COMPATIBILIDAD DE VOLUMENES DOSIFICADOS CON
MICROPIPETA POR PARTICIPANTES DEL CURSO DE METROLOGIA
DE MICROVOLUMENES

) Mauricio Javier Alberini
Area Metrologia de INTI-Rafaela.
alberini@inti.gob.ar

1. OBJETIVO

Determinar el grado de compatibilidad, mediante el
uso del error normalizado, de los volimenes
dosificados con una micropipeta por los participantes
de la capacitacion en Metrologia de Microvolimenes,
y de esta forma evaluar la eficacia del curso, en la
medida en que los participantes mejoren la manera de
dosificar.

2. INTRODUCCION

En el curso de “Metrologia de Microvolumen”,
organizado por el INTI Rafaela en de noviembre de
2016. En dicho curso se abordo, entre otros temas, el
correcto uso de instrumentos a piston, como son las
micropipetas, y donde participaron un total de 13
personas de distintas empresas de la zona. En este
sentido, vale aclarar que cada persona tiene distintas
formas de dosificar: ya sea por el ritmo de pipeteo, la
habilidad con la micropipeta, la experiencia con el
instrumento, o la falta de ella.

Este articulo se pretende determinar si los volimenes
dosificados por cada participante del curso, utilizando
una misma micropipeta, resultan son compatibles
entre si al finalizar el curso.

Por este motivo, al comienzo del curso se solicitd a
cada uno de los asistentes que realizara una serie de
dosificaciones. Una vez finalizado el mismo se repitié
la consigna (proceso de dosificacion). De esta forma
se pudo determinar el indice de compatibilidad de los
participantes entre los valores dosificados al inicio y
los valores dosificados al final. Del mismo modo, se
pudo determinar el indice de compatibilidad de los
participantes contra un valor de referencia.

3. METODOLOGIA

Para poder llevar adelante la actividad se utilizaron los
siguientes equipos:

Tabla 1: Equipos

Variable |Instrumento| Rango |Resolucion
. : (100 a
Volumen (V) | Micropipeta 1.000) L 1pL
Masa (M) Balanza (0a210)g 0,1 mg
Temp. Aire (-10 a 60)
(ta) / Termo °c/ o o
Humedad higrémetro | (10 a 99) GLEE 1L
Rel. (H) %
Temp. Agua | o 1 smetro | (102 100) 0,1°C
(tw) °C
Presion
. . (920 a
Atmosférica | Barémetro 1.050) hPa 0,5 hPa
(Pam)

Es importante aclarar que todos los instrumentos
utilizados durante la capacitacibn se encuentran

calibrados y confirmados metrolégicamente. Sus
errores e incertidumbres se tuvieron en cuenta para el
calculo de la incertidumbre de dosificacion. La balanza
se verificd en el lugar donde se instald y la micropipeta
se calibr6 luego de la finalizacién del curso.

La metodologia utilizada fue la siguiente:

e EIl volumen dosificado (Vp) se definié como el
promedio de 5 (cinco) dosificaciones.

e La balanza se puso a “0” (cero) antes de cada
dosificacion.

o temperatura de referencia de 20 °C.

e Cada participante dosificé al inicio (Vpinicia)) Y al
final del curso (Vpfinal)-

e Todos los participantes dosificaron con la
misma micropipeta en 1 000 pL .

e Se registraron las condiciones ambientales
(temperatura del aire, temperatura del agua,
humedad relativa, presién atmosférica) y la
indicacién de la balanza.

e EIl error aleatorio (Ex) se defini6 como el
desvio estandar de 5 dosificaciones.

e La conversibn de la masa en volumen se
realizé por el método gravimétrico.

e Calculo de incertidumbre de medicion.

Cada participante dosific6 segln su experiencia y
conveniencia. En el transcurso de la jornada de
capacitacion, se presentaron los modos,
recomendaciones y técnicas de dosificacion. La
mayoria de los participantes tenian experiencia en uso
de micropipeta (industria lactea, control de calidad,
etc.), 2 de los participantes nunca utilizaron
micropipetas y solo 1 participante solo desarrolla
actividades de calibracion.

3.1 Método gravimétrico
Para convertir la masa en volumen se utilizé el método
gravimétrico, mediante la siguiente ecuacion:

Voxo=M-Z(1)

Donde:
M= (mF— m, — mE).

me = lectura final en la balanza.

m, = lectura inicial en la balanza.

me = lectura en la balanza de la evaporacion
durante la medicion.

Para nuestro caso, siempre se utilizé en “0” la balanza
antes de la dosificacion. La masa evaporada no se
tuvo en cuenta para la determinacion de masa, pero si
para el célculo de incertidumbre. Por lo tanto:

M =mg

Z:. Es el factor combinado para la correccién del
empuje, la correccibn por expansién térmica del
instrumento y la conversién de masa a volumen. Para



la determinacion del valor Z se le proporciond una
tabla a cada participante.

