicién durante el control de las pipetas de pistén es el peso, por lo que se
espera temperatura ambiente constante, humedad estable, vibraciones no significativas del sueloy
excesivo movimiento de aire. La estabilidad de la temperatura ambiente también es importante
para la pipeta y las puntas debido al efecto de la expansion térmica y la transferencia de calor. Cabe
sefialar que la estabilizacién recomendada y la temperatura de prueba de 20°C pueden ser dificiles
de lograr para muchos laboratorios. El uso de aire acondicionado tradicional montado en la pared
siempre provoca un movimiento de aire excesivo, lo que definitivamente interfiere con la medicién
de la masa. Como resultado, la prueba de la pipeta puede ser errdnea.

STANOWISKO NR

12

==

Imagen 16. Puestos de control de pipetas de piston de varios volumenes

La mejor solucidn es la llamada Climatizacién laminar en la que el aire es aspirado desde
abajo a través de un sistema de varias rejillas de ventilacién. A continuacién, se transporta a un
sistema de dispersion que suele instalarse en el techo del laboratorio o por encima de él. En el
interior de la instalacidn, el aire se limpia, humedece, calienta o enfria.
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6. Aspiracion y dispensacion de liquidos

A pesar de la aparente simplicidad, el proceso de pipeteo es bastante complicado, ya que
requiere que el operador realice acciones que finalmente dan como resultado un funcionamiento
suave y regular del pistén de la pipeta. Vale la pena recordar que durante las pruebas, generalmente
se realiza una serie de aproximadamente 10 repeticiones, y la medida de la exactitud y precision de
la pipeta es el valor medio o la desviacién estandar de una serie de mediciones. Debe recordarse
gue la metodologia de pipeteo también incluye elementos tales como el método para retirar la
punta de la pipeta del recipiente, la profundidad de inmersién de la punta de la pipeta, el tiempo
gue se mantiene la pipeta en el liquido, etc.

La regla es la posicidon vertical de la pipeta al aspirar liquidos. Las desviaciones de este patrén
pueden dar lugar a imprecisiones debido a las diferentes presiones del fluido en la punta de la
pipeta. La profundidad de inmersién de la punta también es importante y este valor puede variar
segln el tamafio, el tipo y la marca de la pipeta; consulte las recomendaciones del fabricante.
Cuando no se indiquen tales recomendaciones, se pueden utilizar las pautas generales de la Tab 2.

Tabla 2. Profundidad de inmersion de la punta de pipeta segun el volumen nominal de la pipeta

Volumen de pipeta Profundidad de inmersién de la Tiempo de espera
() punta de la pipeta (mm) (sek.)
<1 1+2 1
>1+100 2+3 1
>100 + 1000 2+4 1
>1 000+ 5000 3+5 3

Se ha encontrado experimentalmente que humedecer previamente la punta de la pipeta
varias veces es Util para mantener la precisién de la operacién de la pipeta, ya que reduce la
posibilidad de aspirar burbujas de aire. La humectacién previa estabiliza aun mas la zona muerta del
volumen de aire de la pipeta entre el liquido y el piston de la pipeta. Humedecer la punta de la
pipeta es imprescindible cuando el liquido que se va a transferir es un liquido hidrofébico o muy
viscoso. Esto es especialmente importante para liquidos con alta presidn de vapor. Para pipetas de
desplazamiento positivo con un volumen de menos de aproximadamente 10 ul, no es necesario
prehumedecer (Blues, Bayliss & Buckley - Measurement Good Practice Guide No. 69. The
Calibration and Use of Piston Pipettes).

Después de la aspiracién de liquido, las gotas adheridas a la punta del liquido deben eliminarse
con cuidado. Si todavia se observa un exceso de liquido adherido a la superficie exterior de la
punta, se puede eliminar con cuidado con un material adecuado para evitar la contaminacién del
liguido transferido. Si se forman mas gotas en la punta de la pipeta, esto puede indicar una punta
desajustada o inestabilidad en el volumen de aire muerto, especialmente en liquidos con alta
presién de vapor. La aspiracion de liquido inadecuada puede ser un factor que genere errores
significativos, como se muestra en La Imagen 17.
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Imagen 17. Posibles errores de medicion al aspirar agua.

La dosificacion de liquido es un procedimiento durante el cual la punta de la pipeta toca
suavemente la pared del recipiente metalico justo por encima de la superficie del liquido en un
angulo de aproximadamente 30° a 45°, y luego la punta se mueve verticalmente hacia arriba por la
pared interna del recipiente metdlico para una altura de 8-10 mm después de la dosificacion.

Imagen 18. Método para expulsar liquido de una pipeta
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7. Parte de la investigacion

N El pardmetro metrolégico mas importante de cada balanza utilizada para controlar el
volumen de las pipetas de pistdn es la repetibilidad de las indicaciones, que se mide por la desviacidon
estandar. En el caso de balanzas dedicadas a pipetas de un solo canal, la evaluacidon de la precision
de la medicion se referia al proceso en el que el platillo de |la balanza se carga ciclicamente con el
mismo patron de masa. Este método de evaluacion de la precisién de la medicidn no tiene en cuenta
los errores que puede generar el operador durante la prueba de la pipeta (golpes, burbujas de aire,
angulo de inclinaciéon de la pipeta, etc.). Se supone aqui que la influencia del error humano puede
reducirse significativamente mediante la formacion. Vale la pena mencionar que la incertidumbre
expandida de la balanza como medida de la utilidad/correccién de hacer coincidir la balanza con el
volumen de la pipeta probada también incluye otros factores como la desviacién de la balanza, el
efecto de evaporacion del liquido, etc. La parte de investigacidon de las balanzas dedicado a las
pipetas de un solo canal incluye la evaluacién de su repetibilidad de las indicaciones (Tabla 3) y la
dindmica de la evaporacién del liquido desde un recipiente de pesaje. Estos son dos factores que
estadn basicamente fuera del control del operador.

