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Detergenzienlésungen besitzen im Vergleich zu Wasser verénderte Benetzungseigenschaften. Dadurch bleibt beim
Dosieren solcher Losungen vielfach ein fast unsichtbarer Film auf der Pipettenspitze zuriick. Der Einsatz von
sogenannten ,low retention“ Spitzen kann hilfreich sein, um diesen Effekt zu minimieren. Mit einem einfachen
Testsystem (Absorptionsmessungen im Eppendorf BioPhotometer plus) wurden die Eigenschaften im Ablauf-
verhalten von unterschiedlichen ,low retention“ Pipettenspitzen untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Eppendorf
ep.T.I.P.S.® LoRetention im Vergleich mit Spitzen anderer Hersteller die kleinsten verbleibenden Fliissigkeitsmengen

sowie die hochste Dosierprazision aufwiesen.

Detergenzienlésungen haben im Vergleich zu Wasser eine
geringere Oberflachenspannung. Auf Plastikmaterialien
wie Polypropylen perlen solche Lésungen daher nicht

ab, sondern fiihren zu einer Benetzung. So bleibt nach
dem Dosieren ein Flissigkeitsfilm auf der Oberflache der
Pipettenspitze zurlick. Da im Labor verwendete Lésungen
mit Detergenzien (z. B. Enzyml&sungen) in der Regel
durchsichtig und ungeférbt sind, ist der in der Spitze
verbleibende Film kaum sichtbar. Das flhrt dazu, dass
weder der Verlust von Probenmaterial noch die mangelnde
Richtigkeit und Prézision beim Pipettieren sofort wahr-
genommen werden.

Durch die Verwendung von geféarbten Lésungen kon-
nen in der Pipettenspitze verbliebene Tropfen oder
Flissigkeitsfilme besser sichtbar gemacht werden.
Unterschiede zwischen verschiedenen Arten von

Pipettenspitzen sind so nach dem Pipettieren haufig

schon mit dem bloBen Auge erkennbar und helfen zu
beurteilen, ob der verwendete Spitzentyp fiir eine bestimm-
te Losung geeignet ist. Feinere Unterschiede zwischen

den Spitzen lassen sich durch Absorptionsmessungen mit
einem Photometer feststellen. Durch Mehrfachmessungen
kann mit dieser Methode zusétzlich die Prazision der
Dosierungen dargestellt werden.

In diesem Technical Report wurden Eppendorf epT.l.P.S.
LoRetention mit Standard Eppendorf epT.l.P.S. sowie
»low retention“ Spitzen anderer Hersteller mittels eines
Absorptionstest im BioPhotometer plus verglichen.

Diese Versuche zeigen auf, wie die Eigenschaften von
Pipettenspitzen beim Einsatz detergenzhaltiger Lésungen
auf einfache Weise sichtbar gemacht und quantifiziert
werden kdnnen.
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Fir den Test wurden sterile Standard Eppendorf Dualfilter
T.I.P.S. und Eppendorf Dualfilter T.I.P.S. LoRetention sowie
sieben ,low retention“ Spitzen anderer Hersteller der GréBe
200 pL verwendet. Pipettiert wurde mit der elektronischen
Pipette Eppendorf Research pro 20-300 pL.

Diese wurde eingesetzt, um einen manuellen Einfluss
beim Pipettieren, z. B durch unterschiedliche Pipettier-
geschwindigkeiten, auszuschlieBen und dadurch eine
héchstmégliche Reproduzierbarkeit des Versuchs

und der Ergebnisse zu erzielen [1]. Die Pipette wurde
entsprechend der Bedienungsanleitung programmiert [2].
Die Programme mit den eingestellten Optionen sind in
Tabelle 1 aufgefiihrt.

Zuerst wurden mit Standard Eppendorf Dualfilter
T.I.LP.S 100 pL destilliertes Wasser in eine UVette vor-
gelegt (Programm 1) und damit der Leerwert (Blank)
im BioPhotometer plus bestimmt. Mit einer zu testen-
den Pipettenspitze wurden dann 100 pL der geféarbten
Detergenzienldsung aufgenommen und in dasselbe
GefaB durch Abgabe an die GefaBwand zurlick pipettiert
(Programm 2). Um ein automatisches Ansaugen der
Flissigkeit von der GefaBwand zu vermeiden, wurde
folgende, einer manuellen Pipette entsprechende
Abgabetechnik mit der Research pro durchgefiihrt:

Tabelle 1: Programmierung der Eppendorf Research pro zur Durchfiihrung der Experimente

Programm 1:

