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1 Aufgabenstellung

Das vorliegende Beispiel vermittelt eine Einfuhrung in die Methodik und Arbeitsweise
der quantitativen Analyse mittels HPLC. Die in einer ausgegebenen Probe
enthaltenen drei Lebensmittelfarbstoffe werden zuerst lber Retentionszeitvergleich
mit Standardldsungen identifiziert und anschlieend quantitativ bestimmt.

In der Probe sind folgende Farbstoffe enthalten:

Charakteristika:
o - Lebensmittelfarbstoffe
I - wasserldslich
S

E111 (Orange GGN)

Diese Substanzen zahlen zur Gruppe der Azofarbstoffe und sind sehr weit verbreitete
hydrophile Lebensmittelfarbstoffe.
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2 Beschreibung des chromatographischen Systems

Das verwendete HPLC-System besteht aus einer Gradientenpumpe mit den
entsprechenden Eluentenvorratsgefaf3en, einem Dosiersystem fir die Einbringung
der Probe in das Trennsystem, einer Trennsdule sowie einem variablen

Wellenlangendetektor.

Eluenten

[l Power

Detektor
Dosiersystem

M Power

(" Drain

Pumpe | | Trennsaule

Die Steuerung des HPLC-System erfolgt vom PC aus
Chromatographiesoftware EZChrom elite.
Details des chromatographischen Systems:

Eluent Kanal A: Mobile Phase (Zusammensetzung siehe unten)
Eluent Kanal B,C,D: Methanol

FlieBgeschwindigkeit: 1.0 mL/min

Dosierschleifenvolumen: 20 pL

Trennsaule: Spherisorb ODS (RP 18), 150 x 4 mm 1.D., 5 um Partikelgréf3e

Det.-Wellenlange: 250 nm

Zusammensetzung mobile Phase (Kanal A)
— 450 mL Methanol (HPLC grade)
— 100 mL Britton-Robinson-Puffer

mit

der

(3 ml ortho-Phosphorsaure + 3 ml Eisessig + 3 g Borsaure auf 1 L bidestilliertes Wasser)

— 50 mL 0.1 M Tetrabutylammoniumhydrogensulfat
— 400 mL bidestilliertes Wasser

— Mischung mit 2 M Natronlauge auf pH = 6.2 einstellen (mit Glaselektrode, die

zuvor kalibriert wurde)



3 Erste Schritte

3.1. Inbetriebnahme

Zuerst werden Monitor und Computer eingeschaltet. Falls erforderlich wird unter
,Praktikum*“ eingeloggt (kein Passwort erforderlich). Erst nach dem vollstandigen
Laden des Betriebssystems werden Pumpe und Detektor eingeschaltet. Keinesfalls
frher! Danach wird das Programm EZStart aufgerufen.

3.2. Erstellung eines persdnlichen Methodenfiles

Im Rahmen des Praktikums verwendet jede/r Studentin sein/ihr personliches
Methodenfile, welches im weiteren Verlauf mit individuellen Kalibrationsfaktoren
modifiziert wird. Unter File — Method — open 06ffnet sich ein Fenster zur Auswabhl
der Methode. Es wird die Methode ,,ACUE“ verwendet. Uber File — Method —
Save as... wird das File unter ,,ACUE-Name* abgespeichert (,Name“ = Eingabe des
eigenen Namens). Diese Methodenfile wird ab nun fur die Datenaufnahme und
Datenauswertung verwendet.

4 Vorbereitung des chromatographischen Trennsystem

4.1. Spulen der Pumpe

Zur Entfernung von Luftblasen aus den Eluentenleitungen wird das Drain-Ventil der
Pumpe (befindet sich vorne in der Mitte der Gradientenpumpe) durch eine halbe
Umdrehung nach links geéffnet. Uber Control — Instrument Status wird die Seite
»Pump® ausgewahilt.