En el caso del sistema automatico AP 12.5Y, la masa del liquido dosificado se calcula en base
a la diferencia de masa del recipiente metalico antes de la inyeccion y después de la inyeccién. La
consecuencia de esto es una doble medicién del peso del envase, lo que no es favorable desde el
punto de vista metroldgico. En la primera etapa se determind la precision para las mediciones de la
masa concentrada, que fue la masa de ajuste interna. El propdsito de esta prueba era determinar si
el sistema de medicidn esta funcionando correctamente. En la segunda etapa, se verifico la precision
del pesaje de todos los recipientes metdlicos. El factor variable en esta prueba fue el movimiento
dindmico del tren de rodaje, que al colocar ciclicamente recipientes metalicos sucesivos provocaba
pequeios impactos. El ultimo estudio fue para determinar el impacto de la falta de una cortina de
vapor en la medicidn de masa: la dinamica de evaporacidn de liquido de un recipiente de pesaje.

7.1. Seleccidn del peso para el procedimiento

La seleccidn de una balanza para el procedimiento de control o calibracién de una pipeta de
piston se refiere en primer lugar a la repetibilidad de las indicaciones de la balanza. Este es un
requisito obligatorio, que ha sido confirmado en la norma ISO 8655-6, ver tabla 1. Ademas del valor
de repetibilidad de la balanza, también es importante el valor de la incertidumbre expandida, que
debe estar relacionado con el valor de los errores sistematicos maximos de la pipeta. En la tabla 3,
los requisitos contenidos en la norma ISO 8655-6 se han adaptado a tipos especificos de balanza, lo
gue es una solucion util para aquellos usuarios que se encuentran en la etapa de disefio de su propio
puesto de medicion.
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Tabla 3. Seleccién de una balanza para el volumen probado de una pipeta de pistén.

- s Repetibilidad
Maxima Divisién . .
. desviacién Volumen de pipeta
capacidad elemental estandar
MYA 21.5Y.PY 21g d=1ug S=1.0ug
XA 6/21.5Y.M.A.P? 6/21g d=1/2ug S=1.3ug 1pl<V<10ul
10 W<V <100pl
2) = =
XA 21.5Y.M.A.P 21g d=1pug S=1.3ug 100 pl < V < 1000
XA 21/52.5Y.M.A.P? 21/52g d=1/5pg S=1.5ug 1mi<V<10mi
XA 53.5Y.M.A.P%3) 52g d=1ug S=1.5ug
XA 52.5Y.M.A.p23) 52g d=5ug S=2.2ug
10 pl <V <100 pl
XA 82/220.5Y.A% 82/220g | d=0.01/0.1mg S=5ug 100 pl <V <1000 pl
1ml<V<10ml
XA 120/250.5Y.A% 120/250g | d=0.01/0.1mg S=5ug

1) — cooperacion con el adaptador de calibracién de pipetas tipo MY 11
2) — cooperacion con el adaptador de calibracion de pipetas tipo XA 1
3) — cooperacién con el adaptador de calibracidn de pipetas tipo XA 17
4) — cooperacién con el adaptador de calibracion de pipetas XA 100

7.2.  Precision de medicién del sistema automatico AP 12.5Y/ AP 12.1.5Y

La precisidn de las medidas para el AP 12.5Y se determind mediante el método automatico,
gue consistid en el pesaje ciclico de cada recipiente metalico colocado en las posiciones 1 a 12
(funcién Autotest). La puesta a cero de la indicacion de la balanza tuvo lugar solo antes de comenzar

una serie de mediciones. Resultados de precisién de medicion en la Imagen 19.
s N

AP -12 auto-test

Chanel 1: 0.00001 Chanel 2: 0.00001
Chanel 3: 0.00002 Chanel 4: 0.00002
Chanel 5: 0.00002 Chanel 6: 0.00002
Chanel 7: 0.00002 Chanel 8: 0.00002
Chanel 9: 0.00001 Chanel 10: 0.00002
Chanel 11: 0.00002 Chanel 12: 0.00001

LX)

Ne J
Imagen 19. Resultados del procedimiento de control automatico - desviacidn estandar de una serie de 10 mediciones

La precision de las mediciones de peso de los recipientes metalicos medidas en el ciclo

automatico estd dentro del rango de 0,01 mg + 0,02 mg. Esto esta en linea con los requisitos de la
norma ISO 8655-6.
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Para el sistema automatico AP 12.1.5Y con una division de d = 1 pg, la precisidon de la medicion
de masa se determind utilizando el método semiautomatico: los recipientes metalicos sucesivos se
trasladaron al puesto de pesaje utilizando la aplicacién de servicio. En este modo, se realizaron 6
series de medidas. El tiempo necesario para obtener una medida estable para un solo pesaje fue de
unos 10 segundos.