3.2 Incertidumbre
Para la estimaciéon de la incertidumbre se utilizé el
siguiente modelo matematico:

uvzozuM‘l'uz +uEvap +uEA+uTW+uTA+uH+

Uparm + URes + uTAwp + U camara + utdisp (2)

Uy,0- INcertidumbre de la dosificacion.

uy,: Aporte por incertidumbre balanza.

uz: Aporte por el factor Z, se considera el 0,5 % de Z.
Ugyqap: ApOrte por evaporacion.

ug 4. Aporte estadistico, se utilizé el valor maximo del
error aleatorio tolerado para la micropipeta (Ex = 3 pL).

Usy- Aporte por temperatura del agua.

Uz4: Aporte por temperatura del aire.

uy: Aporte por humedad relativa.

Upgem: ApOrte por presiéon atmosférica.

Uges: Aporte por la resolucidn de la micropipeta.

Urs—w-p- Aporte el efecto en el volumen del colchén
de aire de la pipeta debido a la diferencia de
temperatura entre el agua, la pipeta y el aire.

Uy camara. ApPOrte el efecto en la humedad del aire
exterior respecto de la humedad del aire en el colchén
de aire de la pipeta.

Uraispositivo- APOrte por temperatura del dispositivo. Se
asume que la temperatura del dispositivo es igual a la
temperatura del agua y su aporte de incertidumbre es
el gradiente de temperatura entre el agua y el aire.

3.3 Error normalizado

Una manera de evaluar la compatibilidad de los
valores de cada participante es mediante el uso del
error normalizado con respecto a las incertidumbres
de las mediciones. El calculo del error normalizado es
realizado por el uso de la siguiente ecuacion:

®3)

[Valory—Valor|

E, = — =
J(UValorx) +(UValory)

Donde:
E,: Error normalizado.

Valor,: Resultado de medicién del participante x.
Valor,: Resultado de medicion del participante y.
Uvaior,- INncertidumbre expandida del participante x.

Uvator, Incertidumbre expandida del participante y.

Si el valor del error normalizado (E,,) es menor o igual
qgue 1, esto indica que ambos valores son compatibles.

En este articulo se exponen 2 casos para el célculo
del error normalizado, los mismos se describen a
continuacion:

1° caso:
Determinar el grado de compatibilidad entre cada
participante respecto de los volimenes dosificados al

inicio del curso (Vpinicia-x Y Vbinicia-y) Y 10S volimenes
dosificados al final del mismo (Vpfinai-x ¥ Vbfinal-v)-

2° caso:

Determinar el grado de compatibilidad del valor de
referencia respecto de los voliumenes dosificados al
inicio del curso (Valges VS Vpiniciax) Y l0S volumenes
dosificados al final del mismo (Valgef VS Vifinarx)-

3.4 Valor de referencia

Como valor de referencia se establecio el valor hallado
en la dltima calibracion de la micropipeta: 7 de
diciembre de 2016. El valor es el siguiente:

ValRef = 0,998 mL Ugge, = 0,004 mL

4. RESULTADOS
A continuacion se muestra los resultados hallados:

4.1 Volumen dosificado

En las siguientes tablas y gréaficos se exponen los
valores convertidos de masa a volumen mediante (1).
Tanto para los volumenes dosificados al inicio como al
final, el factor Z fue el mismo con un valor de 1,002 8
mL/g.

Tabla 2: Condiciones ambientales al inicio.
tW ta H I:’a'(m
/°C /°C [ % / hPa
Minimo 22,7 24.4 58 1 000
Maximo 23,1 25,3 61 1 000
Promedio| 22,9 24,9 59 1 000

Tabla 3: Condiciones ambientales al final.
tW ta H Patm
/°C /°C [ % / hPa
Minimo 24 25,3 46 1002
Maximo 24,2 25,8 49 1003
Promedio| 24,1 25,5 48 1002

Tabla 4: Volumen dosificado por cada participante (n)

Vol. Dosificado | Error Aleatorio Ugsoe
n / mL / mL / mL

VDinicial VDfinal EAinciaI EAfinal Uincial | Ufinal

0,981 0,995| 0,027 | 0,003 0,007

0,994 0,994 | 0,002 | 0,003 0,007

0,988 0,997| 0,011 | 0,004 0,007

0,999 0,996 | 0,007 |0,002 0,007

1,002 0,994 | 0,005 | 0,002 0,007

0,996 0,998 | 0,002 | 0,002 0,007

0,995 0,998 | 0,002 | 0,004 0,007

0,992 0,998 | 0,005 | 0,002 0,007

OO (N |0 |WIN(F

0,991 0,998 | 0,002 | 0,003 0,007

10 0,993 1,000 0,001 |0,002 0,007

11 0,995 1,003| 0,001 |0,001 0,007

12 0,994 0,993| 0,001 |0,001 0,007

13 0,997 0,996| 0,001 | 0,000 0,007




Gréfico 1: Volumen dosificado (Vp) (circulos valores al inicio
y cuadrados valores al final) sin incertidumbre.
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Gréfico 2: Volumen dosificado (Vpincia)) (Circulos valores al
inicio) con incertidumbre (barras verticales).
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Gréfico 3: Volumen dosificado (Vprina)) (cuadrados valores al
final) con incertidumbre (barras verticales).
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Gréfico 4: Error aleatorio (Ea) (Circulos error aleatorio al
inicio en rojo y cuadrados error aleatorio al final).
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4.2 Incertidumbre
El célculo de incertidumbre de la dosificacion se
muestra en la siguiente tabla:

Tabla 5: Estimacion de incertidumbre.

u(x;) Distribucién U(\I’/TI13|2_O) M %
Um 0,0010g | Normal, k=2 | 0,0005 | 2,1
uz 0,005 mL/g | Rectangular, 2a| 0,0014 | 17,5
Ugvap | 0,0005 g | Rectangular,a | 0,0003 | 0,7
Uga | 0,003mL | Normal, k=1 0,0030 | 75,0
Upw 0,7 °C Normal, k = 2 0,0001 | 0,1
Ua 1,5°C Normal, k=2 | -3,010° | 0,0
Uy 10 % Normal, k=2 | -1,010° | 0,0
Up 45hPa | Normal, k=2 | 2,010° | 0,0
Ures 0,001 mL | Rectangular, 2a | 0,000 3 0,7
Utawp 1°C Rectangular, 2a| 0,000 6 3.4
Uy cam 10 % Rectangular, 2a| 0,0002 | 0,3
Utdisp 2,5°C Rectangular, 2a| -0,0002 | 0,3
Incertld_umbre U 00035 mL
combinada
Incertidumbre
Expandidad Uosso DLy Tl

4.3 Error normalizado
A continuacién se presentan los errores normalizados
para cada caso.

1° caso: Compatibilidad entre los participantes con sus
valores al inicio y al final.

Tabla 6: Error normalizado (En) para el vol. dosificado inicial
(VDinciaI)-
nf1]2(3|4(5|6(7] 8|9 (10]11]|12(13

1(00(1,3/0,7{1,8/2,1|1,5(1,4|1,111,0(1,2|1,4[1,3(1,6

N

1,3]0,0/0,6/0,5/0,8]0,2(0,1| 0,2 0,3|0,1{0,1/0,0(0,3

0,7(0,6(0,0{1,1|1,4|0,8/0,7| 0,4 0,3|0,5/0,7/0,6/0,9

1,8]0,5(1,1|0,0|0,3(0,3|0,4(0,7|0,8]0,6(0,4/0,5/0,2

2,110,8/1,4(0,3/0,0|0,6(0,7/1,0(1,1|0,9/0,7(0,8|0,5

1,5(0,2(0,8(0,3(0,6(0,0{0,1(0,4]0,5]0,3|0,1|0,2]|0,1

1,4]0,1(0,7|0,4|0,7(0,1|0,0{0,3|0,4]0,2(0,0/0,1{0,2

1,110,2(0,4(0,7(1,0(0,4(/0,3(0,0|0,1]0,1|0,3]|0,2|0,5

Ol | N|J]OO|]O | bd]|W®

1,0/0,3(0,3|0,8(1,1(0,5/0,4(0,1]|0,0]0,2(0,4|0,3(0,6

10| 1,2(0,1(0,5(0,6(0,9(0,3(0,2(0,1]0,2|0,0/0,2|0,1|0,4

11)1,4(0,1|0,7|0,4(0,7|0,1{0,0| 0,3]0,4(0,2/0,0{0,1(0,2

12| 1,3(0,0/0,6/0,5(0,8|0,2(0,1|0,2]0,3(0,1/0,1{0,0(0,3

13| 1,6(0,3(0,9(0,2(0,5(0,1{0,2( 0,5] 0,6 0,4|0,2|0,3|0,0

2° caso: Compatibilidad entre los participantes con sus
valores al inicio y al final, respecto del valor de
referencia.



Tabla 7: Error normalizado (En) para el vol. dosificado final
(Vfinal)-
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Tabla 8:

Error normalizado (En) entre volumen inicial (Vpincial)

y el final (Votina)) cON respecto al valor de referencia (Valger).
En

Participante

Vbinicial Y
ValRef

VDFinaI y
Val Ref
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Grafico 5: Volumen dosificado (circulos valores al inicio y
cuadrados valores al final) sin incertidumbre. Valor de
Referencia (en linea de trazo y punto). Valor de referencia
con incertidumbre (linea de puntos).
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5. CONCLUSIONES

Como se puede apreciar en la tabla 7, al finalizar la
capacitacion el error normalizado de todos los
participantes resulta menor o igual 1, lo cual nos indica

que los resultados son compatibles entre si. A
diferencia de lo que se puede apreciar en la tabla 6 en
donde parte de los valores son mayor a 1 y no
resultan compatibles entre si.

En la tabla 8 se aprecia que en los voliumenes
dosificados al inicio, hay 2 valores que no resultan
compatibles con el valor de referencia. Por otra parte,
todos los volimenes dosificados al finalizar el curso
son compatibles con el valor de referencia.

En el grafico 4 se observa que la mayoria de los
participantes disminuyeron su error aleatorio, y todos
los errores aleatorios resultan menores o iguales a
0,004 mL .
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