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Nationales Vorwort

Der Text von IS0 23783-2:2022 wurde vom Technischen Komitee ISO/TC48 ,Laboratory equipment” der
Internationalen Organisation fiir Normung (ISO) erarbeitet und vom Technischen Komitee CEN/TC 332
»Laborausriistungen” als prENISO 23783-2:2023 libernommen, dessen Sekretariat von DIN (Deutschland)
gehalten wird.

Das zustdndige nationale Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA 055-01-08 AA ,Volumenmessge-
riate” im DIN-Normenausschuss Laborgerate und Laboreinrichtungen (FNLa).

Um Zweifelsfille in der Ubersetzung auszuschlieflen, ist die englische Originalfassung beigefiigt. Die Nutzungs-
bedingungen fiir den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermafden auch fiir den englischen Text.

Fiir die in diesem Dokument zitierten Dokumente wird im Folgenden auf die entsprechenden deutschen Doku-
mente hingewiesen:

ISO 648 siehe DIN EN ISO 648

[SO 1042 siehe DIN ENISO 1042

ISO 3696 siehe DINISO 3696

ISO 4787 siehe DIN ENISO 4787

IS0 8655-6 siehe DIN ENISO 8655-6
IS09000 siehe DIN ENISO 9000
[IS09001 siehe DINENISO9001

[SO 23783-1 siehe EDIN ENISO 23783-1
IS0 23783-3 siehe EDIN ENISO 23783-3

Aktuelle Informationen zu diesem Dokument konnen iiber die Internetseiten von DIN (www.din.de) durch eine
Suche nach der Dokumentennummer aufgerufen werden.
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Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN EN ISO 648, Laborgerdite aus Glas — Vollpipetten
DIN EN ISO 1042, Laborgerdite aus Glas — Messkolben
DIN EN ISO 4787, Laborgerdte aus Glas und Kunststoff — Volumenmessgerdte — Priifverfahren und Anwendung

DIN EN ISO 8655-6, Volumenmessgerdte mit Hubkolben — Teil 6: Gravimetrisches Referenzpriifverfahren zur
Bestimmung des Volumens

DIN EN ISO 9000, Qualitdtsmanagementsysteme — Grundlagen und Begriffe
DIN EN ISO 9001, Qualitatsmanagementsysteme — Anforderungen
DIN ISO 3696, Wasser fiir analytische Zwecke — Anforderungen und Priifungen

E DIN EN ISO 23783-1, Automatisierte Fliissigkeitsdosiersysteme — Teil 1: Terminologie und allgemeine
Anforderungen

E DIN EN ISO 23783-3, Automatisierte Fliissigkeitsdosiersysteme — Teil 3: Bestimmung, Spezifikation und
Protokollierung der volumetrischen Leistung
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Europaisches Vorwort

Der Text von ISO 23783-2:2022 wurde vom Technischen Komitee ISO/TC48 ,Laboratory equipment“ der Inter-
nationalen Organisation fiir Normung (ISO) erarbeitet und vom Technischen Komitee CEN/TC332 ,Laboraus-
ristungen” als prEN [SO 23783-2:2023 iibernommen, dessen Sekretariat von DIN gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur CEN-Umfrage vorgelegt.

Anerkennungsnotiz

Der Text von 1SO 23783-2:2022 wurde von CEN als prENISO 23783-2:2023 ohne irgendeine Abdnderung
genehmigt.

Documents
Document Sharing Hub

Full document details: E DIN EN ISO 23783-2:2023-07


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-23783-2-2023-07
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-23783-2-2023-07

- Entwurf -

E DIN EN ISO 23783-2:2023-07
prEN ISO 23783-2:2023 (D)

Vorwort

ISO (die Internationale Organisation fiir Normung) ist eine weltweite Vereinigung nationaler Normungsinsti-
tute (ISO-Mitgliedsorganisationen). Die Erstellung von Internationalen Normen wird iiblicherweise von Tech-
nischen Komitees von ISO durchgefiihrt. Jede Mitgliedsorganisation, die Interesse an einem Thema hat, fiir
welches ein Technisches Komitee gegriindet wurde, hat das Recht, in diesem Komitee vertreten zu sein. Inter-
nationale staatliche und nichtstaatliche Organisationen, die in engem Kontakt mit ISO stehen, nehmen eben-
falls an der Arbeit teil. ISO arbeitet bei allen elektrotechnischen Normungsthemen eng mit der Internationalen
Elektrotechnischen Kommission (IEC) zusammen.

Die Verfahren, die bei der Entwicklung dieses Dokuments angewendet wurden und die fiir die weitere Pflege
vorgesehen sind, werden in den ISO/IEC-Directives, Teil 1 beschrieben. Es sollten insbesondere die unter-
schiedlichen AnnahmekKriterien fiir die verschiedenen ISO-Dokumentenarten beachtet werden. Dieses Doku-
ment wurde in Ubereinstimmung mit den Gestaltungsregeln der ISO/IEC-Directives, Teil 2 erarbeitet (siehe
www.iso.org/directives).

Es wird auf die Moglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren kon-
nen. ISO ist nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen Patentrechte zu identifizieren. Details
zu allen wahrend der Entwicklung des Dokuments identifizierten Patentrechten finden sich in der Einleitung
und/oder in der ISO-Liste der erhaltenen Patenterklarungen (siehe www.iso.org/patents).

Jeder in diesem Dokument verwendete Handelsname dient nur zur Unterrichtung der Anwender und bedeutet
keine Anerkennung.

Fiir eine Erlduterung des freiwilligen Charakters von Normen, der Bedeutung [SO-spezifischer Begriffe und
Ausdriicke in Bezug auf Konformitatsbewertungen sowie Informationen dariiber, wie ISO die Grundséatze der
Welthandelsorganisation (WTO, en: World Trade Organization) hinsichtlich technischer Handelshemmnisse
(TBT, en: Technical Barriers to Trade) berticksichtigt, sieche www.iso.org/iso/foreword.html.

Dieses Dokument wurde vom Technischen Komitee [SO/TC 48, Laboratory equipment, erarbeitet.

Diese erste Ausgabe von ISO 23783-2, zusammen mit ISO 23783-1 und ISO 23783-3, ersetzt IWA 15:2015.
Eine Auflistung aller Teile der Normenreihe ISO 23783 ist auf der ISO-Internetseite abrufbar.

Riickmeldungen oder Fragen zu diesem Dokument sollten an das jeweilige nationale Normungsinstitut des

Anwenders gerichtet werden. Eine vollstindige Auflistung dieser Institute ist unter www.iso.org/members.
html zu finden.
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Einleitung

Die Globalisierung des Laborbetriebs erfordert standardisierte Praktiken fiir den Betrieb von automatisierten
Fluissigkeitsdosiersystemen (ALHS, en: automated liquid handling systems), die Kommunikation von Priifpro-
tokollen sowie die Analyse und Dokumentation von Leistungskenngrofden. IWA 15:2015 wurde entwickelt, um
standardisierte Terminologie, Priifprotokolle und Analyseverfahren fiir die Dokumentation von Priifergebnis-
sen bereitzustellen. Die fiir die IWA 15 entwickelten und darin beschriebenen Begriffe bilden die Grundlage
fiir die Normenreihe ISO 23783.

Dieses Dokument befasst sich insbesondere mit den Anforderungen von:

— Nutzern von ALHS als Grundlage fiir Kalibrierung, Verifizierung, Validierung, Optimierung und Routine-
prufungen der Richtigkeit und Prazision;

— Herstellern von ALHS als Grundlage fiir die Qualitatskontrolle, die Mitteilung von Abnahmepriifungs-
spezifikationen und -bedingungen und die Ausstellung von Herstellererklarungen (sofern zutreffend);

— Priifstellen und anderen Einrichtungen als Grundlage fiir die Zertifizierung, Kalibrierung und Priifung.

Die in diesem Dokument festgelegten Priifungen sollten von geschultem Personal durchgefiihrt werden.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument spezifiziert Verfahren zur Bestimmung der volumetrischen Leistung von automatisierten
Flissigkeitsdosiersystemen (ALHS), einschliefdlich Riickverfolgbarkeit und Abschdtzung der Messunsicherheit
von Messergebnissen.

Dieses Dokument gilt flir alle ALHS mit vollstdndigen, installierten Fliissigkeitsdosiersystemen, einschliefilich
Spitzen und anderer wesentlicher Teile, die fiir die Dosierung eines bestimmten Volumens bendtigt werden
und die Flissigkeitsdosier-Aufgaben ohne menschliches Zutun in Laborgerdten durchfiihren.

ANMERKUNG  Zur Terminologie und den allgemeinen Anforderungen an automatisierte Fliissigkeitsdosiersysteme

siehe ISO 23783-1. Die Bestimmung, Spezifikation und Dokumentation der volumetrischen Leistung von automatisierten
Flissigkeitsdosiersystemen wird in ISO 23783-3 beschrieben.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente werden im Text in solcher Weise in Bezug genommen, dass einige Teile davon oder
ihr gesamter Inhalt Anforderungen des vorliegenden Dokuments darstellen. Bei datierten Verweisungen gilt
nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Ausgabe des in Bezug
genommenen Dokuments (einschliefilich aller Anderungen).

ISO 3696, Water for analytical laboratory use — Specification and test methods

[SO 8655-6, Piston-operated volumetric apparatus — Part 6: Gravimetric reference measurement procedure for
the determination of volume

[SO 23783-1, Automated liquid handling systems — Part 1: Terminology and general requirements

[SO 23783-3, Automated liquid handling systems — Part 3: Determination, specification, and reporting of
volumetric performance

3 Begriffe
Fiir die Anwendung dieses Dokuments gelten die Begriffe nach ISO 23783-1.

ISO und IEC stellen terminologische Datenbanken fiir die Verwendung in der Normung unter den folgenden
Adressen bereit:

— ISO Online Browsing Platform: verfiigbar unter https://www.iso.org/obp

— IEC Electropedia: verfiigbar unter https://www.electropedia.org/

4 Abkiirzungen

Fiir die Anwendung dieses Dokuments gelten die Abkiirzungen nach ISO 23783-1.

5 Messverfahren

5.1 Uberblick iiber geeignete Verfahren zur Messung der ALHS-Leistung

Bei der Auswahl eines Priifverfahrens fiir ein ALHS ist dessen Eignung fiir die jeweilige Priifsituation zu bewer-
ten. Bei dieser Bewertung miissen die Anforderungen an die systematische und zufallige Messabweichung des

ALHS, auf das das Priifverfahren angewendet wird, beriicksichtigt werden. Das gewahlte Priifverfahren muss
geeignet sein, um zu beurteilen, ob die Leistung des ALHS fiir den vorgesehenen Zweck geeignet ist.
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ANMERKUNG1 Die Gebrauchstauglichkeit ist ein grundlegender Begriff und steht in engem Zusammenhang mit dem
Prozess der metrologischen Bestatigung, wie er in ISO 9000 und ISO 9001 beschrieben ist.

Das Priifverfahren muss eine ausreichend kleine Messsystemunsicherheit (MSU) fiir die spezifische Priifsitua-
tion aufweisen. Die MSU sollte nach einem geeigneten Ansatz bestimmt werden (siehe 8.2 fiir weitere Einzel-
heiten).

ANMERKUNG2  Der Messmodellansatz zur Schiatzung der MSU ist in ISO/IEC Guide 98-3 und der Messsystemansatz
in EURACHEM/CITAG Guide CG 4 [4] beschrieben.

Tabelle 1 soll einen Uberblick iiber Verfahren geben, die zur Bestimmung der volumetrischen Leistung von
ALHS geeignet sind. Sie enthdlt Querverweise zwischen den Verfahrenszusammenfassungen von 5.2 bis 5.5
und den entsprechenden Verfahren in Anhang B bis AnhangI. Ferner werden die Volumenbereiche, Platten-
und Flissigkeitstypen beschrieben, die fiir die Priifung der ALHS-Leistung mit einem bestimmten Verfahren
verwendet werden konnen. Aufierdem werden typische systematische und zuféllige Messabweichungen auf-
gefiihrt, die erreicht werden kénnen, wenn ein Priifverfahren genau wie im jeweiligen Anhang beschrieben
durchgefiihrt wird. Die Eignung eines Verfahrens fiir eine bestimmte Priifsituation darf auch durch die erfor-
derliche Ausriistung oder die Umgebungsbedingungen, unter denen es durchgefiihrt werden muss, bestimmt
werden.