Tabla 4. Precisiéon de la medicidn de masa AP 12.1.5Y, division d = 1ug

kcl:lnrt. serie 1 serie 2 serie 3 serie 4 serie 5 serie 6 X S (ug)
1 9,229802 | 9,229802 | 9,229796 | 9,229797 | 9,229800 | 9,229797 | 9,229799 2,68
2 9,263251 | 9,263250 | 9,263244 | 9,263248 | 9,263246 | 9,263244 | 9,263247 2,99
3 9,257741 | 9,257741 | 9,257736 | 9,257736 | 9,257738 | 9,257736 | 9,257738 2,45
4 9,256452 | 9,256449 | 9,256444 | 9,256441 | 9,256446 | 9,256443 | 9,256446 4,07
5 9,283330 | 9,283327 | 9,283324 | 9,283321 | 9,283326 | 9,283326 | 9,283326 3,01
6 9,234612 | 9,234610 | 9,234608 | 9,234603 | 9,234609 | 9,234608 | 9,234608 3,01
7 9,230830 | 9,230823 | 9,230822 | 9,230818 | 9,230822 | 9,230824 | 9,230823 3,92
8 9,216691 | 9,216687 | 9,216688 | 9,216682 | 9,216686 | 9,216689 | 9,216687 3,06
9 9,235992 | 9,235988 | 9,235987 | 9,235981 | 9,235989 | 9,235987 | 9,235987 3,61
10 9,197869 | 9,197863 | 9,197864 | 9,197858 | 9,197865 | 9,197864 | 9,197864 3,54
11 9,300828 | 9,300822 | 9,300823 | 9,300821 | 9,300822 | 9,300823 | 9,300823 2,48
12 9,245068 | 9,245059 | 9,245062 | 9,245057 | 9,245062 | 9,245061 | 9,245062 3,73

La precisién de medir la masa de
recipientes metalicos oscilan entre 2,45ug y
4,07ug. Estos valores son ligeramente
superiores a los mantenidos durante las pruebas
del mismo parametro con una masa
concentrada. La principal diferencia entre los
métodos de prueba se refiere al punto de
suspension del centro de gravedad de la masa

probada.

En el caso de una masa estdndar externa
o de ajuste interna, el centro de gravedad del
objeto pesado es bastante bajo. Debido a la
especificidad de las mediciones, el centro de
gravedad del recipiente metdlico en el que se
descarga el liqguido es mucho mas alto. Esto es
desfavorable para el sistema de fuerzas que se k
producen durante el pesaje (fig. 20). Il‘g

Imagen 7. Pesaje del recipiente metalico
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7.3. Lavelocidad del sistema automatico AP 12.5Y

La principal ventaja de la automatizacion en cualquier area es el aumento de la velocidad y
eficiencia del trabajo, como es el caso del sistema AP 12.5Y. En esta solucion, el dispositivo fue
optimizado en términos de aspectos mecdnicos, electronicos y metroldgicos. Determinar el peso del
agua dosificada para una pipeta de 12 canales requiere mediciones precisas del peso de cada
recipiente metdlico (cada dosis de liquido). Para ello, los denominados mecanismo de
funcionamiento de bufer gracias al cual se obtuvo la velocidad de trabajo adecuada manteniendo la
precision de la medicién. El tiempo de medicion de la masa de un solo recipiente es de
aproximadamente 5 segundos, y el tiempo total necesario para determinar la masa del liquido
dosificado de una pipeta de 12 canales es de aproximadamente 85 segundos. Al probar una pipeta
de 12 canales de acuerdo con los requisitos de PN-EN ISO 8655-6:2022 en un ciclo de 10 mediciones
para 3 volumenes, el tiempo total de prueba es de aproximadamente 50 - 55 minutos, teniendo en
cuenta la necesidad de 30 dosis de agua y software de funcionamiento..

7.4. Precision de las mediciones en el ciclo automatico.

La precisién del pesaje durante la operacion automadtica se verific6 determinando la
diferencia entre el peso del recipiente metalico que se registré durante la tara y el peso de los
recipientes metdlicos durante su pesaje. Se asumié que para un sistema que funcione
perfectamente, el valor de la masa del recipiente metdlico medido debe ser igual o
insignificantemente diferente del valor de la tara. En esta prueba no se utilizé cortina de vapor y los
recipientes metalicos estaban perfectamente secos. Este enfoque era necesario para eliminar las
desviaciones en la indicacion del peso que ocurren cuando hay incluso una pequena cantidad de
agua dentro del recipiente metalico.

Measurement accuracy depending on the weighing profile

0,05 +
0,04 -
0,03 -
0,02 -
0,01 -

0 -
0,01 - 315 9 11118 1517 19121 123 125 2711291131 33 (35

-0,02 -~
003 - M Fast profile

Measurement accuracy (mg)

0,04 - M Precision profile

-0,05 -

User profile

Measurement no.

Imagen 8. Precision de la medicidon del peso del recipiente metalico en un ciclo automatico

Independientemente del perfil de pesaje seleccionado, la masa del liquido dispensado
puede tener una desviacion de no mas de 0,02 mg cuando se utiliza el perfil de pesaje Rdpido
(Fast)y con una desviacion en el rango de 0,02 + 0,03 mg para el perfil de Usuario. Se obtienen
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resultados ligeramente peores para el perfil Precision. El perfil predeterminado para las
comprobaciones de pipetas es el perfil Rapido (Fast).

7.5. Cortina de vapor para microbalanzas MYA y balanzas de la serie XA

Medir la masa de muestras que son susceptibles a la sorcidn o desorcién de humedad es
siempre un desafio porque es bastante dificil desarrollar un método de prueba que sea inmune a
este fendmeno. Un caso especial es el proceso de medicidon de masa liquida, especialmente
cuando el intervalo de la balanza es de 1 pg. Incluso un sistema de pesaje cerrado siempre se
esfuerza por lograr un equilibrio en términos de humedad y presidn. La falta de una cortina de
vapor durante el pesaje del liquido dosificado da como resultado un cambio dindmico que se
muestra en la Imagen. 22.

