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Etablierung eines Mikrodosierverfahrens zur Herstellung

von Referenzmaterialien

Y. Giesen, F. Raschick, N. Lamm, D. Breuer

Zusammenfassung In der Analytik nimmt die Qualitatskontrolle eine
immer bedeutendere Position ein. Referenzmaterialien sind ftr Kalibrie-
rungen und Qualitiatskontrollen ebenso unverzichtbar wie fiir die Verifi-
zierung der Genauigkeit und Zuverldssigkeit von erhaltenen Resultaten.
Um die Grenzwerte von Gefahrstoffen tiberwachen zu kénnen, mtissen
die angewendeten Verfahren teilweise in sehr niedrigen Konzentrati-
onsbereichen validiert werden. Das bedeutet, dass auch Referenzmate-
rialien diese niedrigen Bereiche abdecken mussen. Ein bereits bekann-
tes, aber noch nicht zur Erzeugung von Referenzmaterialien genutztes
Verfahren ist die Piezo-Mikrodosierung. Diese erlaubt durch die Erzeu-
gung kleinster Flussigkeitstropfen das kontaktlose Dosieren von Fliissig-
keiten in sehr kleinen Volumenbereichen mit sehr hoher Prazision. Ein
solches Mikrodosiersystem wurde auf seine Eignung zur Herstellung
von Referenzmaterialien getestet.

Establishing a micro-metering method for the
generation of reference materials

Abstract Quality control is becoming increasingly important in analysis.
Reference materials are just as essential for calibration and quality con-
trol as for the verification of the accuracy and reliability of the results
obtained. So that it is possible to monitor the limit values of hazardous
substances, the methods applied have to be validated in some cases in
very low concentration ranges. This means that the reference materials
also have to cover these low ranges. An already familiar method, but
one not yet used for the generation of reference materials, is piezo
micro-metering. By generating tiny liquid droplets, it permits the con-
tactless metering of droplets in very small volume ranges with very high
precision. Such a micro-metering device has been tested for its suitabi-
lity for the production of reference materials.

1 Einleitung

Referenzmaterialien sind ein wichtiges Werkzeug in der
chemischen Analytik. Sie sind fiir Kalibrierungen und Qua-
litdtskontrollen ebenso unverzichtbar wie fiir die Verifizie-
rung der Genauigkeit und Zuverlédssigkeit von Messergeb-
nissen. Dabei unterscheidet man zwischen zertifizierten
Referenzmaterialien (ZRM) und Referenzmaterialien (RM).
Die Nachfrage nach Referenzmaterialien steigt stetig an,
insbesondere durch die Anforderungen der DIN EN ISO/
IEC 17025 [1]. Diese Norm empfiehlt den Einsatz von Refe-
renzmaterialien als eine Methode, um die Qualitdt von
Ergebnissen zu gewéhrleisten.

Entsprechend dem ISO-Leitfaden 30 der Internationalen
Organisation fiir Normung (ISO) [2] werden beide Begriffe
wie folgt definiert: Ein Referenzmaterial ist ein ,Material
oder eine Substanz von ausreichender Homogeniidt, von dem

Dipl.-Chem. Yvonne Giesen, Franziska Raschick, M. Sc.,
Nils Lamm, Prof. Dr. rer. nat. Dietmar Breuer,

Institut fiir Arbeitsschutz der Deutschen Gesetzlichen
Unfallversicherung (IFA), Sankt Augustin.

ein bzw. der ein oder mehrere Merkmalwerte so genau festge-
legt sind, dass sie zur Kalibrierung von Messgerditen, zur Be-
urteilung von Messverfahren oder zur Zuweisung von Stoff-
werten verwendet werden konnen.“ Ein zertifiziertes Refe-
renzmaterial hingegen ist ein ,Referenzmaterial mit einem
Zertifikat, in dem unter Angabe der Unsicherheit und des zu-
gehorigen Vertrauensniveaus ein oder mehrere Merkmalwer-
te mit Hilfe eines Ermittlungsverfahrens zertifiziert sind, das
die Riickfiihrbarkeit der Werte auf eine genaue Realisierung
der Einheit erreicht wird.“ Demnach unterscheiden sich
zertifizierte Referenzmaterialien durch ein validiertes
Messverfahren fiir die Quantifizierung der Merkmale, die
Angabe der zugehorigen Messunsicherheit und durch die
Riickfiihrbarkeit der Messergebnisse von Referenzmateria-
lien. RM und ZRM werden zur Kalibrierung von Geriten
oder zur Beurteilung von Messverfahren verwendet [3].