In Tabelle 1 sind nur die wichtigsten Priifgerite aufgefiihrt, wihrend fiir jedes Verfahren Priifgerite zur Uber-
wachung der Fliissigkeits- und Lufttemperatur, der relativen Luftfeuchte und des Luftdrucks erforderlich sind,
wie in den entsprechenden Anhdngen angegeben.
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5 Tabelle 1 — Priifverfahren fiir ALHS S g
m P
Verwei- Typische sys- | Typische Z :
sungauf | yerfapren | FIUSSIE | plagrentyp | Volumen- tematische zufallige Umgebungs- Priifgerit 8z
das Kkeitstyp bereich Messab- Messab- bedingungen® N R
. a . a %)
Verfahren weichung weichung c\ala o
Vertiefungen ul % % a ,_N,‘,
N
Photometrische Verfahren N %
N
5.2.1 Rgti(;lme- wéissricg, 96 0,1 bis 350,0 | 2,0 bis 3,0 0,15 bis 0,25 | Temperatur: Mikroplatten-Absorptions- S N
AnhangB | tTisch- DMSO™ 384 001bis550 |25bis55 | 035bis0,55 | wassrig: 15°C lesegerat, das die Absorption bei 2
PhOtﬁme' bis 30 °C; 520 nm und 730 nm messen kann; (<] 5
:gigalfrsen mit DMSOC: 19°C mafilich gekennzeichnete = &
swei Chromo- bis 30 °C; Mikroplatten mit 96 bzw. g
phoren RH: 20 % bis 90 % 384 Vertiefungen mit optisch
' klarem Boden;
Kalibrierplatte fiir das
Plattenlesegerat;
Mikroplattenschiittler;
Waage;
Spektrophotometer, das die
Absorption bei 520 nm und 730 nm
messen kann;
pH-Messgerat;
Messkolben.
5.2.2 Ehotﬁme- wassrig | 96 1,0 bis 100,0 | 3 1,5 ggn;%eorgtur: 15°C Mikroplatten-Absorptions-
Anhang C risches - 384 0.25bis20.0 |3 15 1S ; lesegerit, das die Absorption bei
Verfahren mit ' ’ ’ RHY: 40 % bis 70 % 492 nm und 620 nm messen kann;
einem . .
Chromophor Mikroplatten mit 96 bzw.
384 Vertiefungen mit optisch
klarem Boden;
Waage;
Magnetrithrwerk;
Mikroplattenschiittler;
pH-Messgerat;
handbetétigte Pipetten;
Messkolben.
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Tabelle 1 ( fortgesetzt)

Verwei-
sung auf
das
Verfahren

Verfahren

Fliissig-
keitstyp

Plattentyp

Vertiefungen

Volumen-
bereich

ul

Typische sys-
tematische
Messab-
weichung?

%

Typische

zufallige

Messab-
weichung?

%

Umgebungs-
bedingungen®

Priifgerat

523
Anhang H

Fluoreszenz-
verfahren

wassrig,
DMSO¢

384

0,001
bis 0,015

<8

<8

1536

0,001
bis 0,015

<8

<8

Temperatur: 17 °C
bis 27 °C;

RHY: nicht-
kondensierend

Mikroplatten-Fluoreszenz-
Messgerat mit einer Anregungs-
wellenldnge von 494 nm und einer
Emissionsanalyse bei 521 nm;

Fluoreszenz-Mikroplatten mit 384
bzw. 1 536 Vertiefungen;

Waage;

Fliissigkeitsdosierer oder
Mehrkanalpipette;

Mikroplattenschiittler;
pH-Messgerat;
handbetatigte Pipetten;
Messkolben.

Gravimetrische Verfahren

53.1
AnhangD

Einzelkanal-
Analyse

alle

keine
Angabe

0,5 bis <20

20 bis <200

200 bis 1 000

Temperatur: 17 °C
bis 30 °C;
RHY: 45 % bis 80 %

Waage;

Dichtemessgerét;
antielektrostatische Ausriistung;
Anti-Vibrationstisch;

Temperatur- und
Luftfeuchteregelung fiir die
Umgebung;

Windschutz oder windstille
Umgebung fiir Gleichgewicht.
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S Tabelle 1 ( fortgesetzt) T ™

o 2

Verwei- Typische sys- | Typische Z :

sungauf | yerfapren | FIUSSIE | plagrentyp | Volumen- tematische zufallige Umgebungs- Priifgerit 8z

das keitstyp bereich Messab- Messab- bedingungen® N3

Verfahren weichung? weichung? c\ala 3

Vertiefungen ul % % a ﬁ

N

5.3.2 Regressions- alle keine <0,015 20 bis 50 <10 Temperatur: 17 °C Waage; N a
1 Angab bis 27 °C; ' A

Anhang E analyse ngabe 0,015 2 bis5 2,5bis5 Rllid' 45 9 bis 800 Dichtemessgerat, mit dem es S N

bis < 0,050 +45 % bis 80 % méglich ist, auf 6 Dezimalstellen w

0,050 bis 1 0,5 bis 2 <0,5 barometrischer abzulesen; E N

Druck: 600 hPa antielektrostatische Ausriistung; =@

bis 1 100 hPa 3

Anti-Vibrationstisch;

Temperatur- und
Luftfeuchteregelung fiir die
Umgebung;

Windschutz oder windstille
Umgebung fiir Gleichgewicht.

Photometrisch-gravimetrisches Hybridverfahren
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Tabelle 1 ( fortgesetzt)

[y
%) |

Full document details: E DIN EN ISO 23783-2:2023-07

Verwei- Typische sys- Typische
sung auf Verfahren Fliissig- Plattentyp Volumen- tematische zufallige Umgebungs- Priifgerit
das Keitstyp bereich Messab- Messab- bedingungen®
Verfahren weichung? weichung?
Vertiefungen pl % %
5.4 Tartrazin als wassrig | 96 1,0 bis300,0 | 0,2 bis0,8 0,5 bis 1,0 Temperatur: Waage;
Anhane F Chromophor
nhang Absorptionslesegerit fiir
Mikroplatten, das die Absorption
bei folgenden Wellenldangen
messen kann, je nach verwendetem
Chromophor:
384 1,0 bis 20,0 0,4 bis 1,0 0,9 bis 1,5 17 °C bis 30 °C; 4-Nitrophenol: 405 nm und
620 nm,
4-Nitrophenol | wdssrig | 96 10 bis 1 000 <1bis5 1 bis 2 Temperatur- Tartrazin: 450 nm und 620 nm,
als 5 bis 250 stabilitat:
Chromophor <+0,5°C
96, 384 1 bis 60 <1bis5 1 bis 2 RHY: 45 % bis 80 % Orange G: 492 nm und 620 nm
0,5 bis 25 RHY-Stabilitat:
<+10%
384,1536 0,1 bis 8 <2 bis 10 2 bis5 Mikroplattenschiittler;
Mikroplatten mit 96 bzw.
384 Vertiefungen mit optisch
klarem Boden;
handbetatigte Pipetten; g
Zentrifugenrohrchen 1,5 ml; E >
1
Anti-Vibrationstisch; 2z %
Orange Gals | wassrig | 96 1 bis 100 <1bis5 1,5 Temperatur- und 8 g
Chromophor Luftfeuchteregelung fiir die N o
Umgebung; 3 C:]’
. . [ee]
384 1 bis 50 <1bis5 15 Windschutz oder windstille w %
Umgebung fiir Gleichgewicht. N
D
MafRverfahren S S
w N
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o Tabelle 1 ( fortgesetzt) s ™
o 2
Verwei- Typische sys- | Typische Z :
. - - . - - m
sungauf | yerfanren | FIUSSI8 | plapentyp | Volumen- tematische zufallige Umgebungs b Priifgerit oz
das keitstyp bereich Messab- Messab- bedingungen N
Verfahren weichung? weichung? c\ala 3
Vertiefungen ul % % a ,_N,‘,
N
5.5.1 Optische alle keine fre__i fliegende | <5 <2 Temperaltur: Stroboskopkamera oder : a
Anhang G Bildanalyse Angabe Tropfchen, (20+3)°Coder Hochgeschwindigkeitskamera; S5
von V<0,5ul (27+3)°C . N e
Tropfchen d ] Software zur automatischen Wi
RH: 50 % bis 80 % Bilderkennung. E S
5.5.2 Optische alle keine 0,1 bis 1,0 <10 <7 Tgmperatur: 15°C Flachbettscanner; et g
AnhangI Bildanalyse Angabe >10 <5 <4 bis 35°C Bildanalvse-Sof N
von bis1 000 RH: 15 % bis 90 % idanalyse-Software;
Kapillaren spezialisierte Platten mit

Kapillaren.

Dimethylsulfoxid.

d  Relative Luftfeuchte:

In der Regel fithren grof3ere Priifvolumen zu kleineren Messabweichungen.

Die Mindesttemperatur der Prifumgebung muss iiber dem Schmelzpunkt der Priiffliissigkeit liegen, so dass sichergestellt ist, dass sie zu keinem Zeitpunkt der Priifung erstarrt. Die
relative Luftfeuchte der Priiffumgebung muss nicht-kondensierend sein.
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5.2 Photometrische Verfahren
5.2.1 Ratiometrisch-photometrisches Verfahren mit zwei Chromophoren

Dieses Verfahren ermdglicht die Bestimmung von Volumina wassriger Priiffliissigkeiten von 0,1 pl bis 350 pl
in Platten mit 96 Vertiefungen sowie zwischen 0,01 pl und 55 pl in Platten mit 384 Vertiefungen. Volumina
von Dimethylsulfoxid-basierten (DMSO-basierten) Priiffliissigkeiten kénnen von 0,11 pl bis 10 pl in Platten mit
96 Vertiefungen sowie von 0,01 ul bis 2,5 pl in Platten mit 384 Vertiefungen bestimmt werden.

Dieses Verfahren ist geeignet, um die Leistung von ALHS mit bis zu 384 Kandalen zu bestimmen. Die Betriebs-
umgebung fiir dieses Verfahren betragt 15 °C bis 30 °C (19 °C bis 30 °C fiir DMSO-Fliissigkeiten), und sie ist
unabhangig von der relativen Luftfeuchte und dem Luftdruck am Priifstandort. Weitere Informationen iiber
die Auswirkungen der relativen Luftfeuchte und des Luftdrucks auf dieses Verfahren kénnen in [5] nachgele-
sen werden.

Die Riickverfolgbarkeit der Messergebnisse auf das Internationale Einheitensystem (SI) wird durch die
Verwendung eines kalibrierten Mikroplatten-Absorptionslesegerats, mafilich charakterisierter Mikroplatten,
einer kalibrierten Waage und kalibrierter Volumenmessgeréte aus Glas erreicht.

Es muss das in Anhang B beschriebene Verfahren fiir das ratiometrisch-photometrische Verfahren mit zwei
Chromophoren angewendet werden.

5.2.2 Photometrisches Verfahren mit einem Chromophor

Dieses Verfahren eignet sich fiir die Bewertung der volumetrischen Leistung von ALHS mit bis zu 384 Kanilen
unter Verwendung wassriger Priiffliissigkeiten. In Platten mit 96 Vertiefungen kénnen Volumina von 1 pl
bis 100 pl, in Platten mit 384 Vertiefungen von 0,25 pl bis 20 pl gemessen werden.

Die Riickverfolgbarkeit der Messergebnisse auf das SI wird durch die Verwendung einer kalibrierten
Waage, kalibrierter Pipetten, eines Kkalibrierten Mikroplatten-Absorptionslesegerdts und kalibrierter
Volumenmessgerate aus Glas erreicht.

Es muss das in Anhang C beschriebene Verfahren fiir das photometrische Verfahren mit einem Chromophor
angewendet werden.

5.2.3 Fluoreszenzverfahren

Dieses Verfahren eignet sich zur Bewertung der volumetrischen Leistung von ALHS mit Abgabevolumen
von weniger als 15nl. Die Fluoreszenz der Priiffliissigkeit Fluorescein in DMSO wird in Mikroplatten mit
384 Vertiefungen oder 1 536 Vertiefungen gemessen, die speziell fiir Fluoreszenzmessungen geeignet sind.

Dieses Verfahren ist fiir beriihrungslose Fliissigkeitsdosiergerate (z.B. akustische Gerate, Dosierventile oder
Tintenstrahltechnologie) vorgesehen, die das Fliissigkeitsvolumen als frei fliegende Tropfchen oder Strahlen
in die Vertiefungen der Mikroplatte abgeben.

Die Riickverfolgbarkeit der Messergebnisse auf das SI wird durch die Verwendung eines Kkalibrierten
Fluoreszenz-Mikroplattenlesegerits, einer kalibrierten Waage, Kkalibrierter Pipetten und Kkalibrierter
Volumenmessgerate aus Glas erreicht.

Es muss das in Anhang H angegebene Verfahren fiir das Fluoreszenzverfahren angewendet werden.

5.3 Gravimetrische Verfahren

5.3.1 Einkanal-Verfahren

Dieses Verfahren beschreibt das Gerat, das Verfahren und das Referenzmaterial fiir die Aufzeichnung von Mes-

sungen mit dem gravimetrischen Verfahren. Eine Einzelschwenkwaage wird verwendet, um eine Messung von
jeweils einem einzelnen Kanal vorzunehmen. Die folgenden Vorkehrungen miissen getroffﬁggden:

uments
Document Shariad Hub

Full document details: E DIN EN ISO 23783-2:2023-07


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-23783-2-2023-07
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-iso-23783-2-2023-07

- Entwurf -

E DIN EN ISO 23783-2:2023-07
prEN ISO 23783-2:2023 (D)

— Platzierung der Waage und des Wégebehilters, die Zugluft und Vibrationen auf ein geeignetes Maf3 redu-
zieren;

— Kontrolle der Umgebungsbedingungen, die sich auf die Umrechnung von Masse in Volumen bei der Mes-
sung auswirken (Temperatur und relative Luftfeuchte);

— Uberwachung des Luftdrucks, der die Umrechnung von Masse in Volumen beeinflusst.