MYA 21.5Y.P - efecto de evaporacion de liquido

0,00 TT T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 11

1 5 7 91113151719212325272931333537394143454749
-0,02 -

-0,04 -

-0,06 -

(mg)

-0,08 -

-0,10 -

-0,12 -

cambio en el peso de recipiente de pesaje

Tiempo de observacion

Imagen 9. MYA 21.5Y.P — efecto de evaporacién de liquido

Imagen 10. Microbalanza MYA 21.5Y.P con cortina de vapor.
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7.6. Cortina de vapor de sistema automatico AP 12.5Y

Limitar la evaporacién del liquido del recipiente de pesaje es crucial para obtener el
resultado correcto para el volumen de pipeta probado. En el caso de las pipetas monocanal, el
proceso de medicidn de la masa de una dosis de agua es bastante rapido, por lo que el fendmeno
de variabilidad de masa no tiene por qué ser significativo. Al analizar una pipeta multicanal, debe
tenerse en cuenta que solo se pesa inmediatamente la primera dosificacidon del primer canal de la
pipeta. Cuanto mayor sea el nimero de canal de la pipeta, mayor serd el tiempo de espera para la
medicion de masa. Por este motivo, la cortina de vapor del sistema automatico y la construccién
del recipiente de pesaje deben limitar al maximo el proceso de evaporacion. La Imagen. 24
muestra la diferencia entre el funcionamiento del sistema sin cortina de vapor y con cortina de
vapor.

AP 12.5Y - skutecznos¢ putapki parowej

0'00 T T T T T T T T T T T 1
>
= ]
i o ] IR LN
‘S
©  -0,05 -
s
g  -008 -
o
© -0,10
o
U —~ L
2 5 0,13 - L
2 E
L = .0,15 -
() L
2 018 —
7y
© -0,20 A
€ E vapor trap —
P -0,23 A . =
® @ without vapor trap
'gl -0,25 -

Numero del recipiente

Imagen 11. Efecto de la evaporacion de liquido de un recipiente de pesaje en el sistema AP 12.5Y

El cambio en el peso de los recipientes con liquido es solo de aproximadamente 0,02 mg -
0,03 mg, pero debe recordarse que este valor esta sujeto a un error de repetibilidad de la indicacién.
Por lo tanto, se puede suponer que el efecto de evaporacién es mucho menor. La evaporacion del
liguido en ausencia de una trampa de vapor es al menos varias veces mayor y oscila entre 0,10 mg
y 0,20 mg. Este rapido estudio muestra la importancia de las condiciones dptimas en el proceso de
pipeteo.
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Procedimiento de calibracion de pipetas de piston

CENTRUM METROLOGII, BADAN | CERTYFIKACJI - LABORATORIUM POMIAROWE

ry ® tel. /48/ 386 64 70;  fax.: /48/ 385 00 11

RADWAG Wagi Elektroniczne Witold Lewandowski
26-600 Radom, ul. Toruniska 5

Poiskie CENTRUM
AKREDYTACJI

26-600 Radom, ul. Starowiejska 17A

>0<

WZORCOWANIE

Laboratorium wzorcujgce akredytowane przez AP 069

Polskie Centrum Akredytacji, sygnatariusza porozumien EA MLA 1,

i ILAC MRA dotyczacych wzajemnego uznawania $wiadectw wzorcowania. \\\\\—Y/_&//
Numer Akredytacji AP 069. Hac=NRA
N
, RN
SWIADECTWO WZORCOWANIA
Data wydania: 18 lutego 2022 r. Nr $wiadectwa: 2137/470/22 Strona: 1/2
OBIEKT Pipeta tlokowa jednokanatowa
WZORCOWANIA Typ: 0 zmiennej objetosci
Producent: Finnpipette
Numer fabryczny: OH81643
Objetos¢: 20-200 pl
Typ koncowki: dostarczone przez zleceniodawce
ZGLASZAJACY
UZYTKOWNIK
MIEJSCE RADWAG Wagi Elektroniczne

WZORCOWANIA
METODA
WZORCOWANIA

WARUNKI
SRODOWISKOWE

DATA
WZORCOWANIA

SPOJNOSC
POMIAROWA
WYNIKI
WZORCOWANIA

NIEPEWNOSC
POMIARU

RADWAG METROLOGY RESEARCH AND CERTIFICATION CENTER

Centrum Metrologii, Badan i Certyfikacji - Laboratorium Pomiarowe
ul. Starowiejska 17 A, 26-600 Radom

Procedura wzorcowania: PW 05 wydanie Il z dnia 14 pazdziernika 2021 r.

Temperatura powietrza: (21,95 + 22,11 )+ 0,20 °C
Wilgotno$¢ wzgledna powietrza: (493 + 512)x 11 %
Cisnienie atmosferyczne: (9873 <+ 9873)% 0,6 hPa
Temperatura wody: (21,27 + 21,29 )+ 0,20 °C

18 lutego 2022 r.

Swiadectwo jest wydane w ramach porozumienia EA MLA w zakresie wzorcowania
i potwierdza spéjno$¢ pomiarowg wynikéw pomiaréw z jednostkami miar
Miedzynarodowego Uktadu Jednostek Miar (Sl).

Podano na stronie 2 niniejszego $wiadectwa wraz z wartosciami niepewnosci
pomiaru.

Niepewno$¢ pomiaru zostata okreslona zgodnie z dokumentem EA-4/02 M:2021.
Podane wartosci niepewnosci stanowig niepewnosci rozszerzone przy
prawdopodobienstwie rozszerzenia okoto 95 % i wspoétczynniku rozszerzenia k = 2.
Kl ‘RQWN IK
Laborato um {’Omlarowegc

Tomasz\edkzejewski

Niniejsze $wiadectwo moze by¢ okazywane lub kopiowane tylko w catosci.