Fiir Messungen an Arbeitsplitzen sind Referenzmaterialien
nur in sehr begrenztem Umfang verfiighar [4]. Das Institut
fiir Arbeitsschutz der Deutschen Gesetzlichen Unfallver-
sicherung (IFA) fiihrt seit vielen Jahren Ringversuche mit
Bezug zur Messung von Gefahrstoffen am Arbeitsplatz
durch [5; 6] und hat daher umfangreiche Erfahrungen auf
dem Gebiet der Herstellung von geeigneten Proben fiir Ver-
gleichsuntersuchungen. Viele der Anforderungen, die Pro-
ben fiir Ringversuche erfiillen miissen, kénnen auch auf
Referenzmaterialien tibertragen werden. Basierend auf die-
sen Erfahrungen verfolgt das IFA unterschiedliche Ansitze,
um Referenzmaterialien herstellen zu konnen.

Eine Maoglichkeit ist die Verwendung einer piezoelek-
trischen Mikrodosiereinheit. Mit dieser kéonnen einzelne
Tropfen unterschiedlicher Fliissigkeiten im Picoliter(pl)-
Bereich kontaktlos dosiert werden. Damit sollen kleinste
Mengen — definiert und reproduzierbar — auf Probentriager
aufgegeben werden. Ziel dabei ist es, Probentrdger so
gleichméflig zu belegen, dass eine relative Standardab-
weichung von unter 1 % erreicht wird.

Die Erfolg versprechenden Vorversuche zur Herstellung
von Referenzmaterialien mit der Dosiereinheit sollen im
Rahmen dieser Publikation vorgestellt werden.

2 Beschreibung des verwendeten Mikrodosierers

Zum Einsatz kommt ein piezoelekirischer Dosierkopf
(MD-K-150-020) der Fa. microdrop Technologies, Norder-
stedt (Bild 1). Dieser erzeugt einzelne Tropfen mit Volu-
mina zwischen 20 und 380 pl, die beriihrungslos dosiert
werden. Die Tropfenerzeugung erfolgt nach dem drop-
on-demand-Tintendruck-Prinzip.

Das Kernstiick der Dosiereinheit bilden die Glaskapillare
und der sie umgebende Piezoaktor. Am unteren Ende ist die
Kapillare zu einer Diise ausgeformt. Das Ganze ist von
einem Schutzgehiuse aus Polyetheretherketon (PEEK)
umgeben. Uber die Fliissigkeitszufuhr wird die zu dosie-
rende Substanz aus einem Vorratsgefdll iiber Druckrege-
lung in den Dosierkopf geleitet. Dazu ist der Dosierkopf mit
einem Druckluftanschluss versehen. Dieser ermoglicht
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Strob. = 50 ps

Strob. =130 ps

Bild 1. Schematischer Aufbau o]
eines Dosierkopfes der MD-
K-Serie der Fa. microdrop [7].
1: Gehduse, 2: Abdeckung,

3: Spannungsversorgung,

4: Heizung, 5: Flussigkeitszu-
fuhr, 6: Dichtung, 7: Piezoaktor,
8: Temperaturfihler, 9: Dise

Strob. =175 ps

durch einen leichten Uberdruck das Befiillen des Dosier-
kopfes und das Entleeren durch einen Unterdruck. Ein Hal-
tedruck sorgt dafiir, dass die Fliissigkeit nicht unkontrolliert
auslduft. Dafiir ist es notwendig, dass das gesamte System
dicht ist [8].

Wird ein Spannungsimpuls auf den Piezoaktor gegeben,
kommt es zur Kontraktion des piezoelektrischen Materials.
Das fiihrt zu einer Druckwelle, die sich durch die Glaskapil-
lare ausbreitet, bis hin zum unteren Ende. Die Fliissigkeit
wird dabei stark beschleunigt, sodass es an der Diise zum
Ausstof eines Fliissigkeitstropfens kommt.

Die Tropfen und deren Entstehung kénnen iiber eine Stro-
boskopdiode und eine Kamera auf dem Bildschirm eines
angeschlossenen Laptops beobachtet werden. Dafiir wird
mit dem auf den Piezoaktor wirkenden Spannungsimpuls
ein kurzer Lichtblitz ausgesendet, der eine Momentauf-
nahme des Tropfens ermoglicht. Uber eine Verzogerung
der Stroboskopdiode im Verhiltnis zum Spannungsimpuls
kann der Tropfen zu verschiedenen Zeitpunkten gezeigt
werden. So kann die gesamte Tropfenbildung verfolgt wer-
den, auch wenn es sich tatsédchlich bei jedem Bild um einen
anderen Tropfen handelt. Die Anzahl der Bilder ist abhédn-
gig von der eingestellten Frequenz.