Die Riickverfolgbarkeit der Messergebnisse auf das SI wird durch die Verwendung einer kalibrierten Waage
und die Berticksichtigung der Dichte der Priiffliissigkeit und des Luftauftriebs erreicht.

Es muss das in Anhang D beschriebene Verfahren fiir das gravimetrische Einkanal-Verfahren angewendet wer-
den.

5.3.2 Regressionsanalyse

Das gravimetrische Regressionsverfahren (GRM, en: gravimetric regression method) eignet sich fiir die Mes-
sung sehr kleiner Fliissigkeitsvolumina, zwischen 0,005 pl und 1 pl. Das Verfahren basiert auf einer gravime-
trischen Waage als primarem Messgerit.

Dieses Verfahren ist fiir beriithrungslose Fliissigkeitsdosiergerate (z. B. Dosierventile, akustische oder Tinten-
strahldosierer) vorgesehen, die das Fliissigkeitsvolumen als frei fliegende Tropfchen oder Strahlen an das Aus-
gleichsgefafs abgeben.

Der wesentliche Unterschied zu den traditionellen gravimetrischen Verfahren, die fiir die Messung grofderer
Volumina verwendet werden, bestehtin der Bestimmung des Zielvolumens: Eine Reihe von Waagenablesungen
wird tlber eine bestimmte Zeitspanne aufgezeichnet, bevor und nachdem das zu priifende Geréat die zu mes-
sende Fliissigkeit in das Gefaf? auf der Waage abgegeben hat. Das Messergebnis der abgegebenen Priiffliissig-
keit wird dann als Differenz zwischen zwei linearen Regressionsgeraden ermittelt, die an die aufgezeichneten
Waagendaten vor und nach der Fliissigkeitsabgabe angepasst werden. Dieses Verfahren ermdglicht die Mes-
sung der Waagendrift aufgrund von Verdunstung und anderen Stérungen der Messung (z. B. durch Vibrationen
wahrend der Datenerfassung), so dass diese in der Messwertberechnung kompensiert werden kdnnen (siehe
[6] fur weitere Einzelheiten).

Es miissen Vorkehrungen fiir die Aufstellung der Waage und die Umgebungskontrolle und -liberwachung
nach 5.3.1 getroffen werden.

Die Riickverfolgbarkeit der Messergebnisse auf das SI wird durch die Verwendung einer kalibrierten Waage
erreicht.

Es muss das in AnhangE beschriebene Verfahren fiir das gravimetrische Regressionsverfahren angewendet
werden.

5.4 Photometrisch-gravimetrisches Hybridverfahren

Das photometrisch-gravimetrische Hybridverfahren ermoglicht die Bewertung der volumetrischen Leistung
von ALHS durch eine Kombination aus einer gravimetrischen Messung mit anschlieffenden photometrischen
Messungen. Die Priiffliissigkeit, die einen Chromophor enthalt, wird in die Mikroplatten mit 96 Vertiefungen
oder 384 Vertiefungen gegeben. Die systematische Messabweichung wird durch Gravimetrie der Aggregat-
abgaben in die Mikroplatte bestimmt. Anschliefend wird die zufallige Messabweichung der Volumenabgaben
photometrisch bestimmt, indem die relativen Absorptionswerte der einzelnen Vertiefungen der Mikroplatte
gemessen werden.

Fiir dieses Verfahren geeignete Chromophore sind Tartrazin, Orange G und 4-Nitrophenol. Das in AnhangF

beschriebene Verfahren ist im Allgemeinen fiir Priifvolumina zwischen 1pl und 200 pl in Platten mit
96 Vertiefungen sowie zwischen 1 pl und 50 pl in Platten mit 384 Vertiefungen geeignet.
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Es miissen Vorkehrungen fiir die Aufstellung der Waage und die Umgebungskontrolle und -iiberwachung
nach 5.3.1 getroffen werden.

Die Riickverfolgbarkeit der Messergebnisse auf das SI wird durch die Verwendung einer kalibrierten Waage,
kalibrierter Pipetten und kalibrierter Volumenmessgerate aus Glas erreicht.

Es muss das in Anhang F beschriebene Verfahren fiir das Hybridverfahren angewendet werden.
5.5 Mafiverfahren
5.5.1 Optische Bildanalyse von Trépfchen

Dieses Verfahren misst das Volumen der abgegebenen Fliissigkeiten durch die Analyse von Bildern, die mit
einer Hochgeschwindigkeitskamera und stroboskopischer Beleuchtung wahrend des Fliissigkeitsabgabe-
zyklus aufgenommen wurden. Es eignet sich fiir ALHS, die Fliissigkeitsvolumina als eine Folge diskreter
Mikrotropfchen abgeben (weitere Informationen zur Bestimmung von Tropfchenvolumina siehe [7]).

Die Riickverfolgbarkeit der Messergebnisse auf das SI wird durch die Kalibrierung des Langenmaf3stabs der
aufgenommenen Bilder erreicht.

Es muss das in Anhang G beschriebene Verfahren fiir die optische Bildanalyse von Tropfchen angewendet wer-
den.

5.5.2 Optische Bildanalyse von Kapillaren

Das Verfahren basiert auf der optischen Analyse von Bildern, die von Kapillaren mit bekannter und kalibrierter
Geometrie aufgenommen wurden. Fiir die Bildaufnahme wird ein Flachbettscanner verwendet. Das Verfahren
ermdglicht eine direkte Bestimmung des Volumens durch die optische Messung einer oder mehrerer Liangen
der kalibrierten Kapillaren.

Das Verfahren kann zur Messung von Volumina zwischen 0,1 pl und 1 000 pl fiir ALHS mit 1 bis 384 Kanilen
verwendet werden. Die Messunsicherheiten hangen nur geringfiigig von den Umgebungsbedingungen ab und
sind ohne Messabweichungskorrekturen in einem breiten Bereich von Umgebungsbedingungen zuverlassig.

Die Riickverfolgbarkeit der Messergebnisse auf das SI wird durch die Verwendung kalibrierter Kapillaren und
eines kalibrierten Bilderfassungsgerats erreicht.

Es muss das in Anhang I beschriebene Verfahren fiir die optische Bildanalyse von Kapillaren angewendet wer-
den.

6 Gerate und Vorbereitung
6.1 Priifgerat

Priifgerate, die fiir volumetrische Leistungsmessungen nach den in diesem Dokument beschriebenen Verfah-
ren verwendet werden, miissen den in Tabelle 2, Tabelle 3, Tabelle 4 und Tabelle 5 angegebenen Mindestan-
forderungen an die Leistungsfahigkeit entsprechen, sofern nicht in einem bestimmten Priifverfahren andere
Mindestanforderungen beschrieben sind. Die Waage muss sich mindestens 6 s lang stabilisieren, bevor der
angezeigte Wert abgelesen wird.

ANMERKUNG1 Die in Tabelle2 angegebene Wiederholpréazision der Waage und die erweiterte Anwendungs-
unsicherheit werden mit Tabelle 3 harmonisiert, aber die Wégebereiche sind eingeschrankt, um die Genauigkeit beim

Wigen einer Menge trockener Chemikalien zu verbessern.

ANMERKUNG2  Diein Tabelle 3 angegebenen Anforderungen an die Waage beruhen aufISO 8655-6 und erlauben mehr-
fache Wiederholabgaben von Priiffliissigkeit in dasselbe Wagegefaf3, ohne dieses zu entleeren.
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Tabelle 2 — Mindestanforderungen fiir Waagen zum Wigen von Trockenmaterial

Kleinste zu wigende Lesefreundlichkeit Wiederholprazision Erweiterte
Menge Anwendungs-
unsicherheit? (k= 2)
g mg mg mg
<10 0,001 0,006 0,012
1,0 0,01 0,025 0,05
10 0,1 0,2 0,4
100 1 2 4
1000 10 20 40
4 Die Anwendungsunsicherheit kann nach ASTM E898-20 [8] und EURAMET CG-18 [9] bei der in der Tabelle aufgefiihrten
Mindestmasse bestimmt werden.

Tabelle 3 — Mindestanforderungen fiir Waagen zum Wigen von Fliissigkeiten

Abgabevolumen der Lesefreundlichkeit | Wiederholprazision Erweiterte
Priiffliissigkeit® Anwendungsunsicherheit?
(k=2)
ul mg mg mg
<0,5 0,0001 0,0005 0,001
0,5sV<20 0,001 0,006 0,012
20V <200 0,01 0,025 0,05
200<V<10000 0,1 0,2 0,4
a@  Gehtvon einer Abgabe von Priiffliissigkeit aus einem einzigen Kanal aus.
b pie Anwendungsunsicherheit kann nach ASTM E898-20 [8] und EURAMET CG-18 [9] fiir den Wert des grofiten Volumens des
aufgefiihrten Bereichs bestimmt werden, wobei von einer einkanaligen Lieferung ausgegangen wird.

Tabelle 4 — Mindestanforderungen an die Leistungsfiahigkeit von Absorptionslesegeriten fiir

Mikroplatten

Parameter Anforderung
Photometrische Auflésung 0,001 AUP
Photometrische Richtigkeit? von 0 AU bis 1,0 AU 0,005 AU
Photometrische Richtigkeit? von > 1,0 AU bis 2,0 AU 0,010 AU
Ei};ozt’cz)rr;%trische Wiederholprazision von 0 AU 0,005 AU
Systemlinearitat zwischen 0 AU und 2,0 AU 0,010 AU
Wellenlangengenauigkeit <+1,5nm
4 Die photometrische Richtigkeit wird manchmal auch als photometrische Genauigkeit bezeichnet.
b Absorptionseinheit.
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Tabelle 5 — Mindestanforderungen an die Leistungsfiahigkeit anderer Priifgerite

Instrument Auflésung Erweiterte Unsicherheit

(k=2)

Thermometer fiir Fliissigkeiten 0,1°C 0,2°C

Thermometer fiir Umgebungsluft 0,1°C 0,2°C

Hygrometer 1% RH? 5% RH?

Barometer 0,1 kPa 1 kPa

Zeitmessgerat 1s nicht relevant

a  Relative Luftfeuchte.

6.2 Handbetitigte Ein- und Mehrkanalpipetten

Einkanal- und Mehrkanalpipetten miissen kalibriert sein und die inISO8655-2 genannten Mindest-
anforderungen an die Leistungsfahigkeit erflillen. Der Einfluss des Bedieners auf manuell pipettierte
Volumina muss bei der Berechnung der Messabweichung und der Messunsicherheit beriicksichtigt werden.

6.3 Vorbereitung der Priifung

Das zu priifende ALHS, einschlief3lich aller austauschbaren Teile, die wahrend der Priifung verwendet werden
sollen, sowie alle Priifgerate und Priiffliissigkeiten miissen mindestens 2 h vor Beginn der Priifung im ther-
mischen Gleichgewicht (+2 °C) sein. Wahrend der Priifung diirfen sich die Umgebungsbedingungen um nicht
mehr als #1 °C und 5 % relative Luftfeuchte (RH) dndern. Die Anforderungen an die Umgebungsbedingungen
sind in jedem Prifverfahren beschrieben. Laborgeradte sind fiir den Betrieb unter nicht-kondensierenden
Feuchtebedingungen ausgelegt.

Alle Priifgerdte miissen nach dem in diesem Dokument beschriebenen Priifverfahren oder nach den Anwei-
sungen des Herstellers kalibriert werden, wenn die Kalibrierung nicht ausdriicklich in dem Verfahren erlautert
wird.

Das zu priifende ALHS und die Priifgerate miissen eingeschaltet werden und ausreichend Zeit haben, um sich
nach den Anweisungen des Herstellers auf eine ordnungsgemafde Funktion einzustellen.

Die Fliissigkeitsbehalter des ALHS miissen unmittelbar vor Beginn der Priifung gefiillt werden. ALHS, die eine
Grundierung erfordern, miissen unmittelbar vor Beginn der Priifung nach den Anweisungen des Herstellers
grundiert werden.

Die Spitzen von kolbenbetatigten ALHS sollten mindestens flinfmal mit der Priiffliissigkeit vorgespiilt werden,

wobei die abgegebene Priiffliissigkeit als Abfall entsorgt wird. Dieser Schritt ist jedes Mal erforderlich, wenn
eine Spitze gewechselt wird.

7 Warmeausdehnung
Wenn die Priiftemperatur von der Einstelltemperatur des ALHS abweicht und der kubische Warmeausdeh-

nungskoeffizienty des volumetrischen Gerats bekannt ist, kann Gleichung (1) verwendet werden, um das
gemessene Volumen der Priiffliissigkeit um die Warmeausdehnung zu korrigieren:

Wte = VL X [1 =y X (t1 — tref)] (1)
Dabei ist
Vit das Abgabevolumen der Priiffliissigkeit, korrigiert um die Warmeausdehnung des ALHS;
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Vi, das Abgabevolumen der Priiffliissigkeit, gemessen bei Priiftemperatur;
y der kubische Warmeausdehnungskoeffizient des volumetrischen Gerats;
tr  die Temperatur, bei der die Priifung durchgefiihrt wird;

tref die Bezugstemperatur fiir die Einstellung des ALHS.