Imagen 12. Certificado de calibracion de pipetas monocanal
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Swiadectwo wzorcowania wydane przez LABORATORIUM AKREDYTOWANE Nr AP 069

Data wydania: 18 lutego 2022 r. Nr $wiadectwa: 2137/470/22 Strona: 2/ 2
WYNIKI Wyniki przeprowadzonego wzorcowania przedstawione ponizej, odnoszg sie wytgcznie do
WZORCOWANIA obiektu wzorcowania opisanego na pierwszej stronie $wiadectwa.
Objeto$¢ | Wartosé objetosci Wartos¢ Wartosé Wartos¢ Wartos¢ Niepewnosc¢
nominalna zmierzona bt. systemat. bt systemat. bt przypad. bt przypad. pomiaru
Vo v e es S, cv (V]
1] | ul | ul | % i % pl
200 197,21 -2,79 -1,40 0,15 0,07 0,53
50 98,64 -1,36 -1,36 0,20 0,21 0,27
20 20,29 0,29 1,46 0,02 0,11 0,07

Autoryzowat: Tomasz Jedrzejewski

% e

\

Imagen 13. Certificado de calibracion de pipetas monocanal — resultados
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RADWAG Wagi Elektroniczne Witold Lewandowski
26-600 Radom, ul. Torunska 5 Pl: A
CENTRUM METROLOGII, BADAN | CERTYFIKACJI - LABORATORIUM POMIAROWE POLSKIE CENTRUM

AKREDYTACJI

26-600 Radom, ul. Starowiejska 17A

p= - ® tel. /48/ 386 64 70;  fax.: /48/ 385 00 11 SO<
e RD wG WZORCOWANIE

Laboratorium wzorcujgce akredytowane przez AP 069
Polskie Centrum Akredytacji, sygnatariusza porozumienn EA MLA \“\‘\\‘\E/”"'/
i ILAC MRA dotyczacych wzajemnego uznawania $wiadectw wzorcowania. & \\\:—/// /’
Numer Akredytacji AP 069. ;‘]m
TISNNS

SWIADECTWO WZORCOWANIA

Data wydania: 18 lutego 2022 r. Nr $wiadectwa: 2136/470/22 Strona: 1/2

OBIEKT
WZORCOWANIA

ZGLASZAJACY
UZYTKOWNIK
METODA

WZORCOWANIA

WARUNKI
SRODOWISKOWE

DATA
WZORCOWANIA

SPOJNOSC
POMIAROWA
WYNIKI
WZORCOWANIA

NIEPEWNOSC
POMIARU

Pipeta ttokowa o$miokanatowa

Typ: 0 zmiennej objetosci

Producent: Eppendorf

Numer fabryczny: J38259G

Objetosc: 10-100 pl

Typ koncowki: dostarczone przez zleceniodawce

Procedura wzorcowania: PW 05 wydanie Il z dnia 14 pazdziernika 2021 r.

Temperatura powietrza: (21,73 + 21,78 )+ 0,20 °C
Wilgotno$¢ wzgledna powietrza: (488 = 502)* 12 %
Cisnienie atmosferyczne: (9865 + 9951)% 0,7 hPa
Temperatura wody: (21,20 + 21,25 )+ 0,20 °C

18 lutego 2022 r.

Swiadectwo jest wydane w ramach porozumienia EA MLA w zakresie wzorcowania
i potwierdza spéjnos$¢ pomiarowa wynikéw pomiaréw z jednostkami miar
Migdzynarodowego Uktadu Jednostek Miar (SI).

Podano na stronie 2 niniejszego $wiadectwa wraz z warto$ciami niepewnosci
pomiaru.

Niepewnos¢ pomiaru zostata okre$lona zgodnie z dokumentem EA-4/02 M:2021.
Podane wartosci niepewnosci stanowig niepewnosci rozszerzone przy
prawdopodobienstwie rozszerzenia okoto 95 % i wspoétczynniku rozszerzenia k = 2.

KIERQWNIK
Laboratorium Romiarowego
Toma_s; edrﬁ-ﬁ/ews}

Niniejsze $wiadectwo moze by¢ okazywane lub kopiowane tylko w catosci.

Imagen 14. Certificado de calibracion de pipetas multicanal
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Swiadectwo wzorcowania wydane przez LABORATORIUM AKREDYTOWANE Nr AP 069

Data wydania: 18 lutego 2022 r. Nr $wiadectwa: 2136/470/22 Strona: 2/2
WYNIKI Wyniki przeprowadzonego wzorcowania przedstawione ponizej, odnoszg sie wytgcznie do
WZORCOWANIA obiektu wzorcowania opisanego na pierwszej stronie $wiadectwa.

Objetosc Warto$¢ objetosci Wartos¢ Wartos¢ Wartos¢ Wartos¢ Niepewnos¢
nominalna zmierzona bt systemat. bt systemat. bt przypad. = bt przypad. pomiaru
Vo \ es es Sr Ccv U
i | ul | ol | % | ul ) % i

100 pl 0 [

Kanat
1 100,05 0,05 0,05 0,15 0,15 0,27
2 100,16 0,16 0,16 0,16 0,16 0,27
3 99,90 -0,10 -0,10 0,22 0,22 0,27
4 99,99 -0,01 -0,01 0,13 0,13 0,27
5 99,96 -0,04 -0,04 0,10 0,10 0,27
6 99,99 -0,01 -0,01 0,13 0,13 0,27
74 100,06 0,06 0,06 0,11 0,11 0,27
8 99,98 -0,02 _ -0,02 012 | 0,12 0,27