Vorlegen von 100 pL Wasser in die UVette

- Aufnahme- und Abgabegeschwindigkeit: Héchste

- Option: Standard (vergleichbar einer manuellen Pipette)

Programm 2:

Aufnahme und Abgabe von 100 L Detergenziésung

- Aufnahme- und Abgabegeschwindigkeit: Geringste

- Option: Standard (vergleichbar einer manuellen Pipette)

Als Testflissigkeit wurde eine mit Brilliantblau FCF geféarbte
0,1 % Triton® X-100 Lésung verwendet. Die Absorptions-
messungen erfolgten im Eppendorf BioPhotometer

plus mit Hilfe der Eppendorf UVette® (UV-transparente
Einmalkivetten). Dazu wurde die Methode ,,absorbance”
bei 595 nm ausgewahlt [3], einer Wellenlénge, bei der

der Farbstoff im neutralen bis basischen pH-Bereich gut
absorbiert.

Tabelle 2: Hinweise zur Durchfiihrung der Pipettierversuche

Zu beachten:

Programm 3:

Einspllen der FlUssigkeitsreste in Wasser in der UVette

(100 pL)

- Aufnahme- und Abgabegeschwindigkeit: Geringste

- Option: Rinse (RNS) = dreimaliges Einspulen und
Mischen

Der Ausléseknopf wurde bei Abgabe der Detergenzlésung
gedriickt gehalten und erst nach Entfernen der Spitze

aus der LOsung losgelassen [2] (Tabelle 2). AnschlieBend
wurden die Flussigkeitsreste mit dem in der UVette vorlie-
genden Wasser aus der Pipettenspitze in die UVette einge-
spult (Programm 3).

Die UVette wurde mit einer Schichtdicke von 10 mm

im BioPhotometer plus gemessen. Die Extinktion spie-
gelt die Menge der in der Spitze verbliebenen restlichen
Detergenzl6sung wieder. Fir jeden Spitzentyp wurden

10 Messwerte erhoben und daraus der Durchschnittswert
sowie die Standardabweichung berechnet.

- Die Spitze wéhrend der Aufnahme nur wenige mm eintauchen.

- Die Flissigkeit an der GefaBwand wieder abgeben.

- Den Ausloseknopf der Pipette erst nach vollstédndiger Abgabe und Entfernen der Spitze aus dem GeféB loslassen,

um zu vermeiden, dass wieder Lésung angesaugt wird.

- Luftblasen in der UVette vermeiden.



In Abbildung 1 ist das Ergebnis der Absorptionsmessungen
dargestellt. Je hoher die Extinktion, desto groBer war die
Menge an verbliebener Restflissigkeit in den jeweiligen
Pipettenspitzen. Die epT.l.P.S. LoRetention zeigten

die geringsten Extinktionswerte und die niedrigsten
Standardabweichungen. Hier blieben nur minimale

Reste an Lésung zurlick bei gleichzeitig sehr hoher
Reproduzierbarkeit. Alle anderen getesteten ,low retention“
Spitzen wiesen deutlich héhere Extinktionswerte, d.h. mehr
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Restflissigkeit, auf. Bei Spitze A1 liegt die Extinktion um
den Faktor 1,7 so hoch, wahrend die Spitze D1 sogar den
13-fachen Wert zeigt. Die Spitzen B, D1 und D2 bewe-
gen sich auf einem &hnlichen Niveau wie die Eppendorf
Standard epT.l.P.S., d.h. Spitzen ohne ,low retention®
Eigenschaften. Somit wiesen sie in diesen Versuchen keine
Vorteile beim Pipettieren von Detergenzienlésungen gegen-
Uber Standardspitzen auf.

Abbildung 1: Darstellung der am BioPhotometer plus gemessenen Extinktion pro Spitzentyp als Mittelwert aus 10 Bestimmungen.

Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.
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Eine besonders hohe Standardabweichung ist bei den
Spitzen A2 und C2 bei relativ geringer Absorption zu
erkennen. Hier wich die Restflussigkeit in den einzelnen
Spitzen zum Teil stark voneinander ab. Dieser Effekt
war schon mit bloBem Auge sichtbar. Bedeutende
Unterschiede in den einzelnen Spitzen kdnnen eine
relevante Fehlerquelle beim Pipettieren darstellen.

Diese Experimente wurden ebenfalls mit einer manuellen
Pipette durchgefihrt. Durch eine sehr kontrollierte und
langsame Abgabegeschwindigkeit kénnen die Probenreste
in der Pipettenspitze noch weiter reduziert werden,
allerdings variieren die Werte stérker, da der Faktor
-Mensch® eine zusatzliche mogliche Fehlerquelle darstellt.
Auch hier wiesen die epT.l.P.S. LoRetention die niedrig-
sten Extinktionswerte auf (Daten nicht gezeigt).