£d System @ Pump I}/ L1 i
M ‘I[ Hitachi L-2130 Pump Status

r Manitor

r El Statuiz &: [Device is nat flawing AL

Pressure: |-1 bar  Flow Rate: IU,DEIU mL/mir Tur On I Turn OFf.. I
Eurge. I Mahual Set... I
T zaall000  zap f00  zac|od 240 [0.0

Pump & Maintenance... I

6
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g t;@

Auf dieser Seite wird die Schaltflache ,,Turn on“ angeklickt und kurze Zeit spater die
Schaltflache ,,Purge®.




Es o6ffnet sich daraufhin folgendes Fenster:

Purge: L-2130 Pump A x|

Solvent Selection
100%: I b - I —‘

Purge On... | F'urge[lffl Cloze

Nachfolgend wird Kanal A in ,,Solvent select” ausgewahlt, mit ,,Purge on“ aktiviert
und fur die Dauer von 0,5 — 1 min aktiv gehalten. Am Ende wird auf 100 % A gestellt.
Mit ,,Purge off“ und ,,close* wird der Vorgang beendet. Das Drain-Ventil wird durch
eine halbe Umdrehung nach rechts geschlossen.

4.2. Aquilibrieren der Trennsaule

Auf der Seite ,,Pump® wird die Funktion ,,Manual Set“ aktiviert und die Parameter
wie abgebildet eingestellt:

Druck 250 bar, FlieRgeschwindigkeit 1,0 mL/min, 100 % A.

(Hinweis: %A + %B + %C +%D = 100 %. A wird deshalb tber B,C und D
eingestellt.)

Manual Set: L-2130 Pump & x|
Mir Pressure: ID bar

Max Pressure: 2500 bar

Flows B ate: |1 000 ralArnir

za (1000 %B: |00 zC:fo0 | x=D: |00

k. I Cancel |

Nach Eingabe wird das Fenster mit ,,ok“ geschlossen.

Die Trennsaule wird 20 — 30 Minuten lang aquilibriert. Danach werden die Probe
bzw. die Einzelstandards dosiert. In der Zwischenzeit werden die Standardlésungen
hergestellt.



5 Herstellung der Standardlésungen

e Es werden Stammldésungen mit einer Konzentration von 1 mg/mL von jeder
Komponente verwendet. Diese Stammldsungen werden in der Regel vom
Assistenten zur Verfigung gestellt. Sollte dies nicht der Fall sein, missen sie
hergestellt werden, in dem die entsprechende Menge des jeweiligen Farbstoffes
auf der Analysenwaage eingewogen und in einem Messkolben bis zur
entsprechenden Marke mit destilliertem Wasser verdunnt wird.

e Es sind Einzelstandards der Konzentration 100 pg/mL herzustellen. Diese
werden fur die qualitative Analyse benétigt (Peakzuordnung).

e Verdinnungsreihe fur quantitative Analyse: Es werden finf Konzentrationen
mit allen drei Analyten (= Multikomponenten-Standards) in jeweils einem
Messkolben hergestellt.

Kalibrationsbereich: fur jede Komponente 5 — 100 pg/mL

...wobei folgende Konzentrationsstufen empfohlen werden:
5-10-25-50- 100 pg/mL

6 Analyse der Proben und Standardlésungen

6.1. Vorbereitung des Datensystems
Der folgende Vorgang gilt allgemein fir die Aufnahme von Chromatogrammen.

Uber Control — Single Run o6ffnet sich folgendes Fenster:

Single Run Acquisition |
— Bun information —1 Calibrate s
L Lark
Sample 1D: I Calibration level: I 1 |—I