Uber die Ansteuerelektronik kénnen die Parameter Span-
nung, Pulsbreite und Frequenz eingestellt werden. Durch
die angelegte Spannung ldsst sich die Hohe des Druck-
anstiegs in der Kapillare und damit die Beschleunigung der
Fliissigkeit bestimmen. Die fiir die Tropfenerzeugung beno-
tigte Spannung ist, neben dem Durchmesser der Kapillare,
maligeblich von den Eigenschaften, inshesondere Viskositit
und Oberflaichenspannung, der eingesetzten Fliissigkeit
abhingig. Die Pulsbreite gibt die Dauer des angelegten
Spannungsimpulses an. Beide Parameter miissen daher
gemeinsam betrachtet werden. Nur eine aufeinander abge-
stimmte Einstellung beider Parameter fiihrt zu einer opti-
malen und reproduzierbaren Tropfenbildung. Die Frequenz
entscheidet tiber die Haufigkeit des Auslosens des Span-
nungsimpulses pro Sekunde und damit auch iiber die

Strob. =80 ps

Strob. = 132 ps

Strob. = 200 ps

Bild 2. Tropfenbilder bei unterschiedlichen Stroboskopverzégerungen (Strob.).

T T T

Strob. = 100 ps Strob. = 110 ps

Strab. = 135 ps Strob. = 150 ps

o

o

o
Strob. = 250 s Strob. = 350 ps

Anzahl der Tropfen, die pro Zeiteinheit dosiert werden. Die
Tropfenentstehung in der verwendeten 50-um-Kapillare ist
in Bild 2 dargestellt.

Eine optimale Tropfenbildung ist entscheidend fiir exaktes
Dosieren. Optimal bedeutet dabei ein einzelner, gleich-
maliger Tropfen. Satellitentropfen miissen unbedingt ver-
mieden werden. Nur wenn die Tropfengrolle konstant ist,
ist das dosierte Volumen ausschlief3lich von der Anzahl der
dosierten Tropfen abhéngig und kann damit beliebig vari-
iert oder konstant gehalten werden.

3 Methode und Vorgehen

3.1 Etablierung des Systems

Zunichst wurden Tests mit Wasser durchgefiihrt und die
Abhéngigkeit der Tropfenbildung von den Einstellparame-
tern Spannung, Pulsbreite und Frequenz untersucht. Dabei
hat sich gezeigt, dass das Tropfenvolumen stark von der
Spannung und Pulsbreite abhéngig ist (Bild 3).

Eine Erhohung der Spannung fiihrt ebenso wie eine Er-
hohung der Pulsbreite zu einem groleren Tropfenvolumen.
Dabei beeinflussen Spannung und Pulsbreite sich gegensei-
tig und miissen daher immer in Abhéngigkeit voneinander
eingestellt werden. Bei beiden Parametern gibt es einen
Bereich, in dem die Tropfenbildung optimal ist und eine
Anderung der Einstellung nur wenig Auswirkung auf das
Volumen der Tropfen hat. Dieser Bereich wird als Arbeits-
bereich definiert und muss fiir jeden Dosierkopf und jede
Dosierfliissigkeit einzeln festgelegt werden.

Die Frequenz hingegen hat tiber einen weiten Bereich kei-
nen Einfluss auf die Tropfenbildung und damit auf das
abgegebene Volumen. Erst bei sehr hohen Frequenzen
(>2 000 Hz) findet keine konstante Tropfenabgabe mehr
statt.

3.2 Reproduzierbarkeit der Tropfenbildung
Erste Tests zur Reproduzierbarkeit der Tropfendosierung
wurden mit Wasser durchgefiihrt, an drei Tagen insgesamt
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Bild 3. Abhédngigkeit der dosierten Masse von den Einstellparametern Spannung und Pulsbreite.
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dardabweichung lag fiir die 30-min-
Versuche bei 4,2 % und fiir die
60-min-Versuche bei 2,5 %. Das aus-
gegebene Ziel einer relativen Stan-
dardabweichung von unter 1 % wurde bisher verfehlt.

Als eine Ursache fiir die unzureichende GleichmiBigkeit
der Dosierung werden Verdampfungsverluste an Wasser
angenommen. Die Tropfen haben zwar nur eine kurze Fall-
strecke in das Sammelgefal3, doch zeigen Untersuchungen
von Dragan et al. [9] an Kohlenwasserstoffen, dass die Ver-
dampfung an Tropfen innerhalb weniger Sekunden erfolgt.
Um den Einfluss der Verdunstung zu minimieren, wurden
die 9 000-Tropfen-Versuche mit 25%iger Glycerinlosung
wiederholt. Die wissrige Glycerinlosung weist gegeniiber
reinem Wasser einen deutlich niedrigeren Dampfdruck auf.
Hier konnte tber insgesamt 36 Versuche, die an vier Tagen
durchgefithrt wurden, eine relative Standardabweichung
von 1,7 % erreicht werden.