Die Ergebnisse zeigen, dass durch Absorptions-
messungen mit dem BioPhotometer plus Unterschiede
im Ablaufverhalten von Pipettenspitzen sehr gut sicht-
bar gemacht werden kdnnen. Vielfach waren diese auch
mit bloBem Auge in der Spitze zu erkennen. Durch die
Zehnfachbestimmung l&sst sich feststellen, in wieweit
Spitzen eines Typs (z. B. aus einer Spitzenbox) homogene
Eigenschaften aufweisen. Damit liegt ein sehr schnelles
und einfach durchzufihrendes Testsystem vor.

Zu beachten ist, dass dieser Versuchsaufbau nicht zur
Kalibrierung von Dosiersystemen nach EN ISO 8655
geeignet ist [4].
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Es wurde ein Test demonstriert, mit dem sehr einfach epT.l.P.S. LoRetention im Vergleich zu ,low retention”

und schnell festgestellt werden kann, ob und in wel- Spitzen anderer Hersteller die geringsten Benetzungswerte
chem AusmaB farbige L&sungen in einer Pipettenspitze und damit ein besonders gutes Ablaufverhalten aufwei-
zurlickbleiben. Damit 18sst sich priifen, ob ein bestimmter sen. Anspruchsvolle Versuche kénnen durch den geringen
Spitzentyp flir die zu verwendende L&sung geeignet ist. Probenverlust und die hohe Homogenitét dieser Spitzen
Die hier durchgefiihrten Experimente belegen, wie auch bei Verwendung mit detergenzhaltigen Lésungen reprodu-
schon an anderer Stelle gezeigt [5], dass die Eppendorf zierbar und zuverlassig durchgefiihrt werden.
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Bestellinformationen

Bezeichnung

ep Dualfilter LoRetention, PCR clean, steril und Pyrogen-frei (10 Racks a 96 Tips = 960 Tips)

0,1-10pL S

0,5-20pL L

2-100 pL

20 - 300 pL

50 - 1000 pL

epT.l.P.S. LoRetention Reloads, PCR clean (10 Trays a 96 Tips = 960 Tips)
0,1-10pL S

0,5-20pL L

2 -200 pL

50 - 1000 pL

epT.l.P.S. LoRetention Reloads, Eppendorf Qualitat (10 Trays a 96 Tips = 960 Tips)
0,1-10pL S

0,5-20pL L

2 -200 pL

50 - 1000 pL

BioPhotometer plus, 230 V / 50-60 Hz

UVette, Original Eppendorf Kunststoffklvette, einzeln verpackt, zertifiziert RNase-, DNA- und
proteinfrei, 80 Stick

UVette routine pack, Eppendorf Quality Reinheitsgrad, wiederverschlieBbare Box, 200 Stiick
Eppendorf Research pro, 20-300 pL, Einkanalpipette mit Ladeadapter

Triton® ist ein eingetragenes Warenzeichen der Union Carbide Corporation.

eppendorf
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Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH - Deutschland - Tel: +49 2232 418-0 - Fax: +49 2232 418-155 - E-mail: vertrieb@eppendorf.de
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Bestell-Nr.

0030 077.610
0030 077.628
0030 077.644
0030 077.636
0030 077.652

0030 072.006
0030 072.014
0030 072.022
0030 072.030

0030 072.049
0030 072.057
0030 072.065
0030 072.073
6132 000.008
0030 106.300

0030 106.318
4860 000.038

Eppendorf Austria GmbH - Osterreich - Tel: +43 1 290 1756-0 - Fax: +43 1 290 1756-20 - E-mail: office@eppendorf.at
Vaudaux-Eppendorf AG - Schweiz - Tel: +41 61 482 1414 - Fax: +41 61 482 1419 - E-mail: vaudaux@vaudaux.ch

Application Support Tel: +49 1803 666 789* - E-mail: support@eppendorf.com

(*9 Cent/Min. aus dem deutschen Festnetz)

eppendorf®, epT.l.P.S.®, ep Dualfilter T.I.P.S., UVette®, Eppendorf Research®, Eppendorf Research pro®, BioPhotometer™, BioPhotometer plus™, epT.l.P.S. LoRetention™
und UVette routine pack™ sind eingetragene Marken. Alle Rechte vorbehalten, einschlieBlich der Graphiken und Abbildungen. Copyright (c) 2010 by Eppendorf AG.
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