™| Clear all calibration Cancel |
I | Clear calibration for [evel Help |

I | Erint calibration repart

b ethad: IE: YEZStarthProjectshDefaultiM ethod ACUE . met

Data path: IE:'\EZStart'\F'ru:uiects'\Default'\Data

> |y |wlx

Data file: Il

[T Clear replicates
Murmber of reps: I'I [ Print method report

™| werage replicates

—Amount values

Sample amaLnt:
[™ Baseline Check

Multiplication factors:

|

Internal standard armount; | 1
|
|

Beqin run
1 I diate| _| .
’] rarnediakely 0 Descriphion. .. |

In dem gedffneten Fenster wird unter ,Sample ID“ eine Beschreibung der Probe
abgelegt (zB Probe-Name, STD 1:100 usw.). Unter ,,Data File“ wird der Dateiname
eingegeben. Eine Verknipfung mit dem eigenen Namen erscheint im Rahmen des

—_
—
—_

—_

Diilution Factors:




Praktikums sinnvoll (z.B. Namel, Name2,... Name-STD1, Name-STDZ2...). Die
Funktionen ,,Print Method Report“ und ,,Calibrate sind deaktiviert.

Danach wird ,,Start“ angeklickt. Die Datenaufnahme startet hierbei allerdings noch
nicht, sondern erst nach Dosierung der Probe (siehe unten). Wenn am unteren Rand
des Fensters die Nachricht ,,Waiting for Trigger* erscheint, kann mit der Dosierung
der Probe bzw. Standards begonnen werden.

Der Schalthahn des Dosiersystems wird von der Stellung ,Inject* in die Stellung
,Load“ gedreht. Ein ziigiges Umschalten ist notwendig, da zwischen den beiden
Positionen keine Eluentenférderung moglich ist (fuhrt zu Druckanstieg was bei 250
bar zu einem automatischen Stopp der Pumpe fihrt).

6.2. Dosierung von Probe und Standard

Die ausgegebene Probe wird mindestens dreimal analysiert, die einzelnen
Standardlésungen mindestens einmal (beginnend mit den Einzelstandards).

Die Dosierspritze sollte nach jeder Dosierung mit einem Methanol-Wasser Gemisch
(Mischverhaltnis ca. 50:50) gespult werden und vor jeder Injektion mit der jeweils zu
injizierenden LAsung (um Verdinnungsfehler zu minimieren). Bei Standardlésungen
sollte Uberdies mit der Losung geringster Konzentration begonnen werden.

In die Dosierspritze werden ca. 80 — 100 pL Probe- oder Standardldsung aufgezogen
(ohne Luftblasen) und in das Dosiersystem eingefiihrt. Das gesamte Volumen wird
dosiert (ohne Luftblasen). Danach wird die Dosierspritze wieder herausgezogen
und der Schalthahn in die Position "Inject" gedreht (wiederum zligig).

Dadurch gelangt die Probeldsung auf die Trennsaule und die Datenaufnahme wird
gleichzeitig automatisch gestartet.




7 Datenauswertung

Die Datenaufnahme erfolgt mit dem Programm EZStart, die Erstellung der
Eichfunktionen und Auswertung der Chromatogramme wird mit dem Programm
EZStart offline durchgefuhrt.

Nach dem Aufruf des Programms EZStart offline wird das zuvor erstellte
personliche Methodenfile Gber File — Method — open geladen.

7.1. Kalibrierung des chromatographischen Systems und quantitative
Analyse

Bevor eine quantitative Auswertung der Probe durchgefuhrt werden kann, muss die
Kalibrationsfunktion fur jede zu bestimmende Substanz erstellt werden. Dazu wird
zuerst Uber Method — Peaks/Groups die Peaktabelle fir die Methode getffnet.

Mamed Peaks l G[Dupgi
Marme 1D Fiet. Time Windaw Urits Buantitate Fit Type Calib Flag Lewvel 1 Lewvel 2

= - [ -

Auf der Seite ,Named Peaks“ werden fiur jede zu bestimmende Substanz folgende
Parameter eingegeben:

Name: Name der Verbindung

Auf Basis der Einzelstandard-Injektionen kdnnen die einzelnen Peaks zugeordnet
werden.