50 pl

Kanat
1 49,79 -0,21 -0,43 0,07 0,13 0,17
2 49,88 -0,12 -0,24 0,12 0,24 0,17
3 49,90 -0,10 -0,21 0,13 0,25 0,17
4 49,86 -0,14 -0,28 0,08 0,16 0,17
5 49,85 -0,15 -0,30 0,07 0,14 0,17
6 49,90 -0,10 -0,21 0,06 0,12 0,17
7 49,80 -0,20 -0,41 0,08 0,15 0,17
8 49,80 .~ -0,20 | -040 005 | 0,10 | 0,17

10 pl

Kanat
1 9,976 -0,024 -0,239 0,041 0,414 0,050
2 9,979 -0,021 -0,211 0,063 0,631 0,050
3 9,987 -0,013 -0,129 0,049 0,493 0,050
4 9,986 -0,014 -0,142 0,048 0,482 0,050
5 9,979 -0,021 -0,214 0,044 0,439 0,050
6 9,965 -0,035 -0,347 0,021 0,208 0,050
7 9,971 -0,029 -0,289 0,045 0,452 0,050
8 9,961 -0,039 -0,391 0,059 0,593 0,050

Autoryzowat: Tomasz Jedrzejewski

) N
& o

Imagen 28. Certificado de calibracion de pipetas multicanal - resultados
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8. Anexol

8.1. Fendmenos fisicos y principio de medicion durante el control de pipetas de piston

La evaluacidn de todos los factores que pueden afectar potencialmente la precision de la ingesta
de liquido por una pipeta de émbolo con la bolsa de aire requiere la representacion de este
proceso en forma matematica. Un proceso de naturaleza similar es el proceso de cambio
isotérmico del estado de agregacidn de un gas ideal, que puede ser descrito por la ecuacién (1).

PaxVoz(Pa_Ph_Ps)x(VO_Vstr_V) (1)

donde: Pa /presién del aire
Ph/presién hidrostdtica
Ps / presion capilar
Vo/volumen de aire atrapado
Vstr / volumen de carrera del piston
V/volumen de liquido aspirado

El valor de la presion hidrostatica provocada por la columna de liquido (en la punta de la pipeta)
depende de varios factores que se incluyen en la ecuacion (2).
P,=p, Xg Xh ()

donde: pw densidad del liquido (agua)
g aceleracién gravitacional
h la altura de la columna de liquido dentro de la punta

Teniendo en cuenta las relaciones presentadas en las ecuaciones (1) y (2), el volumen del
liquido aspirado *) teniendo en cuenta los efectos de la evaporacion del liquido, las diferencias de
temperatura y el manejo de la pipeta se puede calcular segun la ecuacion (3)

(pxgxh)+PF
Po—(pxgxh)—FK

V= "Vgyr =V, X —Vey & VTdiff t+ Vhandling (3)

ddnde:
Vey pérdida de volumen debido a la evaporacion de liquido en la bolsa de aire durante la succién
Vrair  efecto del cambio de temperatura en bolsa del aire durante la succién
Vhandiing cambio de volumen debido a diferentes efectos de manejo

Los principales elementos y pasos del pipeteo se muestran en la Figura 29. Antes de comenzar a
pipetear, el pistdn de la pipeta (1) estd en la posicidn inicial (5), el espacio vacio (2) contiene el
llamado bolsa de aire La punta de la pipeta (4) se sumerge ligeramente en el liquido. La
estanqueidad de la estructura esta asegurada por el alojamiento de la pipeta (3).

RADWAG METROLOGY RESEARCH AND CERTIFICATION CENTER 34 | Pagina



Después de aspirar el liquido, el pistdn se mueve a la posicidn final (6), expandiendo asi el aire
atrapado en la bolsa de aire, el liquido llena el espacio de la punta hasta la altura (h).

En este punto tiene lugar el proceso de evaporacion del liquido hacia el interior de la bolsa de aire,
lo que se traduce en un aumento de su volumen. Al aumentar el volumen de la bolsa de aire, a su
vez, se expulsa una pequefia cantidad de liquido de la punta de la pipeta. Como resultado de este
fendmeno, el volumen de la dosis de liquido suministrada es menor. Los cambios de temperatura
AT/T que pueden ocurrir durante este proceso cambian el volumen de la bolsa de aire Ves;, lo que
también conduce a un cambio en el volumen del liquido entregado.

Imagen 29. Pipeta de pistdn - etapas de aspiracion de liquidos

Cuando se expulsa el liquido, el pistén se mueve a la posicién (7) y el liquido se expulsa de la punta
de la pipeta. Ademas de los factores fisicos, los factores humanos también pueden tener un
impacto significativo en la precisidn del pipeteo. En este sentido, se pueden distinguir los
siguientes factores:

- angulo de inclinacién durante la recogida de liquido

- tiempo de espera después de la aspiracién,

- el tiempo durante el cual la punta todavia esta sumergida en el liquido de prueba,

- tiempo entre aspiraciones sucesivas,

- la profundidad de inmersion de la punta en el liquido de prueba,

- fuerza de trabajo que actua sobre el pistén,

- transferencia de calor de la mano del operador a la estructura de la pipeta
La ecuacién 3 describe los aspectos fisicos de la transferencia de fluidos, como la evaporaciéon y los
cambios de temperatura. Un analisis muy detallado de este fendmeno puede llevarse a cabo
utilizando la ecuacion 4, donde también se tuvo en cuenta otro factor relacionado con el proceso
de pipeteo.
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(pxgxh)+PF
V="V.,—-V X + |4 X P, Xx(1—=S)XkXt
str o Pa _ (p % g % h) _Ps [ fl d ( ) AnsW]