8 Riickverfolgbarkeit und Messsystemunsicherheit

8.1 Riickverfolgbarkeit

Alle Messungen von relevanten Priifmitteln, die fiir die Kalibrierung eines ALHS verwendet werden, miissen
auf das Internationale Einheitensystem (SI) riickfithrbar sein. Die Unsicherheit der jeweiligen Priifgerate wirkt
sich auf die Messabweichung der angegebenen volumetrischen Ergebnisse aus.

ANMERKUNG  Zuden relevanten Priifmitteln gehdren unter anderem: Waagen, Thermometer, pH-Messgerat, Hygrome-
ter, Plattenlesegerate, Spektralphotometer, kalibrierte Pipetten, Volumenmessgerate aus Glas, Grofsenkalibrierkarten und
Zeitmessgerate.

8.2 Schitzung der Messsystemunsicherheit

8.2.1 Ansatz fiir das gesamte System

Die Messsystemunsicherheit (MSU) kann durch statistische Auswertung der Ergebnisse des gesamten Mess-
systems geschatzt werden. Zu den Mitteln, mit denen dies erreicht wird, geh6ren Studien zur Prazision und
Verzerrung, Analysen von Messsystemen und Vergleiche zwischen Laboratorien. Detaillierte Ansatze sind in
[4] beschrieben.

8.2.2 Messmodell-Ansatz

Bei diesem Ansatz wird die MSU auf der Grundlage einer Analyse der einzelnen Eingaben fiir ein Messmodell
geschatzt. Dieser Ansatz wird in [3] ausfiihrlich beschrieben.

9 Dokumentation

Die Messergebnisse, die Riickverfolgbarkeit und die Messunsicherheit miissen nach 1SO 23783-3 angegeben
werden.
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Anhang A
(normativ)

Berechnung von Fliissigkeitsvolumina anhand von Wigewerten

A.1 Berechnung des Fliissigkeitsvolumens anhand des Wigewerts
A.1.1 Allgemeine Gleichung fiir das Volumen

Fiir die Uberfithrung des Wigewerts der Masse m in das Volumen V bei Priiftemperatur ist eine Korrektur hin-
sichtlich der Fliissigkeitsdichte und des Luftauftriebs erforderlich. Die Berechnung des Fliissigkeitsvolumens
bei Priiftemperatur geht aus Gleichung (A.1) hervor.

Handelt es sich bei der Priiffliissigkeit um Wasser und sind die Berechnungen nach Abschnitt A.1 nicht durch-
fithrbar, so kénnen die Wagewerte unter Verwendung der in Abschnitt A.2 angegebenen Korrekturfaktoren in
Volumen umgerechnet werden.

ANMERKUNG1  Gleichung (A.1) basiert auf Gleichung (1) in ISO4787:2021, jedoch wird die Warmeausdehnung des
ALHS vernachlassigt und nur die Warmeausdehnung der Priiffliissigkeit beriicksichtigt.

PA
X (1 pa) (A1)

W, = (m, —mg) X
pL — PA

Dabei ist
V1, das berechnete Volumen der Priiffliissigkeit bei Priiftemperatur, in ml;
my, der Wagewert des Wagegefafdes nach Abgabe der Priiffliissigkeit, in g;

mg der Wagewert des Wagegefifdes vor der Priiffliissigkeitsabgabe, in g (mg = 0, falls die Waage mit dem
Wagegefafd tariert wurde);

pp die Dichte von Luft, in g/ml, siehe Gleichung (A.2);

pp die tatsdchliche oder angenommene Dichte der Gewichte, die zur Kalibrierung der Waage verwendet
werden, in g/ml;

ANMERKUNG 2  Zur Kalibrierung von Waagen werden in der Regel Gewichte aus nichtrostendem Stahl mit einer Dichte
von 8,0 g/ml verwendet.

pL die Dichte der Priiffliissigkeit bei Priiftemperatur t (in °C), in g/ml.

Fiir Wasser kann pj, mit der ,Tanaka“-Gleichung (A.3) berechnet werden; die Dichte anderer Priiffliissigkeiten
sollte mit ausreichend kleiner Unsicherheit bestimmt werden (siehe A.1.4).

A.1.2 Berechnung der Luftdichte

Gleichung (A.2) fiir die Luftdichte kann fiir Temperaturen zwischen 15 °C und 27 °C, einen Luftdruck zwischen
600 hPa und 1 100 hPa sowie eine relative Luftfeuchte zwischen 20 % und 80 % verwendet werden.

_ 1 034848 xp—0009 x hy x e(@061x0
PA = 1000 t+ 27315

(A.2)
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Dabei ist
pp die Luftdichte, in g/ml;
t die Umgebungstemperatur, in °C;
p der Luftdruck, in hPa;
h, die relative Luftfeuchte, in %.
Die Unsicherheit dieser Gleichung kann nach OIMLR 111-1:2004, C.6.3.6 [11], berechnet werden. Bei abwei-
chenden Umgebungsbedingungen muss Gleichung (A.2) durch die aktuelle CIPM-Luftdichtegleichung ersetzt

werden.

ANMERKUNG  Die zum Zeitpunkt der Verodffentlichung dieses Dokuments giiltige Berechnung der Luftdichte ist
CIPM-2007 und wird in [12] beschrieben.

A.1.3 Berechnung der Wasserdichte

Die Dichte von reinem Wasser wird iiblicherweise durch Gleichungen aus der Literatur berechnet. Die Glei-
chung (A.3), veroffentlicht von Tanaka [13], bietet eine gute Grundlage fiir die Normung:

2
_ (w +ay)” x (tw +a3)
az X (tw + as)

pw = as X |1 (A.3)

Dabei ist
pw die Dichte von Wasser, in g/ml;
tw die Wassertemperatur, in °C;
a;= -3,983035°C;
ap = 301,797 °C;
az= 5225289 (°C)%;
as= 69,34881°C;
as= 0,999974 950 g/ml
A.1.4 Priifung von anderen Fliissigkeiten als Wasser
Handelt es sich bei der Priiffliissigkeit nicht um reines Wasser, kann die Dichte der Priiffliissigkeit p;, nicht nach
Gleichung (A.3) berechnet werden. Fiir diese Priiffliissigkeiten muss die Dichte gemessen oder aus Literatur-

werten ermittelt werden.

ANMERKUNG  Die Messabweichung bei Dichtemessungen oder bei der Verwendung von Literaturwerten kann von ver-
nachléssigbar bis erheblich reichen.

A.2 Korrekturfaktoren fiir die Uberfithrung der Wigewerte in Volumen
Wenn es sich bei der Priiffliissigkeit um destilliertes Wasser handelt, ist eine weitere mogliche Vorgehensweise

fiir die Umrechnung von Masse in Volumen die Verwendung der in Tabelle A.1 angegebenen Korrekturfakto-
renZ.
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Jede aus den Wagewerten erhaltene Masse m; wird umgerechnet, indem die Korrekturfaktoren Z bei der mittle-
ren Temperatur und dem mittleren Luftdruck, die wahrend des Messvorgangs gemessen wurden, angewendet
und Gleichung (A.4) verwendet wird:
Vi=m;xZ (A4)
Dabei ist
V; das abgegebene Priifvolumen, in pl;
m; die gemessene Masse des abgegebenen Priifvolumens, in mg;

Z der Korrekturfaktor Z aus Tabelle A.1, in pul/mg.

Tabelle A.1 — Korrekturfaktoren Z fiir destilliertes Wasser (luftgesittigt) in Einheiten von pl je mg

Temperatur Luftdruck
°C hPa

800 850 900 950 1000 1013 1050
15,0 1,0017 1,0018 1,0019 1,0019 1,0020 1,002 0 1,002 0
15,5 1,0018 1,0019 1,0019 1,002 0 1,002 0 1,002 0 1,0021
16,0 1,0019 1,002 0 1,0020 1,0021 1,0021 1,0021 1,002 2
16,5 1,002 0 1,002 0 1,002 1 1,002 1 1,002 2 1,002 2 1,002 2
17,0 1,0021 1,0021 1,002 2 1,002 2 1,002 3 1,002 3 1,002 3
17,5 1,002 2 1,002 2 1,002 3 1,002 3 1,002 4 1,002 4 1,002 4
18,0 1,002 2 1,002 3 1,002 3 1,002 4 1,002 5 1,002 5 1,002 5
18,5 1,002 3 1,002 4 1,002 4 1,002 5 1,002 5 1,002 6 1,002 6
19,0 1,002 4 1,002 5 1,002 5 1,002 6 1,002 6 1,0027 1,0027
19,5 1,002 5 1,002 6 1,002 6 1,0027 1,0027 1,002 8 1,0028
20,0 1,002 6 1,0027 1,0027 1,002 8 1,002 8 1,0029 1,0029
20,5 1,002 7 1,002 8 1,002 8 1,0029 1,0029 1,003 0 1,0030
21,0 1,002 8 1,0029 1,0029 1,003 0 1,003 1 1,0031 1,0031
21,5 1,003 0 1,003 0 1,003 1 1,0031 1,003 2 1,003 2 1,003 2
22,0 1,0031 1,0031 1,003 2 1,003 2 1,003 3 1,003 3 1,003 3
22,5 1,003 2 1,003 2 1,003 3 1,003 3 1,003 4 1,003 4 1,003 4
23,0 1,003 3 1,003 3 1,003 4 1,003 4 1,003 5 1,0035 1,003 6
23,5 1,003 4 1,003 5 1,0035 1,003 6 1,003 6 1,003 6 1,0037
24,0 1,0035 1,003 6 1,003 6 1,0037 1,0037 1,003 8 1,003 8
24,5 1,0037 1,0037 1,003 8 1,003 8 1,0039 1,0039 1,0039
25,0 1,003 8 1,003 8 1,0039 1,0039 1,004 0 1,004 0 1,004 0
25,5 1,0039 1,004 0 1,004 0 1,004 1 1,004 1 1,004 1 1,004 2
26,0 1,004 0 1,004 1 1,004 1 1,004 2 1,004 2 1,004 3 1,004 3
26,5 1,004 2 1,004 2 1,004 3 1,004 3 1,004 4 1,004 4 1,004 4
27,0 1,004 3 1,004 4 1,004 4 1,004 5 1,004 5 1,004 5 1,004 6
27,5 1,004 5 1,004 5 1,004 6 1,004 6 1,004 7 1,004 7 1,004 7
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Tabelle A.1 ( fortgesetzt)
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Temperatur Luftdruck
°C hPa

800 850 900 950 1000 1013 1050
28,0 1,004 6 1,004 6 1,004 7 1,004 7 1,004 8 1,004 8 1,004 8
28,5 1,004 7 1,004 8 1,004 8 1,004 9 1,004 9 1,0050 1,0050
29,0 1,004 9 1,004 9 1,0050 1,0050 1,0051 1,0051 1,0051
29,5 1,0050 1,0051 1,0051 1,0052 1,0052 1,0052 1,0053
30,0 1,0052 1,0052 1,0053 1,0053 1,005 4 1,0054 1,005 4
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Anhang B
(normativ)

Ratiometrisch-photometrisches Verfahren mit zwei Chromophoren

B.1 Allgemeines

Die in die Vertiefungen der Mikroplatten abgegebenen Volumina werden unter Verwendung von zwei Chro-
mophorldsungen mit bekannten Konzentrationen der einzelnen Chromophore bestimmt. Ponceau S und Kup-
fer(I)-chlorid haben Absorptionsmaxima bei 520 nm bzw. 730 nm. Alle Fliissigkeiten enthalten die gleiche
Konzentration an Kupfer(Il)-chlorid, das zur Bestimmung der Fiillhohe jeder Vertiefung verwendet wird. Das
Priifvolumen der Ponceau S-Priffliissigkeit wird in jede Vertiefung gegeben, gemischt und die Absorption bei
520 nm und 730 nm abgelesen, um das abgegebene Priiffliissigkeitsvolumen zu berechnen.

B.2 Priifgerit
B.2.1 Allgemeines

Alle Priifgerdte miissen so gewahlt werden, dass die verlangte Messunsicherheit (MSU) erreicht werden kann.
Die MSU kann nach dem in ISO/IEC Guide 98-3 beschriebenen Ansatz geschatzt werden.

B.2.2 Mikroplatten-Absorptionslesegerit

Es muss ein Mikroplatten-Absorptionslesegerat verwendet werden, das die Mindestanforderungen an die
Leistungsfahigkeit nach Tabelle 4 erfiillt. Bandpassfilter mit mittleren Wellenldngen von (520 + 1) nm und
(730 +2) nm miissen in das Plattenlesegerit eingesetzt werden. Alternativ diirfen auch Plattenlesegerate
mit Monochromatoren verwendet werden, die (520+1)nm und (730 +2)nm als zentrale Wellenldngen
auswahlen kénnen.