Ret. Time: Retentionszeit der jeweiligen Verbindung (im Peakmaximum).

Window: Hier wird das maximale Ausmalfi von Retentionszeitschwankungen
angegeben (10% voreingestellt). Die Peaks der Analyten missen innerhalb dieses
Retentionszeitfensters liegen, um richtig erkannt zu werden. Das
Retentionszeitfenster wird von der eingegeben Retentionszeit automatisch berechnet
(durch Anklicken des Eingabefensters).

Units: Konzentrationseinheiten der Eichstandardlésungen (meist pg/mL bzw.
mg/L).

Quantitate: Quantifizierung erfolgt durch Auswertung des Peakflachenintegrals (—
Area) oder der Peakhdhe (— Height)

Fit Type: In vorliegendem Beispiel sind lineare Kalibrationsfunktionen zu erwarten.

Calib Flag: Bei Replace werden bei einer Neuauswertung der
Standardchromatogramme die neuen Kalibrationsfaktoren ibernommen.

Bei Average erfolgt eine Mittelung der Kalibrationsfaktoren.

Bei Vorliegen von mehreren Standardchromatogrammen gleicher Konzentrationen
sollte Average gewahlt werden, sonst Replace.

Level 1...10: Hier sind die Konzentrationen der einzelnen Standardlésungen
einzusetzen (bezogen auf die Dimension in der Spalte Units).




Anschlieend werden die Kalibrationsfaktoren berechnet. Dazu werden
nacheinander Gber  Analysis — Analysis/Singel Level Calibration die
Standardchromatogramme aufgerufen.

Es erscheint folgendes Fenster:

Analysis / single Level Calibration 5[

— Analyziz information —v Calibrate | - I
Sample |0: IMi:-: 258 masL tart

Calibration lewvel: I 3 C |
Method: | CAEZStartProjects\D sfaultMethod ACLIE. met ance |
[ Clear all calibration Help |

[ Clear calibration for level

[rata path: |E:'\EZStart"~PrDiect3\D efaultuDiata

% [®|%

[Ciata file: Aichi ix2h.dat
SIS I ICRINGQET_Mmix A [ Frint calibration repaort

[ Frint method report I Clear replicates

—&mount values [ Awverage replicates
Sample amount:

Internal standard amount:

tultiplication factars:

Diilution Factors:

Unter ,Data file* wird der Filename des Standardchromatogramms eingegeben.
Die Funktion ,Calibrate” wird aktiviert und unter ,Calibration level“ wird die
Zuordnung des Files zu den Konzentrationsangaben in der Peaktabelle (Level
1....10) hergestellt. Alle anderen Funktionen bleiben deaktiviert. Durch Anklicken von
»otart® wird der Auswertevorgang gestartet. Dieser Vorgang wird fur alle
Standardkonzentrationen durchgefthrt.

Nach Auswertung des letzten Standardchromatogramms wird unter Method —
Review — Calibration eine graphische Darstellung der Eichfunktion aufgerufen.

Es erscheint folgendes Fenster:

[ Review Peak Calibration - U¥ i ] 4|
Level Amount Area RF Last Area R esidual Fep StD
1 5 1029590 3888205655338-008 0,44081 E#ﬁet Tellow
2 10 1913531 534034 3731 77e-006 0602756
3 15 30802955966345755845-006 0.000139645
4 20 4155346] 30769375161 Be-006 -0.162085
5 1 M/A
o | >
20 Esternal Standard Curve =

&werage AF: 4.87439e-006
RF StDew: 263871007
RF %ZRSD: 5.41342

Scaling Mone

il L50 weighting: Mone
Force Through Zero: Off
Fieplicate Mode: Replace

Amount { min )

Linear Fit ax+b

a = 4,801 84e-006
T T T T T T T T b= 0208772 =
1 1000000 F000000 3000000 4000000 Goodress of fit (12 0,995329