AT AT
T [V Xm X T] —/+ [Aﬂ X b x T] + Vhanating

donde An la superficie de contacto entre el liquido y la bolsa de aire
Pd es la presion de vapor del liquido.
S es la saturacion de vapor de la bolsa de aire en % HR
tAnsW  es el tiempo de aspiracién mds el tiempo de espera
kes el coeficiente de evaporacion (volumen por superficie, presion de vapor y tiempo)
%4 volumen de succion

Factor M teniendo en cuenta la conduccion de calor radial. m = 0,3 .... 0,9, dependiendo del
tamarno de la pipeta

b coeficiente que tiene en cuenta la conduccion de calor axial
(volumen por superficie, tiempo dependiente de tAnsW).
AT/T cambio relativo de temperatura en la bolsa de aire

Los valores de algunos coeficientes, como S, k, m, no se conocen y deben determinarse
experimentalmente, lo cual es un desafio, principalmente en el dmbito de la investigacidn.

*) Primarias: Feldmann, R., Lochner, K.H. Influences on volume in piston-operated air-displacement pipettes. Accred
Qual Assur 21, 69-82 (2016). https://doi.org/10.1007/s00769-015-1171-y
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8.2. Errores maximos permitidos de las pipetas de piston

Tabla 1. Niveles maximos de error permitidos para pipetas de tipo Ay D1 (monocanal)

Volumen de pipeteo E’rrf)r sistema:t'ico Error aleatorif) maximo
mdximo permitido ? permitido

nominal T olamen nominal % £% %b
100 2,5 2,0

1do 3¢ 50 5,0 4,0

10 25 20

100 2,5 1,5

>3do5 50 5,0 3,0

10 25 15

100 1,2 0,8

>5do 10 50 2,4 1,6
10 12 8,0

100 1,0 0,5

>10do 50 50 2,0 1,0
10 10 5,0
100 0,80 0,30
> 50 do 5000 50 1,6 0,60
10 8,0 3,0
100 0,60 0,30
> 5000 do 20 000 50 1,2 0,60
10 6,0 3,0

@ - para calcular los errores en microlitros, multiplique los errores maximos permitidos por el volumen seleccionado.
b - expresado como coeficiente de variacion segun ISO 8655-6, ISO 8655-7 o ISO 8655-8.
c - el procesamiento de pequefias cantidades puede ser muy dificil.
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Tabla 6. . Niveles maximos de error permitidos para pipetas de tipo Ay D1 (multicanal)

Volumen de pipeteo E’rr'or sistema'?t.ico Error aleatorit.) maximo
maximo permitido ? permitido

nominat " olumen romoal% % o
100 8,0 8,0

2c 50 16 16

10 25 25

100 5,0 3,0

>2do5 50 10 6,0
10 25 25

100 2,4 1,6

>5do 10 50 4,8 3,2
10 24 16

100 2,0 1,0

>10do 20 50 4,0 2,0
10 20 10
100 2,0 0,80

>20do 50 50 4,0 1,6
10 20 8,0
100 1,6 0,60

> 50 do 2 000 50 3,2 1,2
10 16 6,0

@ - para calcular los errores en microlitros, multiplique los errores maximos permitidos por el volumen seleccionado.
b - expresado como coeficiente de variacion segun ISO 8655-6, ISO 8655-7 o ISO 8655-8.
c - el procesamiento de pequefias cantidades puede ser muy dificil.
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Tabla 7. Niveles maximos de error permitidos para pipetas D2

Volumen de bibeteo Error sistematico maximo Error aleatorio maximo
pip permitido ® permitido
Volumen nominal ul | Valor como proporcion del

H volumen nominal % % %b

100 2,5 1,5

5¢ 50 5,0 3,0

10 25 15

100 2,0 1,0

>5do 10 50 4,0 2,0
10 20 10
100 2,0 0,80

>10do 20 50 4,0 1,6
10 20 8,0
100 1,4 0,60

>20do 100 50 2,8 1,2
10 14 6,0

100 1,2 0,40

> 100 do 1 000 50 2,4 0,80
10 12 4,0

@ - para calcular los errores en microlitros, multiplique los errores maximos permitidos por el volumen seleccionado.
b - expresado como coeficiente de variacidn segun ISO 8655-6, ISO 8655-7 o ISO 8655-8.
c - el procesamiento de pequefias cantidades puede ser muy dificil.
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8.3. Valores de factores de correccidon Z para agua destilada

Tabla 8. Factores de correccion Z para agua destilada en funcion de la temperatura del agua y la presion