B.2.3 Spektralphotometer

Die Absorptionswerte der Fliissigkeiten Kupfer(Il)-chlorid und PonceauS miissen mit einem Spektral-
photometer gemessen werden, das die in Tabelle B.1 aufgefiihrten Mindestleistungsdaten aufweist. Bandpass-
filter mit mittleren Wellenldngen von (520+1)nm und (730 2)nm miissen in das Spektralphotometer

eingesetzt werden.

Fiir die Absorptionsmessungen muss eine kalibrierte Kiivette mit einer optischen Wegldnge von 10 mm ver-
wendet werden.

Tabelle B.1 — Mindestanforderungen an die Leistungsfihigkeit des Spektralphotometers

Parameter Anforderung
Photometrische Auflosung 0,000 1 AU©
Wiederholprizision des Photometers bei A= 0,0 AU? 0,000 15 AU
Wiederholprizision des Photometers bei A = 0,5 AU? 0,00015AU
Wiederholprizision des Photometers bei A=1,0 AU? 0,000 15 AU
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Tabelle B.1 ( fortgesetzt)

Parameter Anforderung
Wiederholprizision des Photometers bei A=1,5 AU? 0,000 15 AU
Systemlinearitit zwischen 0 AU und 1,5 AUP 0,000 25 AU

a  Die Mittelungsdauer von Bandpass und Signal darf erhéht werden, um die Anforderung an die Wiederholprizision des

Photometers zu erfiillen.

b Umder Anforderung an die Linearitat des Systems zu entsprechen, diirfen Korrekturen durchgefiihrt werden.

C

Absorptionseinheit.

B.2.4 Mikroplatten

Es miissen hochwertige ANSI/SLAS-Platten mit 96 oder 384 Vertiefungen und einem flachen, optisch klaren
Boden verwendet werden. Mikroplatten miissen auf Losbasis bestimmt werden, um den Bodendurchmesser
oder die Breite (je nach Plattentyp) und den Kegelwinkel der Seitenwand zu bestimmen. Dartiiber hinaus soll-
ten die Vertiefungen bestimmt werden, um etwaige Unregelmafdigkeiten in den Vertiefungsabmessungen zu
korrigieren und so eine vertiefungsspezifische Korrektur fiir die gesamte Plattenlos zu ermdéglichen.

B.2.5 Kalibrierplatte
Zur Kalibrierung der taglichen Leistung des Mikroplattenlesegeréts muss eine Kalibrierplatte verwendet wer-

den. Die in der Kalibrierplatte verwendeten optischen Standards miissen stabile Absorptionswerte bei 520 nm
und 730 nm aufweisen und regelméafiig nach den Anweisungen des Herstellers neu kalibriert werden.

B.2.6 Mikroplattenschiittler

Der Mikroplattenschiittler, der zum Mischen der abgegebenen Fliissigkeiten verwendet wird, muss die in
Tabelle B.2 angegebenen Mindestanforderungen erfiillen.

Tabelle B.2 — Mindestanforderungen an Mikroplattenschiittler fiir
Standard-ANSI/SLAS-Mikroplatten

Plattentyp Geschwindigkeit Orbit
min~! mm
96 Vertiefungen 1300 1
384 Vertiefungen 2600 1
B.2.7 Waage

Waagen, die fiir das genaue Wagen von Trockenreagenzien und die Zubereitung von Losungen verwendet wer-
den, miissen den Anforderungen in Tabelle 2 und Tabelle 3 entsprechen.

Bei der Volumenbestimmung miissen die Wagewerte fiir Fliissigkeiten beziiglich Dichte, Temperatur und Luft-
auftrieb korrigiert werden (siehe Anhang A).

B.2.8 Andere Priifgerite

Die in diesem Verfahren verwendete Priifeinrichtung muss den in Tabelle5 angegebenen Mindest-
anforderungen an die Leistungsfahigkeit entsprechen.
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B.2.9 Volumenmessgerite aus Glas, Genauigkeitsklasse A

Bekannte Volumina von Reagenzldsungen oder Priiffliissigkeiten miissen auf volumetrischem oder gravime-
trischem Wege hergestellt werden. Bei gravimetrischer Herstellung miissen die Dichten der Fliissigkeiten
bekannt sein und angemessen bertcksichtigt werden. Fiir die Herstellung der Fliissigkeiten konnen kalibrierte
Messgerate aus Glas der Genauigkeitsklasse A verwendet werden.

ANMERKUNG  Festlegungen fiir volumetrische Pipetten mit einer Marke kdnnen ISO 648 und ASTM E969 [15] und fiir
Messkolben mit einer Marke ISO 1042 und ASTM E 288 [17] entnommen werden.

B.3 Reagenzien

B.3.1 Allgemeine Anforderungen

Alle Inhaltsstoffe fiir die Herstellung von Reagenzldsungen miissen, sofern nicht anders angegeben, eine analy-
tische Reinheit von mindestens 99 % aufweisen. Die CAS-Nummern (Chemical Abstracts Service) der in diesem

Verfahren verwendeten Chemikalien sind in Tabelle B.3 zusammengefasst.

Tabelle B.3 — Bei dem ratiometrisch-photometrischen Verfahren mit zwei Chromophoren
verwendete Chemikalien

Benennung Formel CAS-Nummer
Kupfer(II)-chlorid-Dihydrat CuCl; - 2H,0 10125-13-0
D¥natr1umhydrogenphosphat- Na,HPO, - 2H,0 10028-24-7
Dihydrat
Salzsdure HCl 7647-01-0
Ponceau S C22H12N4Na401384 6226-79-5
Kaliumhydrogenphthalat HOOCCgH4COOK 877-24-7
Natriumhydroxid NaOH 1310-73-2
Tetranatrium-Ethylendiamin-

NaOOCCH3),;NCH,CH,N(CH,COONa); - 2ZH,0 10378-23-1
Tetraessigsaure-Dihydrat (EDTA) (Na 2)2 2CH,N(CH, )2 2
Wasser H,0 7732-18-5
B.3.2 Wasser

Das Wasser fiir Chromophorlésungen muss der Qualitidt 1 nach ISO 3696 entsprechen.

B.3.3 Haltbarkeit der Losungen

Wenn Reagenzien oder Priiffliissigkeiten iiber eine ldngere Zeitspanne gelagert werden sollen, miissen sie auf
ihre chemische Stabilitat gepriift werden. Konservierungsmittel diirfen, soweit notwendig, hinzugefiigt wer-
den, um mikrobielles Wachstum zu vermeiden. Diese Konservierungsmittel diirfen nicht die Fliissigkeitseigen-
schaften verandern oder die Absorptionseigenschaften der Fliissigkeiten beeintrachtigen. Alle Fliissigkeiten
miissen lichtgeschiitzt aufbewahrt werden.

B.3.4 Herstellung von Reagenzlésungen
B.3.4.1 Puffer

Der Phthalatpuffer wird aus 4,08 g/1 Kaliumhydrogenphthalat und 3,74 g/1 Tetranatrium-EDTA hergestellt. Der
pH-Wert wird nach Bedarf entweder mit HCl oder mit NaOH auf pH = 6,0 eingestellt und die Losung wird durch
einen 0,2 um Filter filtriert.
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B.3.4.2 Kupfer(II)-chloridlésung

Die Kupfer(II)-chloridlésung wird durch Auflésen von 1,12 g CuCl,-2H,O0 je Liter Phthalatpuffer (B.3.4.1) und
anschliefdende Filtration durch einen 0,2 um Filter hergestellt. Die Absorption wird bei 730 nm in einer Kiivette
mit einer Schichtdicke von 10 mm gemessen und aufgezeichnet.

B.3.4.3 Ponceau-S-Priiffliissigkeiten

PonceauS wird in Kupfer(Il)-chloridlésung (siehe B.3.4.2) aufgelost. In Tabelle B.4 sind Ponceau-S-Prif-
fliissigkeiten flr verschiedene Bereiche von Priifvolumina (VT, en: test volumes) je nach verwendetem
Plattentyp aufgefiihrt und die Menge an Ponceau-S-Chromophor (das bis zu 15 % Wasser enthalten kann)
je Liter Ponceau-S-Priiffliissigkeit angegeben. Die Ponceau-S-Priiffliissigkeiten Nr. 5 und Nr. 6 kénnen durch
direktes Auflésen von Ponceau S in Phthalatpuffer (B.3.4.1) hergestellt werden. Die Ponceau-S-Priiffliissigkeit
wird durch einen 0,2-um-Filter filtriert.

Tabelle B.4 — Ponceau-S-Priffliissigkeiten

Ponceau-S- Priifvolumenbereich in | Priifvolumenbereich in Ponceau-S-
Priiffliissigkeit Nr. Platten mit Platten mit Chromophor?
96 Vertiefungen 384 Vertiefungen
ul ul g/1000 ml
1 200< V<350 keine Angabe 0,0400
2 50< V<200 10< V<55 0,0797
3 10< V<50 2,5<Vr<10 0,3188
4 2<Vr<10 0,5<V1<25 1,5941
5 1<Vr<?2 0,3<Vr<0,5 3,9367
6 01<Vr<1 0,03<V1<0,3 15,6970
4  Diein dieser Tabelle aufgefithrten Mengen sind Zielwerte. Die tatsachlichen Mengen kénnen um bis zu +5 % vom Zielwert
abweichen.

Fiir jede Ponceau-S-Priiffliissigkeit wird die Absorption je Langeneinheit (a,) bei 520 nm bestimmt, indem die
Absorption in einer Kiivette mit einer Schichtdicke von 10 mm gemessen wird. Ponceau-S-Priiffliissigkeiten
konnen fir diese Messungen vorsichtig verdiinnt werden, damit a, berechnet werden kann.

B.4 Priifbedingungen
Die Umgebungstemperatur sollte zwischen 15°C und30°C und die relative Luftfeuchte zwischen 20 %

und 90 % (nicht-kondensierend) liegen. Bei Verwendung von DMSO als Losemittel fiir die Priiffliissigkeiten
sollte die Umgebungstemperatur zwischen 19 °C und 30 °C liegen, um zu verhindern, dass das DMSO erstarrt.

B.5 Verfahren
B.5.1 Herstellung

a) Das Plattenlesegerat wird mit der Kalibrierplatte kalibriert. Das Plattenlesegerat wird neu kalibriert, wenn
sich die Temperatur seit der letzten Kalibrierung um mehr als +2 °C gedndert hat.

b) Eine Mikroplatte wird mit dem klaren Puffer gefiillt und auf dem Mikroplattenschiittler nach Tabelle B.5

geschiittelt. Die Absorptionslinie wird in jeder Vertiefung bei 520 nm und 730 nm gemessen. Fiir jede Kali-
brierung des Plattenlesegerats wird ein neuer Satz von Absorptionslinien gemessen.
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Tabelle B.5 — Absorptionslinie

Plattentyp Fiillvolumen Schiittelzeit
ul S
96 Vertiefungen 200 60
384 Vertiefungen 55 60

Die Kupfer(II)-chloridlésung wird in einen fiir das zu priifende ALHS geeigneten Fliissigkeitsbehalter und
die Ponceau-S-Priiffliissigkeiten in einen oder mehrere Fliissigkeitsbehalter entsprechend den zu priifen-
dem Volumina gefiillt (siehe Tabelle B.4) Die Behalter bleiben abgedeckt, wenn sie nicht in Gebrauch sind,
um sie vor Verdunstung zu schiitzen. Fliissigkeiten sollten nicht langer als 20 min bis 60 min exponiert
werden, abhdngig von der exponierten Oberflache, dem Fiillvolumen des Behélters und den Umgebungs-
bedingungen.

B.5.2 Priifverfahren fiir die Trockenabgabe

a)

b)

d)

e)

Mit dem zu priifenden ALHS wird das Zielvolumen der Ponceau-S-Priiffliissigkeit in die leeren Vertiefungen
der Mikroplatte abgegeben.

Die Kupfer(II)-chloridlésung wird so in die Mikroplatte nachgefiillt, dass das Gesamtvolumen etwa 200 pl
je Vertiefung in Platten mit 96 Vertiefungen und etwa 55 pl je Vertiefung in Platten mit 384 Vertiefung
betragt. Die benotigte Menge an Kupfer(II)-chloridlosung ist nur ein Richtwert und kann um 10 %
schwanken.

ANMERKUNG  Die Kupfer(II)-chloridlésung kann aus jedem ALHS oder einem anderen Gerét abgegeben werden,
das in der Lage ist, die ungefahr benétigte Menge abzugeben.

Die gefiillten Platten werden auf iibermafdige Losungstropfchen in der Ndhe der Vertiefungen oder
auf Blasen in den Vertiefungen untersucht. In diesem Fall sollte die Platte 30s bis 60 s lang bei 1000
bis 2000min~! zentrifugiert werden, oder bis die Tropfchen in die Vertiefungen gedriickt und die Blasen
herausgedriickt wurden.