Area ﬂ
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Die Kalibrationsfunktionen der einzelnen Substanzen werden auf ihre Linearitat und
Korrelation Uberprift (Auswahl im oberen rechten Feld des Fensters). Fiur jede zu
bestimmende Substanz wird danach folgender Vorgang durchlaufen:

Durch Anklicken von einem der rechten weilRen Felder mit der rechten Maustaste
offnet sich folgendes Kontextmenu:

View Fit Tvpe
Zhange Fit Type
Scaling

L5 Weighting
Force Through Zero

b . .

Wigw Mode ]
Replicate Wiew Mode
Response Factor Definition #

-

Print Current Peak | Group
Print All Peaks | Groups

Concentration Calculakor, ..

Full Unzoom

Durch Anklicken von ,Print All Peaks/ Groups® werden die Eichfunktionen sowie alle
Eichdaten und statistischen Berechnungen ausgedruckt.

7.2. Auswertung der Probenchromatogramme

Uber File — Data — open wird das gewiinschte Datenfile geoffnet. Eine
Peakerkennung bzw. Peakauswertung wird Gber Analysis — Analyze initiiert. Im
Chromatogramm-Fenster wird daraufhin das Chromatogramm mit der berechneten
Basislinie bzw. den Markern fur Peakanfang und Peakende dargestellt.

Eine Vorschau der Auswertung ist Uber ,Reports — View — External Standard*
moglich. Uber Reports — Print — External Standard wird der quantitative
Analysenreport ausgedruckt.

Es ist aber auch hier ist die korrekte Peakerkennung bzw. Peakintegration zu
uberprifen ! Bei nicht korrekten Integrationsgrenzen kann manuell integriert werden.

Manuelle Integration:

Aus der Taskleiste am unteren Bildschirmrand wird Manual Baseline ( R )
angeklickt.

Der Cursor wird an den Peakanfang positioniert und die linke Maustaste wird
gedriickt. Danach wird der Cursor an das Peakende positioniert und wiederum wird
die linke Maustaste gedrickt. Im darauf erscheinenden Fenster wird die Schalflache
»Analyze now* angeklickt. Nach dieser Neuauswertung kann der Analysenreport
Uber Reports — Print — External Standard ausgedruckt werden.

Aus den Analysenergebnissen konnen nun Mittelwert, Standardabweichung und
Vertrauensbereich berechnet werden.

11



8 Beendigung der Arbeit

8.1. Spulen der Trennsaule

Am Ende der praktischen Arbeiten des jeweiligen Arbeitstages wird die Trennsaule
gereinigt. Dazu wird Gber Control — Instrument Status auf der Seite ,,Pump*
Uber ,,Manual Set“ der Eluent auf 100 % B (Methanol) gestellt (FlieRgeschwindigkeit
1.0 mL/min). Die Trennsaule wird unter diesen Bedingungen 15 min gespuilt.

Danach wird die Pumpe gestoppt (— Turn off).

8.2. Ausschalten der Geréate

Nach Beendigung aller Arbeiten wird der Computer heruntergefahren und Pumpe,
Detektor sowie Monitor werden ausgeschaltet.
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9 Protokoll

Im Protokoll, welches handschriftlich anzufertigen ist, missen folgende Punkte
enthalten sein:

Aufgabenstellung
Versuchsaufbau und -durchfiihrung

Beschreibung des chromatographischen Systems (Trennprinzip,
chromatographische Parameter wie Eluent, Trennsaule, Detektion etc.).

