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CONTRÔLE DE QUALITÉ DES PIPETTES

1. Contrôle d'une pipette automatique : P200

1.1. Documents:

· Lire les documents « fournisseur » pour l’utilisation et l’entretien des pipettes. 

· Relever les spécifications de la pipette.
1.2. Contrôle de l’étanchéité :
Prélever 100 µL d’eau, maintenir la pipette verticale et vérifier qu’elle ne fuit pas.

1.3. Contrôle par pesée: contrôle gravimétrique
Matériel:

· Balance de précision avec atmosphère humidifiée.

· P200 + cône

· eau distillée

Noter:

· le volume nominal de la pipette

· le volume minimal de la pipette

· la pression barométrique

· la température de l'eau utilisée avant et après essai

· la température de l’air avant et après essai

Protocole:

1.3.1. Contrôle du volume prélevé : Essais en aspiration: ( Vmini ; V = 100 µL et V=200 µL)

· Équilibrer la pipette automatique par 3 ou  4 aspirations d'eau distillée.

· Placer un récipient contenant de l'eau distillée sur le plateau de la balance, le tarer, prélever le volume d'eau à la pipette et noter la masse (négative) affichée.

· Recommencer 10 fois l'opération.

1.3.2. Contrôle du volume délivré : Essais en distribution: (Vmini ; V = 100 µL et V=200 µL)

· Placer un récipient vide sur le plateau de la balance, le tarer.
· Prélever le volume d'eau dans un récipient externe, le rejeter dans le récipient et noter la masse (positive) affichée. 

· Recommencer 10 fois l'opération.

1.4. Résultats:

Pour chaque série de 10 mesurages :

· Calculer le volume correspondant à la masse mesurée.

· Calculer les paramètres statistiques permettant de caractériser les performances des pipettes:

· moyenne Vm des volumes
· écart-type de répétabilité Sr

· coefficient de variation CV =
[image: image4.wmf]ú

ú

ú

ú

ú

û

ù

ê

ê

ê

ê

ê

ë

é

÷

÷

ø

ö

ç

ç

è

æ

-

-

-

÷

ø

ö

ç

è

æ

-

-

-

=

1

2

1

2

1

1

2

1

U

1

V

D

D

D

U

S

S

D

D

D

U

D

A

A

A

A

A

A

R

R

A

A

A

A

V


· Déterminer le biais et l'erreur de justesse relative

IR= 
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Vc = volume cible

· Analyser et interpréter les résultats par rapport à l’EMT de la pipette.
2. Contrôle d'une pipette à piston à 2,  5  et 10 µL
Méthode photométrique « à deux colorants et différentes cuves »

INSTRUCTIONS – (ADAPTE DE  ISO 8655-7 :2005(F) et ISO/TR 16153 :2004(F) )
2.1. Principe

Le principe de la méthode repose sur la mesure d’un facteur de dilution. Il s’agit de prélever le volume soumis à l’essai (avec la micropipette) à partir d’une solution mère d’un colorant rouge et de le transférer dans un volume exactement connu de diluant. 
Après homogénéisation, l’absorbance est mesurée au pic du colorant. La loi de Beer-Lambert donne alors une relation permettant de calculer le volume soumis à essai.

L’utilisation de cuves différentes pour l’étalon et l’essai entraîne des variations de parcours optique et de zéro de cuve. Cette difficulté est résolue en utilisant un étalon interne bleu. Les absorbances sont alors mesurées à deux longueurs d’onde.
Réactifs (pour contrôle de pipette 2 à 10 µL)
- Solution mère de chromophore Ponceau S à 6,87 g/L. L’absorbance théorique en supposant la loi de Beer-lambert linéaire à l’infini est de 313,5, à 520 nm, pour un trajet optique de 1 cm. Filtré 0,2 µm.
- Diluant : tampon phtalate 0,02 mol/L pH 6,0 contenant 3,74 g/L d’EDTA tétrasodique et 1,12 g/L de CuCl2,2H2O,  pH 6,0, filtré sur 0,2 µm et présentant ainsi un pic d’absorbance à 730 nm.
- Tampon phtalate 0.02 mol/L pH 6,0

Préparation de la solution étalon (pour contrôle de pipette 2 à 10 µL)
Diluer la solution mère de chromophore Ponceau S dans le diluant : 2 mL exactement de solution  mère de chromophore Ponceau S (pipette jaugée 2 traits de classe A) qsp 1000 mL avec le diluant en fiole jaugée de classe A. Fermer soigneusement. Soit R le facteur de dilution. (R = 1/500).
2.2. Réalisation des mesures

L’idéal est de travailler avec un spectrophotomètre réalisant les mesures en mode multilongueur d’onde.