Die gefiillten Platten werden auf einem Mikroplattenschiittler mit einer Rotationsbahn von 1 mm bei einer
Geschwindigkeit von 1300 min~?! bis 1 500 min~! 60 s lang geschiittelt (fiir Platten mit 96 Vertiefungen).
Bei Mikroplatten mit 384 Vertiefungen werden die Platten 120 s lang mit einer Geschwindigkeit von
2600 min~—! bis 2700 min~! geschiittelt.

Die Mikroplatten werden in das Plattenlesegerat eingesetzt und die Absorptionswerte bei 520 nm und
730 nm gemessen.

B.5.3 Priifverfahren fiir die Nassabgabe

a)

b)

Die Kupfer(II)-chloridlésung wird so in die Mikroplatte gefiillt, dass das Gesamtvolumen nach Zugabe der
Ponceau-S-Priffliissigkeit etwa 200 pl je Vertiefung in Platten mit 96 Vertiefungen und etwa 55 ul je Ver-
tiefung in Platten mit 384 Vertiefungen betragt. Die benotigte Menge an Kupfer(1I)-chloridlosung ist nur
ein Richtwert und kann um *10 % schwanken.

ANMERKUNG  Die Kupfer(II)-chloridldsung kann aus jedem ALHS oder einem anderen Gerat abgegeben werden,
das in der Lage ist, die ungefahr benétigte Menge abzugeben.

Mit dem zu priifenden ALHS wird das Zielvolumen der Ponceau-S-Priiffliissigkeit in die vorgefiillten Ver-
tiefungen der Mikroplatte abgegeben.

Die Schritte c), d) und e) werden nach B.5.2 ausgefiihrt.
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B.6 Volumenberechnungen
Die Menge des abgegebenen Priiffliissigkeitsvolumens wird in drei Schritten berechnet:

a) Da die Konzentration von Kupfer(II)-chlorid in den Ponceau-S-Priiffliissigkeiten und der Kupfer(II)-chlo-
ridlosung gleich ist, kann Gleichung (B.1) zur Bestimmung der Fliissigkeitstiefe (1) in jeder Vertiefung ver-

wendet werden.

A730
| = B.1
a (B.1)

Dabei ist
l die Pfadlange;
A730 die gemessene Absorption bei 730 nm;
ap die Absorption je Pfadldngeneinheit der Kupfer(II)--chloridlésung.

b) MitGleichung (B.2) wird das Gesamtvolumen der Fliissigkeit in den Vertiefungen berechnet, wenn die Ver-
tiefungen der Mikroplatte rund sind. An diesem Punkt kénnen vertiefungspezifische geometrische Korrek-
turen vorgenommen werden, um die Variabilitat von Vertiefung zu Vertiefung zu verringern.

D? tan @ tan26

wv:nxlx7+nxDxlsz+nxl3x 3 (B.2)

Dabei ist

Vw das gesamte Fliissigkeitsvolumen in der Vertiefung;
D  der Durchmesser des Bodens der Vertiefung;
6  der Kegelwinkel der Seitenwand.
c) MitGleichung (B.3) wird das Gesamtvolumen der Fliissigkeit in den Vertiefungen berechnet, wenn die Ver-

tiefungen der Mikroplatte iiber eine quadratische Form verfiigen. An diesem Punkt konnen vertiefungspe-
zifische geometrische Korrekturen vorgenommen werden, um die Variabilitidt von Vertiefung zu Vertiefung

Zu verringern.

12 x wp X (WT - WB) 13 x (WT - WB)2
h 3 x h? (83)

W =1 x Wé +
Dabei ist

wg die Bodenbreite der Vertiefung;

wr die obere Breite der Vertiefung;

h  die Hohe der Vertiefung.

d) Die Berechnung des abgegebenen Volumens der Ponceau-S-Priiffliissigkeit (V1) ergibt sich aus

Gleichung (B.4):
ap Aszo
— il B.4
0 I/i/v><<f1r>x<14730> (B4)
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Dabei ist
V¢ das Volumen der abgegebenen Priiffliissigkeit;
a, die Absorption je Pfadldngeneinheit bei 520 nm der verwendeten Ponceau-S-Priiffliissigkeit;

Asy( die gemessene Absorption bei 520 nm.

B.7 Riickverfolgbarkeit

Die Riickverfolgbarkeit der Messergebnisse aus diesem ratiometrischen photometrischen Verfahren auf das
Internationale Einheitensystem (SI) erfolgt iber drei Hauptmesswege:

a) Gekennzeichnete Mikroplatten. Mikroplatten miissen durch riickverfolgbare Messungen der Abmessungen
der einzelnen Vertiefungen bestimmt werden.

b) Gekennzeichnete Reagenzlosungen. Riickfithrbare Absorptionsmessungen miissen mit einem Spektralp-
hotometer durchgefiihrt werden, dessen Leistung anhand von kalibriertem Neutralglas (ND, en: neutral
density) und kalibrierten Wellenldngenstandards aufrechterhalten wird. Eine Kiivette mit kalibrierter
innerer Wegldnge muss verwendet werden, um eine bekannte Pfadlange zu erhalten.

c) Kalibrierte Absorptionsmessungen des Plattenlesegerats. Eine Kalibrierplatte muss verwendet werden,
um die Riickverfolgbarkeit der gemessenen Absorptionswerte des Plattenlesegerits sicherzustellen.
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Anhang C
(normativ)

Photometrisches Verfahren mit einem Chromophor

C.1 Allgemeines

Dieses Verfahren eignet sich fiir die Priifung von ALHS mit bis zu 384 Kandlen, wobei wadssrige,
Dimethylsulfoxid- (DMSO-) oder Wasser/DMSO-Gemische als Priiffliissigkeiten verwendet werden. Die
Loslichkeit von Orange G in Wasser/DMS0-Gemischen und DMSO ist dhnlich wie die Loslichkeit in wassrigen
Flissigkeiten. Dieses Verfahren kann fiir Priifvolumina zwischen 1 pl und 100 pl in Platten mit 96 Vertiefungen
sowie zwischen 0,25 pl und 20 pl in Platten mit 384 Vertiefungen verwendet werden.

Es ist wichtig, alle Losungen auf pH =7 zu puffern, da die Absorptionseigenschaften von Orange G pH-Wert-
abhangig sind.

C.2 Anwendbare Volumenbereiche

Je nach Prifvolumen und verwendetem Mikroplattentyp miissen die entsprechenden Orange-G-
Priiffliissigkeiten nach Tabelle C.1 hergestellt werden.

Tabelle C.1 — Orange-G-Priiffliissigkeiten

Orange-G-Konzentration Priifvolumen in Mikroplatten mit | Priifvolumen in Mikroplatten
96 Vertiefungen mit 384 Vertiefungen
0,2g/1 10 pl bis 100 pl 2 ul bis 20 pl
1,6 g/l 2 ul bis 10 ul —
2,0g/1 — 0,25 ul bis 2 pl
8,0g/1 1 ul bis2 pl —

C.3 Priifgerat

C.3.1 Allgemeines

Alle Prifgerate, die zur Durchfiihrung dieses Verfahrens verwendet werden, miissen nach den Angaben des
Herstellers kalibriert und gewartet werden. Die Unsicherheit der Priifgerate muss bekannt sein, damit die
MSU dieses Verfahrens geschatzt werden kann. Die Priifgerdte miissen die in Tabelle 5 angegebenen Mindest-
anforderungen erfiillen.

C.3.2 Handbetitigte Pipetten

Es missen Pipetten mit einem Nennvolumen verwendet werden, das dem gewiinschten Transfervolumen mog-
lichst nahe kommt.

C.3.3 Waagen
Die in diesem Verfahren verwendeten Waagen miissen die in Tabelle 2 angegebenen Mindestanforderungen
erfiillen.
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C.3.4 Mikroplattenlesegerit

Das Mikroplatten-Absorptionslesegerat muss die in Tabelle 4 angegebenen Mindestanforderungen erfiillen. Es
miissen Bandpassfilter mit einer mittleren Wellenldnge von 492 nm und 620 nm verwendet werden. Alternativ
konnen auch Plattenlesegerdte mit Monochromatoren verwendet werden, die 492 nm und 620 nm als Zentral-
wellenldngen auswahlen kénnen.

C.3.5 Mikroplatten

Es miissen qualitativ hochwertige ANSI/SLAS-Mikroplatten mit flachem und optisch klarem Boden verwendet
werden.

C.3.6 Volumenmessgerite aus Glas

Fiir die Herstellung der Losungen konnen kalibrierte Messgerate aus Glas der Genauigkeitsklasse A verwendet
werden.

ANMERKUNG  Festlegungen fiir Messkolben mit einer Marke sind in ISO 1042 und ASTM E 288 [17] zu finden.

C.4 Reagenzien

C.4.1 Verwendete Chemikalien

Alle Inhaltsstoffe fiir die Herstellung von Reagenzldsungen miissen, sofern nicht anders angegeben, eine ana-
lytische Reinheit von mindestens 99 % aufweisen. Die in diesem Verfahren verwendeten Chemikalien sind in

Tabelle C.2 aufgefiihrt.

Tabelle C.2 — Verwendete Chemikalien

Chemikalien/Lésungen CAS-Nummer? Formel Molekulare Masse
Orange G 1936-15-8 C1¢H19N2Nay07S, 452,36 g/mol
Dinatriumhydrogenphosphat- | = 1076 4 7 | NayHPO, - 2H,0 177,99 g/mol
Dihydrat
Natriumhydroxid, 1 M 1310-73-2 NaOH 40,0 g/mol
Deionisiertes Wasser 7732-18-5 H,0 18,0 g/mol
4 Chemical Abstracts Service Registry Number.

C.4.2 Puffer 0,1M

In einen 2 000-ml-Messkolben werden (35,6 + 0,1) g Dinatriumhydrogenphosphat-Dehydrat und 2 000 pul 1 M
Natriumhydroxidlésung gegeben. Die Losung wird mit deionisiertem Wasser auf 2 000 ml aufgefiillt und mit
einem Magnetrithrer umgeriihrt, bis das Dinatriumhydrogenphosphat-Dehydrat vollstandig geldst ist (dies
kann bis zu 30 min dauern), um einen endgiiltigen pH-Wert von etwa 7 zu erreichen. Der Puffer wird durch
einen 0,2 um Filter filtriert und in einer Polyethylenflasche gesammelt.

Der pH-Wert des Puffers wird gemessen und aufgezeichnet, bevor er fiir die Zubereitung der Orange-G-
Priffliissigkeiten verwendet wird.

C.4.3 Orange-G-Priiffliissigkeiten 8,0 g/1

In einen 500-ml-Messkolben werden (4,0 = 0,05) g Orange G gegeben und mit Puffer versetzt, bis der Meniskus
gerade den Hals des Kolbens erreicht. Ein Magnetriihrer wird hinzugefiigt und die Fliissigkeit wird gertihrt,
bis das Orange G vollstandig aufgelost ist. Der Magnetriihrstab wird entfernt, mit Puffer in den Kolben gespiilt
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und Puffer bis zur Markierung des Kolbens hinzugefiigt. Der Messkolben wird verschlossen und die Fliissigkeit
wird durch vorsichtiges Umschwenken des Kolbens mehrmals gemischt. Die Priiffliissigkeit wird durch einen
0,2 um Filter filtriert und in einer Braunglasflasche aufbewahrt.

C.4.4 Orange-G-Priiffliissigkeit 2,0 g/1

In einen 1 000-ml-Messkolben werden (2,0 + 0,01) g Orange G gegeben und mit Puffer versetzt, bis der Menis-
kus gerade den Hals des Kolbens erreicht. Ein Magnetriihrer wird hinzugefiigt und die Fliissigkeit wird geriihrt,
bis das Orange G vollstandig aufgeldst ist. Der Magnetriihrstab wird entfernt, mit Puffer in den Kolben gespiilt
und Puffer bis zur Markierung des Kolbens hinzugefiigt. Der Messkolben wird verschlossen und die Fliissigkeit
wird durch vorsichtiges Umschwenken des Kolbens mehrmals gemischt. Die Priiffliissigkeit wird durch einen
0,2 pm Filter filtriert und in einer Braunglasflasche aufbewahrt.

C.4.5 Orange-G-Priiffliissigkeit 1,6 g/1

100 ml der 8 g/l Orange-G-Priiffliissigkeit werden mit einem Messkolben abgemessen. Diese Menge wird
in einen 500-ml-Messkolben umgefiillt. Der 100-ml-Kolben wird mit Puffer gespiilt und diese Spiilungen
werden in den 500-ml-Kolben gegeben. Der Puffer wird bis zur Markierung zugegeben, der Messkolben
verschlossen und die Fliissigkeit durch vorsichtiges Schwenken des Kolbens mehrmals gemischt. Die
Orange-G-Priiffliissigkeit wird in eine Braunglasflasche gegeben.

C.4.6 Orange-G-Priiffliissigkeit 0,2 g/1

50 ml der 2 g/l Orange-G-Priiffliissigkeit werden mit einem Messkolben abgemessen. Diese Menge wird in
einen 500-ml-Messkolben umgefiillt. Der 50-ml-Kolben wird mit Puffer gespiilt und diese Spiilungen werden
in den 500-ml-Kolben gegeben. Der Puffer wird dann bis zur Markierung zugegeben, der Messkolben ver-

schlossen und die Fliissigkeit durch vorsichtiges Schwenken des Kolbens mehrmals gemischt. Die Orange-G-
Priiffliissigkeit wird in eine Braunglasflasche gegeben.