Herstellung und Konzentrationsangaben der Standardldsungen

Graphische Darstellung der Kalibrationsfunktion inklusive Geradengleichung
und Korrelationkoeffizienten (Bestimmtheitsmall) (EZ Chrom Ausdruck oder
Excel-Diagramm)

Tabellarische Darstellung der einzelnen Analysenresultate (Standard, Probe,
Flache oder Ho6he) und Statistik (Mittelwert, Standardabweichung und
Vertrauensintervall der berechneten Konzentrationen)

Exemplarisch wird ein Chromatogramm der ausgegebenen Probe eingeklebt
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ANHANG

Trennprinzip
lonenpaarchromatographie

Reversed-phase Trennsystem (C,g)

R
Kieselgel \ _
5 um, 100 A O—/S'
! //

q KD stat. Phase
/ K!P | mob. Phase
R-SO5 + N(nBu),* — [R-SO,N(nBu),*]°
Analyt lonenpaar-Reagens lonenpaar

= lonenpaare sind lipophiler als freie Analyte und kénnen daher auf
der C,; stat. Phase retardiert & getrennt werden!!

Optimierungsparameter

+ Konzentration und Typ des lonenpaar-Reagens
(zB Tetrabutylammoniumhydrogensulfat)
* Prozent und Typ des organischen Modifier (zB Methanol)
. pH
* lonenstarke
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Standardform der Angabe von Analysenresultaten

t@,f 3 - _ .-
XiL ¢.s,P_ Ppimension_

Jn

Mittelwert X + Vertrauensbereich VB

n....... Zahl der Messwerte
Xiverenen MeRwert
0 X
X arithmetisches Mittel der MelRwerte X=> -
N
Seeunn. Standardabweichung

fo...... Zahl der Freiheitsgrade = n-1

P....... statistische Sicherheit (laut Konvention meist P = 0,95)

t(P,f)....... Student Faktor, fur zweiseitige Fragestellung, mit statistischer Sicherheit P

und f Freiheitsgrade

Kommentar

1. Die Angabe eines Analysenresultates ist ohne die Angabe seines

Unsicherheitsbereichs unvollstdndig, da die Qualitdt des Analysenresultats
nicht ersichtlich ist. Es mussen daher mindestens noch n und s angefihrt
werden.

. Der Unsicherheitsbereich wird — in Abwesenheit systematischer Fehler —
durch den Vertrauensbereich beschrieben. Dieser gibt das Intervall an,
innerhalb dessen sich der wahre Wert mit einer bestimmten
Wahrscheinlichkeit befindet. Je grol3er der Vertrauensbereich, desto grof3er ist
das Ausmali der Unsicherheit.

. Auch die Formel fur den Vertrauensbereich zeigt, dass ein Einzelwert zu
wenig ist: er kann ein Ausreil3er sei. Sie zeigt aber auch, dass es nicht viel
bringt, aus einer Probe mehr als 4-5 Parallelbestimmungen zu machen, da der

Vertrauensbereich nur mit 1/+/n und daher nur mehr langsam kleiner wird.

. Die Zahl der unsicheren Stellen, die in experimentellen Melresultaten
angegeben wird, ist meist limitiert auf eine Stelle oder, wenn die
experimentelle Unsicherheit sehr klein ist, auf zwei unsichere Stellen. Die
Position der unsicheren Stellen im Analysenergebnis wird durch die
Standardabweichung bestimmt. Die erste unsichere Stelle ist jene, bei der die

15



erste Zahl ungleich Null ist. Prinzipiell
Stellen im Analysenergebnis angegeben werden.

Tabelle: Beispiele fur richtige und unrichtige Angaben des Analysenresultats (X * s)

Richtig Akzeptabel bei hoher Falsch
Genauigkeit

24,2+0,3 24,23 + 0,36 24,236 + 0,362

48+0,1 4,83+0,19 4,836 +0,19

sollten nie mehr als zwei unsichere

16



Statistische Tabellen

Zweiseitige Student t-Verteilung

f P=95% P=99%
1 12,706 63,657
2 4,303 9,925
3 3,182 5,841
4 2,776 4,604
5 2,571 4,032
6 2,447 3,707
7 2,365 3,499
8 2,306 3,355
9 2,262 3,250
10 2,228 3,169
11 2,201 3,106
12 2,179 3,055
13 2,160 3,016
14 2,145 2,977
15 2,131 2,947
16 2,120 2,921
17 2,110 2,898
18 2,101 2,878
19 2,093 2,861
20 2,086 2,845
25 2,060 2,787
30 2,042 2,750

8

1,960 2,576




Pipettieranleitunq

In Abhé&ngigkeit von der zu pipettierenden Losung sind 2 Arten von Pipettiertechniken
maoglich.