del aire - Se dan los valores Z en pl/mg

Temperatura Presion del aire (Kpa)
(°C)
80 85 90 95 100 101,3 105

15,0 10017 10018 10019 10019 10020 10020 10020
15,5 10018 10019 10019 10020 10020 10020 10021
16,0 10019 10020 10020 10021 10021 10021 10022
16,5 10020 10020 10021 10021 10022 10022 10022
17,0 10021 10021 10022 10022 10023 10023 10023
17,5 10022 10022 10023 10023 10024 10024 10024
18,0 10022 10023 10023 10024 10025 10025 10025
18,5 10023 10024 10024 10025 10025 10026 10026
19,0 10024 10025 10025 10026 10026 10027 10027
19,5 10025 10026 10026 10027 10027 10028 10028
20,0 10026 10027 10027 10028 10028 10029 10029
20,5 10027 10028 10028 10029 10029 10030 10030
21,0 10028 10029 10029 10030 10031 10031 10031
21,5 10030 10030 10031 10031 10032 10032 10032
22,0 10031 10031 10032 10032 10033 10033 10033
22,5 10032 10032 10033 10033 10034 10034 10034
23,0 10033 10033 10034 10034 10035 10035 10036
23,5 10034 10035 10035 10036 10036 10036 10037
24,0 10035 10036 10036 10037 10037 10038 10038
24,5 10037 10037 10038 10038 10039 10039 10039
25,0 10038 10038 10039 10039 10040 10040 10040
25,5 10039 10040 10040 10041 10041 10041 10042
26,0 10040 10041 10041 1004 2 1004 2 10043 10043
26,5 10042 10042 10043 10043 10044 10044 10044
27,0 10043 1004 4 10044 10045 10045 10045 10046
27,5 10045 10045 10046 10046 10047 10047 10047
28,0 1004 6 1004 6 1004 7 10047 1004 8 1004 8 1004 8
28,5 10047 10048 10048 10049 10049 10050 10050
29,0 10049 10049 10050 10050 10051 10051 10051
29,5 10050 10051 10051 1005 2 1005 2 1005 2 10053
30,0 1005 2 1005 2 10053 10053 10054 10054 10054
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9. Lista de imagenes

Imagen 1. Dr. Adah Elizabeth Verder mouth pipetting. ......ccccvueviiriiieiiiiiiie e 4
Imagen 2. Pipetas de piston Radwag con volumen variable ........ccoccvviiiiiiiiiiiiiiie e, 5
Imagen 3. Inspeccidn de pipetas de pistdn: soporte de medicidén de balanzas de la serie XAy
MICTODAIANZAS IMYA .. et e e e e e e e st e e e e e e e s e st aaeeeeeeeeesaansssareeeeeeeeaaanssernnneeeens 6
Imagen 4. Pipetas de pistOn RAAWAE .......oeiiiiiiiii ettt e s e e e e e e e asae e e e nraeeas 7
imagen 5 ciclo de vida de pipeta de PiStON........coiiiiiii i 8
Imagen 6. Inspeccidon de una pipeta de piston de 200 LUl .....c.eeeeeieiriiiiiiiieieeee e 9

Rysunek 13
zaktadki.

Rysunek 14
Rysunek 15
Rysunek 16

. Schemat budowy i zasada uktadu automatycznego AP 12.5Y ... Btad! Nie zdefiniowano

. Zrédta btedéw w procesie pipetowania Btad! Nie zdefiniowano zaktadki.
Btad! Nie zdefiniowano zaktadki.

Bfad! Nie

. Pobieranie cieczy dla pipet o réznej konstrukcji

. Stanowisko do sprawdzania pipet ttokowych o réznych objetosciach

zdefiniowano zaktadki.

Rysunek 17
Rysunek 18

Rysunek 19.

pomiaréw

Rysunek 20.
Rysunek 21.
Rysunek 22.
Rysunek 23.
Rysunek 24.
Rysunek 25.
Rysunek 26.
Rysunek 27.
Rysunek 28.

zaktadki.
Rysunek 29

10. Lista

Tabela 1. Requisitos minimos para balanzas

. Potencjalne btedy pomiaru przy pobieraniu wody

. Metoda wydalania CieCzZY Z PIPELY ...uueiiieiiie ettt e s e e e earaeeeeans 23
Wyniki z automatycznej procedury kontroli — odchylenie standardowe z serii 10
....................................................................................... Btad! Nie zdefiniowano zaktadki.
WaZeNi€ KONTENEIA .iiieeiiiee ittt e e st e e s s satae e e e s areeeessnnaeeeessnaeeeens 26
Doktadnos¢ pomiaru masy kontenerdw w cyklu automatycznym.......cccceeevevveeeenneen. 27
MYA 21.5Y.P — efekt parowania CiECZY......cuueeeiieeieiciiriieee ettt e eeerrrreee e e e 28
Mikrowaga MYA 21.5Y.P z KUrtyng Parowa. ....cccooeccuiiiiieeee et eee e eecrrree e e e e 28
Efekt parowania cieczy z naczynia wagowego w uktadzie AP 12.5Y ......cccccvrivveeeennnnns 29
Swiadectwo wzorcowania pipety jednokanatowe] ...........c.cueeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeee s 30
Swiadectwo wzorcowania pipety jednokanatowej - WyniKi.........coceeveeeeeeeeeveeeereennnn. 31
Swiadectwo wzorcowania pipety WieloKanatoWe].........ccooveueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenns 32
Swiadectwo wzorcowania pipety wielokanatowej - wyniki ....... Bfad! Nie zdefiniowano
. Pipeta ttokowa - etapy pobierania cieczy.................... Biad! Nie zdefiniowano zaktadki.
de tablas

Bfad! Nie zdefiniowano zaktadki.

Tabela 2. La profundidad de inmersidn de la punta de la pipeta depende del volumen nominal de

T oY o T=] - USSR 22
Tabela 3. Seleccidn de la balanza para el volumen ensayado de la pipeta de piston............ Btad! Nie
zdefiniowano zaktadki.

Tabela 4. Precision de la medicién de masa AP 12.1.5Y, dziatka elementarnad = 1ug......ccceeuueee. 26
Tabela 5. Niveles maximos de error permitidos para pipetas de tipo Ay D1 (monocanal).............. 37
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Tabela 6. Niveles maximos de error permitidos para pipetas de tipo Ay D1 (multicanal)............. 38

Tabela 7. Niveles maximos de error permitidos para pipetas D2.......ccccovevveveveveneenencenieneeienns
Btad! Nie zdefiniowano zaktadki.

Tabela 8. Factores de correccidn Z para agua destilada en funcion de la temperatura del
agua y la presion del aire - Se dan [os valores Z en [U/Mg......c.ceeeeeieeiroenniie s 40
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