C.5 Priifbedingungen

Die Umgebungstemperatur im Priifraum sollte zwischen 15 °C und 30 °C und die relative Luftfeuchte zwischen
40 % und 70 % (nicht-kondensierend) liegen.

C.6 Priifverfahren

C.6.1 Kalibrierkurven

Die Kalibrierkurven werden wie folgt hergestellt:

a) Diein Tabelle C.3 angegebenen Volumina der Orange-G-Priiffliissigkeiten und des Puffers werden vorsich-
tig in Reagenzglaser pipettiert, die fest verschlossen werden konnen. Die Inhalte der einzelnen Reagenz-

glaser werden vorsichtig gemischt.

b) Fiir Platten mit 384 Vertiefungen werden mindestens 5 Wiederholungen von 75 pl jeder Fliissigkeit in einer
Reihe einer Mikroplatte mit 384 Vertiefungen mit einer kalibrierten manuellen Pipette pipettiert.

c) FirPlatten mit 96 Vertiefungen werden mindestens 5 Wiederholungen von 200 pl jeder Fliissigkeitin einer
Reihe einer Mikroplatte mit 96 Vertiefungen mit einer kalibrierten manuellen Pipette pipettiert.

d) Die Platte wird 60 s bei 164 rcf (relative Zentrifugalkraft) zentrifugiert.

e) Die Absorption der Mikroplatte wird bei 492 nm fiir Orange G und bei 620 nm als Referenz gemessen. Die
Referenzabsorption bei 620 nm wird von der Absorption bei 492 nm subtrahiert.

f) Der Durchschnitt von 5 Wiederholungen der gleichen Fliissigkeit wird berechnet.
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g) Die Priifvolumina werden gegen die Absorptionswerte fiir dieselbe Konzentration von Orange G einem Dia-
gramm aufgetragen. Die gemessene Absorption darf 2,0 AU nicht iiberschreiten.

h) Die Regressionskurve wird fiir jeden Volumenbereich berechnet, d.h. fiir die gleiche Konzentration von

Orange G.

i) Jeder Punkt stellt den Durchschnitt von 5 Wiederholungen dar, die manuell pipettiert wurden.

Bild C.1 zeigt ein Beispiel fiir eine Kalibrierkurve fiir den Volumenbereich 0,5 pl bis 2,0 pl in einer Platte mit
96 Vertiefungen.

Tabelle C.3 — Kalibrierpunkte fiir alle Volumina in Mikroplatten mit 96 Vertiefungen und

Full document details: E DIN EN ISO 23783-2:2023-07

384 Vertiefungen
Konzentration Volumen der .. ..
Platten- der Orange-G- Orange-G- Kombiniertes | Pril fv?lumen-
format | Priiffliissigkeit | Priifflissigkeit Puffer Volumen Aquivalent

g/l ul ml pl
384 0,2 50 1ml+450 pl 1,5 2,5
384 0,2 60 1 ml + 440 pl 1,5 3,0
384 0,2 100 1ml+400pl 1,5 5,0
384 0,2 200 1ml+300pl 1,5 10,0
384 0,2 400 1ml+100pl 1,5 20,0
384 2,0 10 2ml+990 pl 3,0 0,25
384 2,0 20 2ml+980 ul 3,0 0,50
384 2,0 40 2ml+960 pl 3,0 1,00
384 2,0 80 2ml+920 pl 3,0 2,00
96 0,2 100 1 ml+900 pl 2,0 10,0
96 0,2 300 1ml+700pl 2,0 30,0
96 0,2 500 1ml+500pl 2,0 50,0
96 0,2 700 1ml+300pl 2,0 70,0
96 0,2 1000 1ml 2,0 100,0
96 1,6 20 1 ml+980 ul 2,0 2,0
96 1,6 30 1ml+970pl 2,0 3,0
96 1,6 50 1ml+950 pl 2,0 5,0
96 1,6 70 1ml+930pl 2,0 7,0
96 1,6 100 1ml+100pl 2,0 10,0
96 8,0 5 1ml+995pl 2,0 0,5
96 8,0 10 1ml+990 pl 2,0 1,0
96 8,0 15 1ml+985pl 2,0 1,5
96 8,0 20 1 ml+980 pl 2,0 2,0
96 8,0 25 1ml+975pul 2,0 2,5
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Bild C.1 — Beispiel einer Kalibrierkurve fiir Priifvolumina von 0,5 pl bis 2,0 pl in Mikroplatten mit
96 Vertiefungen

C.6.2 Priifverfahren
Mit dem zu priifenden ALHS muss das folgende Protokoll durchgefiihrt werden.
C.6.2.1 Mikroplatten mit 96 Vertiefungen

a) Das Zielvolumen der entsprechenden Orange-G-Priiffliissigkeit wird in die Mikroplatte mit 96 Vertiefungen
abgegeben.

b) Die entsprechende Menge Puffer wird hinzugegeben, um die Vertiefung auf ein Endvolumen von 200 pl zu
fiillen; z. B. mit einer kalibrierten Mehrkanalpipette.

¢) Die Platte wird 30s lang auf einem Mikroplattenschiittler bei 1000 min~! (Umdrehungen je Minute)
geschiittelt, um eine vollstdndige Durchmischung der Losungen zu erreichen.

d) Die Mikroplatte wird 60 s lang bei 164 rcf (relative Zentrifugalkraft) zentrifugiert, um Luftblasen zu ent-
fernen und einen definierten Meniskus herzustellen.

e) Die Absorption jeder Vertiefung wird bei 492 nm und 620 nm fiir Orange G bzw. die Referenz gemessen
(wenn das Plattenlesegerdt eine gepulste Lichtquelle verwendet, werden mindestens 10 Blitze je Messung
verwendet). Die Absorption je Messung darf 2,0 AU nicht iiberschreiten.

C.6.2.2 Mikroplatte mit 384 Vertiefungen

a) Das Zielvolumen der entsprechenden Orange-G-Priiffliissigkeit wird in die Mikroplatte mit
384 Vertiefungen abgegeben.

b) Die entsprechende Menge Puffer wird hinzugegeben, um die Vertiefung auf ein Endvolumen von 75 pul zu
fiillen; z. B. mit einer kalibrierten Mehrkanalpipette.

c¢) Die Platte wird 155 lang auf einem Mikroplattenschiittler bei 2000 min~! (Umdrehungen je Minute)
geschiittelt, um eine vollstdndige Durchmischung der Lésungen zu erreichen.
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d) Die Mikroplatte wird 60 s lang bei 164 rcf (relative Zentrifugalkraft) zentrifugiert, um Luftblasen zu ent-
fernen und einen definierten Meniskus herzustellen.

e) Die Absorption jeder Vertiefung wird bei 492 nm und 620 nm fiir Orange G bzw. die Referenz gemessen.
Wenn das Plattenlesegerit eine gepulste Lichtquelle verwendet, werden mindestens 10 Blitze je Messung
verwendet). Die Absorption je Messung darf 2,0 AU nicht iiberschreiten.

C.7 Berechnung des Volumens

Das abgegebene Volumen der Priiffliissigkeit in jeder Vertiefung wird mit Hilfe der linearen Regressions-
gleichung der fiir das abgegebene Volumen geeigneten Kalibrierungskurve zusammen mit dem gemessenen
Absorptionswert bestimmt. Die Regressionsgleichung fiir x wird geldst, um das Abgabevolumen in jeder
Vertiefung zu bestimmen.

BEISPIEL  Auf der Grundlage der in BildC.1 gezeigten Kalibrierkurve wurde die Absorption einer Vertiefung mit

1,442 6 AU gemessen. Die Gleichung fiir die lineare Regression lautet in diesem Beispiel: y = 0,944 2x + 0,026 3. Die Losung
der Gleichung fiir x ergibt in diesem Fall x=1,5 pl der Priiffliissigkeit.

C.8 Riickverfolgbarkeit
Die Messergebnisse der photometrischen Verfahren mit einem Chromophor miissen mit Hilfe der kalibrierten

Waage, der kalibrierten Messkolben und der kalibrierten Pipetten auf das Internationale Einheitensystem (SI)
riickfithrbar sein.
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Anhang D
(normativ)

Gravimetrisches Verfahren, Einkanalmessung

D.1 Allgemeines
Dieses Verfahren beschreibt das Gerat, das Verfahren und das Referenzmaterial fiir die Bestimmung der Mess-

abweichung nach dem gravimetrischen Verfahren. Eine Einzelschwenkwaage wird verwendet, um eine Mes-
sung von jeweils einem einzelnen Kanal vorzunehmen.

D.2 Priifgerat
D.2.1 Waage

Es muss eine Waage verwendet werden, deren Fassungsvermogen dem Priifvolumen entspricht und die die
Mindestanforderungen in Tabelle 3 erfiillt.

D.2.2 Flussigkeitsbehailter

Der Flussigkeitsbehalter muss grofd genug sein, um die gesamte Priiffliissigkeit aufzunehmen, die fiir die
gesamte Priifreihe benotigt wird.

D.2.3 Wagegefaf3

Bei der Auswahl eines geeigneten Wagegefifdes muss der Massenverlust durch Verdunstung berticksichtigt
werden.

Es wird empfohlen, das Wagegefafd mit einem Deckel zu versehen, um den Massenverlust durch Verdunstung zu
verringern. Dies ist besonders wichtig, wenn das Gefafd wahrend des Wagevorgangs zu irgendeinem Zeitpunkt
bewegt wird. Bleibt das Gefafs wahrend des gesamten Wagevorgangs stehen und wird kein Deckel verwendet,
so wird ein Verhaltnis von Hohe tliber der Fliissigkeit zu Durchmesser von 3 : 1 empfohlen.

Das gravimetrische Regressionsverfahren kann auch zur Quantifizierung des Massenverlustes aufgrund von
Verdunstung verwendet werden. Dieses Verfahren wird nur empfohlen, wenn ein offenes Wagegefaf verwen-
det wird, das wahrend des Messvorgangs nicht bewegt wird. Weitere Details sind Anhang E zu entnehmen.

D.2.4 Umgebungsbedingungen fiir die Priifgerite

Die Umgebungsbedingungen des Priifraums miissen mit Hilfe von Priifgerdten nach Tabelle 5 iiberwacht wer-
den.

D.3 Priifflissigkeit

Die Referenzpriiffliissigkeit fiir das gravimetrische Verfahren ist destilliertes oder deionisiertes Wasser der
Qualitat 3 nach ISO 3696, entgast oder im Gleichgewicht mit Luft. Die Priiffliissigkeit muss sich im thermischen
Gleichgewicht mit dem zu priifenden ALHS und dem Priifgerat befinden.

Es konnen auch andere Priffliissigkeiten verwendet werden, sofern die Empfindlichkeit der jeweiligen Prif-

flissigkeit gegeniiber Umgebungsbedingungen bekannt ist und berticksichtigt wird, sofern dies von Bedeutung
ist.
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D.4 Priifbedingungen

Um die Variabilitidt der Ergebnisse zu kontrollieren, sollte die Priiffumgebung so stabil wie méglich gehalten
werden. In Tabelle D.1 sind die empfohlenen Bereiche fiir Temperatur und relative Luftfeuchte sowie die zulas-
sigen Anderungen wihrend der Priifung angegeben. Die Anderung des aufgezeichneten Wertes iiber die Dauer
der Priifsitzung sollte innerhalb des empfohlenen Wertes bleiben.

Tabelle D.1 — Priifbedingungen

Umgebungsbedingung Bereich Anderung wihrend der Priifung
Wassertemperatur 17 °C bis 30 °C; <1°C
Lufttemperatur 17 °C bis 30 °C; <3°C
Relative Luftfeuchte 45 % bis 70 % <10%

Die Waage muss in einer windstillen Umgebung auf einer stabilen, schwingungsfreien Oberflache in derselben
Prifumgebung wie das zu priifende ALHS aufgestellt werden.

D.5 Verfahren
D.5.1 Vorbereitung

Die Umgebungsbedingungen miissen zu Beginn und am Ende des Wagevorgangs aufgezeichnet werden. Die
Differenz zwischen den beiden Messwerten muss mit Tabelle D.1 verglichen werden.

D.5.2 Verdunstung

D.5.2.1 Wigegefifd

Um bei allen Messungen einen gleichbleibenden Massenverlust durch Verdunstung zu erhalten, muss das
Wiagegefifd mit einem Anfangsvolumen an Priffliissigkeit vorbereitet werden, das ausreicht, um den Boden
des Gefafdes vollstandig zu bedecken.

D.5.2.2 Der Massenverlust durch Verdunstung wird bestimmt

Die Umgebungsbedingungen im Priifraum, die Zeit, die fiir eine einzelne Messung benétigt wird, und die Hand-
habung des Wagegefafies wahrend einer Messung beeinflussen den Massenverlust durch Verdunstung.