Mise à zéro du spectrophotomètre :

Préparer une cuve pour photométrie contenant du tampon phtalate.  Régler le photomètre à zéro d’absorbance pour les 2 longueurs d’onde 520 et 730 nm.

Absorbances de l’étalon et des essais :

Vider cette première cuve, la rincer et la charger en solution étalon. (Il ne faut absolument pas toucher aux faces optiques, l’idéal serait de pouvoir manipuler sans déplacer la cuve).

Lire les absorbances à 520 nm et 730 nm : AS1 et AS2 respectivement.

Préparer une nouvelle cuve contenant VD = 2,00 mL de diluant délivrés à l’aide d’une pipette jaugée 2 traits de classe A. Lire les absorbances à 520 nm et 730 nm : AD1 et AD2 respectivement.

Ajouter à cette cuve (contenant les 2,00 mL de diluant) « Vu » de la solution mère de chromophore, homogénéiser et mesurer l’absorbance à 520 nm. Soit AU la valeur obtenue. « Vu » est le volume de la pipette à contrôler.

	 
	Volume contrôlé (en µL)

	Valeurs « attendues » d'absorbance
	2
	5
	10

	AS1
	

	AS2
	

	AD1
	
	
	

	AD2
	
	
	

	AU
	
	
	

	VU (µL)
	calcul
	calcul
	calcul


Calcul des volumes Vu des essais :
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	Valeur cible pour Vu
	Incertitude type
	Incertitude élargie (k=2)
	EMT

	2 µL
	0,013 µL
	0,026 µL
	± 0,12 µL

	5 µL
	0,032 µL
	0,064 µL
	± 0,20 µL

	10 µL
	0,066 µL
	0,13 µL
	± 0,38 µL


· Réaliser 5 mesures pour chaque volume cible.

· Calculer le volume Vu pour chaque mesurage.

· Calculer l’erreur de justesse des volumes.

· Calculer l’écart type de répétabilité.

· Déclarer la conformité ou la non-conformité de la pipette.

2.3. Interprétation des résultats selon l’ISO 8655-2-5

	Test de justesse

L’erreur de justesse (Ev) des volumes de  l’instrument est  inférieure ou égale à l’erreur maximale tolérée (EMTj) :

· |Ev| ≤ EMTj pour un  constat de vérification standard

· |Ev|+ |Uet| ≤ EMTj pour un constat de vérification Cofrac

et

Test de fidélité
L’erreur de répétabilité exprimée par l’écart type expérimental (Sv) est inférieure ou égale à l’erreur maximale tolérée de fidélité (EMTfidélité)
· Sv ≤ EMTf
Si l’un des deux paramètres n’est pas vérifié, l’instrument est déclaré non conforme.




Matière d’œuvre :

Solution mère de rouge Ponceau S à 6,87 g/L en eau dégazée , flacon brun. Filtrer la solution sur filtre 0,2 µm. Conserver 1 mois au frigo. (100 mL )

Tampon zéro : tampon phtalate 0,02 mol/L ajusté à pH 6,0 ( 4,08 g d’hydrogénophtalate de potassium et 13,3 mL de NaOH à 1 mol/L pour 1 litre). Préparation  en eau dégazée et filtration  sur filtre 0,2 µm. Conserver 1 mois au frigo. (3 L)

Diluant : tampon zéro contenant 3,74 g/L d’EDTA tétrasodique et1,12 g/L de CuCl2, 2H2O pH6,0, filtré à travers un filtre 0,2 µm. Conserver 1 mois au frigo. ( 2 L)

Cuves spectro neuves

1 fiole de 1 L

1 pipette jaugée à 2 mL

� EMBED Equation.3  ���
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