1) Vorwarts pipettieren fiir wassrige Losungen, Puffer, verdiinnte Salzlosungen,
verdiinnte Sauren und Laugen

Vorwirts-Pipettieren

1. Knopf bis zum ersten 2. Knopf langsam 3. Flussigkeit abgeben
Anschlag betatigen, Spitze loslassen, Spitze durch Drocken bis zum
wenige Millimeter eintauchen fallt sich ersten Anschlag, danach

durch Driicken bis zum
Zweiten Anschlag alle
Flissigkeit ausblasen

2) Reverses pipettieren fiir viskose Losungen, Losungen mit hohem Dampfdruck und
stark benetzende Losungsmittel

Reverses Pipettieren

1. Knopf bis zum zweiten 2. Knopf langsam 3. Flhssigkeit abgeben
Anschlag betatigen, Spitze loslassen, Spitze durch Dricken des
wenige Millimeter sintauchen fallt sich Knopfes bis zum ersten

Anschlag, es verbleibt
Flissigkeit in der Spitze!
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Unabhéngig von der jeweiligen Dosiertechnik sollten wéhrend des Pipettierens folgende
Punkte beachtet werden:

Bei Luftpolsterpipetten sollte die Pipettenspitze so gewahlt werden, dass das Luftpolster
zwischen dem Pipettierkolben und der Flissigkeitsoberflache moglichst klein ist. Die
Pipettenspitze sollte dem Dosiervolumen angepasst sein. Je kleiner die Spitze ist, desto
kleiner ist das Luftvolumen und desto hoher ist die Richtigkeit der Ergebnisse.

Zum Ansaugen der Flissigkeit sollte die Spitze nur wenige Millimeter in das Medium
eintauchen.

Volumen Optimale Eintauchtiefe
(W] [(mm]
0,1-1 1
1-100 2-3
101 -1000 2-4
1001 -10000 3-6

Das zwei- bis dreimalige vorbenetzen (Fillen und Entleeren) der Spitze verbessert die
Richtigkeit und Prazision der Ergebnisse. Bei Volumen bis 20 pl sollte die Pipettenspitze
unbedingt vorbenetzt werden.

Die Flussigkeitsaufnahme sollte langsam und gleichmaRBig erfolgen.

Eine Wartezeit von 1 bis 3 s fiir das Aufsteigen der Flissigkeit in die Spitze sollte
bericksichtigt werden.

Die gefiillte Spitze sollte an der GefaBwand abgestreift werden, um FlUssigkeitsreste an der
Aullenflache der Spitze zu vermeiden.

Die Pipette sollte wahrend des Ansaugens senkrecht gehalten werden. Mit zunehmendem
Neigungswinkel der Pipette beim Aufziehen der Flissigkeit sinkt der hydrostatische Druck in
der Spitze und es wird ein groReres Volumen angesaugt.

Tabelle: EinfluR der Eintauchtiefe und des Haltewinkels einer 100 uL Pipette wahrend der

Flussigkeitsaufnahme

Position der Pipette

Systematische
MeRabweichung

Pipette vertikal

) i 0,2-0,4%
Eintauchtiefe ca. 1 cm
P!pette vgrtlkal 0,6-0,8%
Eintauchtiefe ca. 3 cm
Haltewinkel 30 bis 40 10-12%

Eintauchtiefe ca. 2 bis 4 cm
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