Bevor das ALHS zur Abgabe der Priiffliissigkeit verwendet wird, muss eine Reihe von mindestens
10 Blindmessungen durchgefiihrt werden.

a) Das Leergewichtdes Wagegefafdes by wird festgehalten, alternativ wird die Waage auf Null gestellt (bg = 0).
b) Wenn das Wagegefaf? in eine Abgabeposition gebracht werden muss, wird es in diese Position gebracht
und der Deckel entfernt, falls ein Deckel verwendet wird. Bei der Positionierung des Wagegefafies miissen
die folgenden Bedingungen erfillt sein:
— die Priiffliissigkeit darf nicht in das Wagegefafd abgegeben werden;
— das ALHS-Flissigkeitsabgabegerat darf nicht mit dem Wagegefafs in Berithrung kommen;
— wenn es nicht mdglich ist, die Fliissigkeitsabgabe oder den Kontakt des Fliissigkeitsabgabegerats mit

dem Wagegefaifs zu vermeiden, um eine Leerwertmessung durchzufiihren, wird das Wagegefafd neben
die Abgabestelle gestellt und die Leerwertmessung in ein Abfallgefaf3 abgegeben.
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c) Es wird eine Leerabgabe durchgefiihrt. Es wird die gleiche Zykluszeit wie bei der Abgabe einer Priiffliis-
sigkeit eingehalten.

d) Die Masse des Wagegefafdes wird als b; angegeben. Eine einzelne Messung des Massenverlustes durch Ver-
dunstung wird mit Gleichung (D.1) berechnet:

b'i = bj — by (D.1)
Dabei ist
b’; der Massenverlust aufgrund von Verdunstung;
b; die Masse des Wagegefafies;
by die Taramasse des Wagegefafies.

e) Der durchschnittliche Massenverlust durch Verdunstung wird durch Berechnung des Durchschnitts aller
Leerwertmessungen nach Gleichung (D.2) ermittelt.

_ nop. z
b = (%) (D.2)
Dabei ist
b'" der durchschnittliche Massenverlust durch Verdunstung;
n die Anzahl der Leerwertmessungen.
D.5.3 Volumenmessung

a) Die Umgebungsbedingungen im Priifraum (Temperatur, relative Luftfeuchte und Luftdruck) und die Tem-
peratur der Priiffliissigkeit zu Beginn der Priifung werden aufgezeichnet.

b) Wenn das Wagegefafd von der Waagschale abgenommen werden muss, damit das ALHS die Priiffliissigkeit
abgeben kann, wird das Wagegefafd entfernt und an die fiir das ALHS geeignete Stelle gestellt.

c) Falls das Wagegefafd einen Deckel hat, wird dieser entfernt. Die Priiffliissigkeit wird mit dem aktuell
gewahlten Priifvolumen in das Wagegefafs gegeben. Der Deckel wird gegebenenfalls wieder aufgesetzt.

d) Wenn das Wagegefafd zur Waagschale gebracht werden muss, um eine Messung durchzufiihren, wird das
Wagegefaf zur Waagschale gebracht.

e) Der Wagewert wird als m; aufgezeichnet.
f) Die Waage wird tariert oder auf Null gestellt und eine neue Messung beginnt.
g) Eswerden so viele Messungen wie notig durchgefiihrt.

h) Die Umgebungsbedingungen im Priifraum und die Temperatur der Priiffliissigkeit miissen am Ende der
Priifung aufgezeichnet werden.
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D.6 Volumenberechnungen
D.6.1 Korrektur beziiglich der Verdunstung

Der durchschnittliche Massenverlust aufgrund von Verdunstung muss zu jeder Waagenmessung addiert wer-
den. Die resultierende Masse wird als korrigierte Masse oder m'; bezeichnet, wie in Gleichung (D.3) dargestellt:

mi=mi+b (D.3)
Dabei ist
m'; die Masse der Priiffliissigkeit, korrigiert um die Verdunstung;
m; der Wagewert.
D.6.2 Uberfiihrung der korrigierten Massen in Volumina
Die nach D.5.3 erhaltenen Werte m; sind Wiagewerte. Zur Uberfiihrung der Wiagewerte m; in Volumina V;. ist

eine Korrektur notwendig, die Wasserdichte und Luftauftrieb der Priiffliissigkeit berticksichtigt. Die Wage-
werte miissen nach Mafdgabe von Anhang A in Volumen umgerechnet werden.

D.7 Riickverfolgbarkeit

Die Messergebnisse der gravimetrischen Verfahren sind auf das Internationale Einheitensystem (SI) riickfiihr-
bar, wenn eine kalibrierte Waage, kalibrierte Priifgerdte zur Uberwachung der Umgebungsbedingungen und
eine ordnungsgemafie Beriicksichtigung der Dichte und des Luftauftriebs der Priiffliissigkeit verwendet wer-
den.

ANMERKUNG1 In AnhangA wird die Umrechnung von Masse in Volumen fiir Wasser beschrieben.

ANMERKUNG2  EURAMET CG-19 [18] enthélt Informationen {iber die Schatzung der MSU fiir dieses Verfahren.
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Anhang E
(normativ)

Gravimetrisches Regressionsverfahren

E.1 Allgemeines

Das gravimetrische Regressionsverfahren ist auf Fliissigkeitsvolumina anwendbar, die in Form von Tropfchen
oder Strahlen vom zu priifenden Gerat (DUT, en: device under test) abgegeben werden, z.B. durch beriih-
rungslose Nanodosierungstechnologien oder Tintenstrahldruckkopfe. Dieses Verfahren eignet sich fiir Volu-
mina zwischen 1 nl und 100 pl je Tropfchen oder Strahl.

Dieses Verfahren basiert auf den in ASTM E542 [19] und ISO 4787 beschriebenen gravimetrischen Prinzipien
zur quantitativen Volumenbestimmung, die an den Nano- und Mikroliterbereich angepasst sind. Bei diesem
Verfahren wird eine lineare Regression der Waagenablesungen durchgefiihrt, die vor und nach der Zugabe
der abgegebenen Priiffliissigkeit kontinuierlich erfasst werden. Dieser Ansatz korrigiert den Massenverlust
aufgrund von Verdunstung wahrend der Messung, der bei sehr kleinen Abgabemengen erheblich ist.

E.2 Priifgerat
E.2.1 Allgemeine Anforderungen

Die fiir dieses Verfahren verwendeten Waagen miissen den in Tabelle 3 angegebenen Mindestanforderungen
an die Leistungsfahigkeit entsprechen. Andere Priifgerdte miissen den in Tabelle 5 genannten Anforderungen
entsprechen.

E.2.2 Priiffliissigkeiten

Die gravimetrische Messung ist weitgehend unabhéngig von der verwendeten Priiffliissigkeit. Die effektive
Dichte der Priifflissigkeit p;, bei der Temperatur t muss bekannt sein, um die gemessene Masse auf das Abgabe-
volumen zu beziehen. Die Dichte kann entweder aus der Literatur oder durch direkte Messung bestimmt wer-
den. Da die Temperatur die Dichte der Fliissigkeit beeinflusst, sollte sie wahrend der Messung prazise gemes-
sen und aufgezeichnet werden. Fiir Dichtemessungen miissen die Priifgerate die in Tabelle E.1 angegebenen
Mindestanforderungen an die Leistungsfahigkeit erfiillen.

Tabelle E.1 — Mindestanforderungen fiir Dichtemessungen

Gerit Auflésung Erweiterte Unsicherheit
(k=2)
Thermometer 0,2°C 1°C
Hygrometer 0,1% RH 3% RH
Barometer 0,5 hPa 4 hPa
Dichtemessgerit 0,00001 g/ml 3,04x107°g/ml

Die Priiffliissigkeiten sollten einen niedrigen Dampfdruck haben, um die Verdunstung der Fliissigkeit aus dem
Tropfchen wahrend der gesamten Messzeit zu verringern.

ANMERKUNG  Eine geeignete Priiffltissigkeit ist Wasser der Klasse 1 nach ISO 3696.
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E.3 Umgebungsbedingungen

Die Messungen sollten unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt werden: Luftdruck zwischen 600 hPa
und 1100 hPa, Umgebungstemperatur zwischen 17 °C und 27 °C und relative Luftfeuchte zwischen 45 %
und 80 %. Die Umgebungsbedingungen (Temperatur, Luftfeuchte, Druck) miissen aufgezeichnet werden,
damit sie bei der Berechnung des Volumens beriicksichtigt werden kénnen.

ANMERKUNG  Die Umgebungsbedingungen beeinflussen die gravimetrische Messung hauptsachlich durch die Bestim-
mung der Luftdichte p, und die Verdunstungsrate der Fliissigkeit aus dem Tropfchen sowie aus der Waage.

E.4 Messaufbau

Der gravimetrische Aufbau muss aus einer hochprazisen Labor-Mikrowaage bestehen. Sowohl die Waage als
auch das DUT miissen auf einem schwingungsisolierten oder -kompensierten Tisch aufgestellt werden, um
mechanische Schwingungen zu reduzieren.

a) Ein Mikro-Wagegefafd muss mit mindestens 200 pl der verwendeten Priiffliissigkeit so gefiillt werden, dass
der Boden des Wagegefafies vollstindig bedeckt ist, und muss in die Mitte der Waagschale gestellt werden.
Das Gefafl und die Waagschale sollten mit einem Schild mit runder Offnung abgedeckt werden.

ANMERKUNG  Wagegefafie aus elektrisch leitfahigem Material (z. B. Metall) sind vorzuziehen, um elektrostatische
Aufladung zu vermeiden.

b) Die Diise des DUT muss sich konzentrisch iiber der Waagschale befinden.

c) Uber dem gesamten Messaufbau muss ein Windschutz angebracht werden, um ihn vor dem Luftzug der
Umgebung zu schiitzen.

E.5 Verfahren
E.5.1 Massenmessungen
Fiir die Durchfiihrung der Massenmessungen miissen die folgenden Schritte befolgt werden.

a) Die Umgebungsbedingungen (Temperatur, relative Luftfeuchte und Luftdruck) zu Beginn des Wagevor-
gangs werden festgehalten.

b) Die Wagewerte werden n-mal vor, wahrend und nach der Abgabe der Priiffliissigkeit festgehalten. Dies
fiihrt zu einer Reihe von Waagenablesungen I; zum Zeitpunktt;. Jede Waagenablesung I; entspricht der
Masse m des gefiillten Wagegefafdes und einer unabhéangigen Messabweichung ¢; die eine zufalligen Mess-
abweichung darstellt (siehe E.6.3).

E.5.2 Volumenbestimmung

Unter idealen Laborbedingungen (konstante Temperatur, Luftfeuchte und Luftdruck) kann davon ausgegan-
gen werden, dass die Verdunstungsrate der Priifflissigkeit konstant ist und m; in einem linearen Verhaltnis
zur Zeitt steht (weitere Informationen liber die Verdunstungsrate von Wasser finden Sie in [20]). Um Ver-
dunstungseffekte zu kompensieren, miissen die in E.5.1 aufgezeichneten Wagewerte vor und nach der Abgabe
der Priiffliissigkeit wie folgt verarbeitet werden:

a) Eswird eine lineare Regression fiir beide Datensatze durchgefiihrt (vor und nach der Abgabe der Priiffliis-
sigkeit).

Unmittelbar nach der Abgabe der Priiffliissigkeit kommt es zu einer plotzlichen Massenzunahme, wie aus den

Wagewerten in Bild E.1 hervorgeht. Dieser abrupte Anstieg pendelt sich nach kurzer Zeit wieder ein, so dass
die Waage nur noch die Verdunstung der Fliissigkeit misst. Daher muss nach der Abgabe der Fliissigkeit eine
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Beruhigungszeit festgelegt werden, wahrend der die Waagenablesungen nicht in die Berechnung der linearen
Regression nach der Abgabe einbezogen werden (siehe Bild E.1).

b) Die Differenz zwischen diesen beiden linearen Regressionswerten (mafter — Mpefore) ZUM Zeitpunkt der
Abgabe der Priiffliissigkeit (t4¢]) wird berechnet. Diese Differenz entspricht der Masse m der abgegebenen
Priiffliissigkeit nach Gleichung (E.1):

m = Mafter — Mbefore (E.1)
Dabei ist
m die Masse der abgegebenen Priiffliissigkeit;

Mafer  die durch lineare Regression der aufgezeichneten Wagewerte nach der Abgabe zum Zeitpunkt der
Abgabe (t4e]) berechnete Masse;

Mpefore die durch lineare Regression der aufgezeichneten Wagewerte vor der Abgabe zum Zeitpunkt der
Abgabe (t4e]) berechnete Masse.

Lgel

Y a

440,45

440,35

440,25

440,15

440,05

Legende

t Dauerins

Y Masseinmg
Waagenablesungen

— lineare Regression

—— Prognoseintervall

a Beruhigungszeit der Waage (die wihrend dieser Zeit aufgezeichnete Masse wird nicht in die Berech-
nungen einbezogen)

Bild E.1 — Diagramm einer typischen Messung —lineare Regressionen der erfassten Masse vor und
nach der Abgabe der Priiffliissigkeit in Abhdangigkeit von der Zeit
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