Tagen.

Bild 4. Dosierung ausgewdhlter Zielkonzentrationen (2,5 mg/I, 4,0 mg/l und 6,5 mg/l) an fiinf verschiedenen

3.3 Versuche mit nicht fliichtigen Analyten

Die bisherigen Ergebnisse hatten gezeigt, dass schwerer
fliichtige Substanzen zuverldssiger und reproduzierbarer
dosiert werden kénnen als leicht fliichtige Substanzen. Im
néchsten Schritt sollten wissrige Losungen der bei Raum-
temperatur praktisch nicht fliichtigen anorganischen Sau-
ren Schwefelsdure und Phosphorsidure dosiert und deren
Anionen mittels lonenchromatographie analysiert werden.
Verschiedene Testserien wurden mit je 100 Proben an
unterschiedlichen Tagen durchgefithrt. Dabei hat sich
gezeigt, dass die angestrebte Reproduzierbarkeit mit einer
relativen Standardabweichung von unter 1 % innerhalb
eines Tages erreicht werden kann. Vergleicht man jedoch
die Ergebnisse von unterschiedlichen Tagen, ergeben sich
deutlich groflere Schwankungen.

Ermittelte Konzentration X der Sulfationen an fiinf Tagen (Soll-Konzentration: 2,5 mg/I).

Sulfat (2,5 mg/I) Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5 Gesamt
Mittelwert der Konzentration X in mg/I 2,52 2,52 2,53 2,53 2,52 2,53
Absolute Standardabweichung in mg/| 0,02 0,01 0,01 0,01 0,00 0,01
Relative Standardabweichung in % 0,6 0,3 0,3 0,2 0,1 0,4
Probenzahl 6 6 6 6 6 30
Tropfenvolumen in pl 136 135 131 135 135 135
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volumen des Kalibriertages abweicht; dies
war an einem der fiinf Versuchstage notwen-
dig.

Fiir diese Versuchsreihe wurden drei Ziel-
konzentrationen ausgewdéhlt. Pro Konzentra-
tion wurden an fiinf Tagen je sechs Proben
hergestellt. In Bild 4 sind die Ergebnisse gra-
fisch dargestellt. Die Tabelle gibt beispiel-
haft die Ergebnisse fiir die Sulfationen bei
einer Zielkonzentration von 2,5 mg/1 wieder.
Bei allen Versuchen konnten die gewiinsch-
ten Zielkonzentrationen in ausreichender
Genauigkeit dosiert werden. Die relativen
Standardabweichungen lagen bei allen Ver-
suchen deutlich unter 1 %. Die Ubereinstim-
mungen von Tag zu Tag sind hervorragend
und liegen nun in der GréBlenordnung der
Belegungen an nur einem Tag. Mit dem hier
gewihlten Verfahren sind die Voraussetzun-
gen zur Herstellung von Referenzmaterialien
erfillt.

4 Ausblick

Bild 5. Mikrodosierer mit Dosier- und Bestiickungseinheit sowie Beobachtungsstation in der
Einhausung. 1: Bestlickungseinheit fir Filter mit zwei Motoren in x- und y-Richtung; 2: Dosiereinheit
mit Vorratsgefal und Dosierkopf; 3: Beobachtungsstation mit Kamera und Stroboskopdiode

—

Ee

Bild 6. Programmierte und getestete Muster zur Filterbelegung.

Die Schwankungen zwischen verschiedenen Tagen werden
im Wesentlichen auf die von Tag zu Tag variierenden Rand-
bedingungen (Raumtemperatur, Luftdruck) zuriickgefiihrt
und miissen durch eine Korrektur ausgeglichen werden.
Grollenmessungen der Tropfen haben gezeigt, dass das
Tropfenvolumen der einzelnen Tropfen trotz identischer
Einstellungen der Dosiereinheit nicht konstant ist. Diffe-
renzen konnen hier iiber die Anzahl der Tropfen korrigiert
werden. Der Austausch der Kamera gegen ein hoher auf-
losendes Modell ermoglichte die prézisiere Ausmessung
der Tropfen und somit die tagesaktuelle Ermittlung des
Tropfenvolumens.

In einer weiteren Versuchsreihe sollen definierte Endkon-
zentrationen dosiert werden. Dazu wurde zunéchst eine
Kalibrierung der Tropfenanzahl gegen die Konzentration
durchgefiihrt. Um eine Korrektur iiber die Tropfenzahl zu
ermoglichen, ist entscheidend, dass auch hierbei das Trop-
fenvolumen bestimmt wird. Fiir die beschriebene Versuchs-
reihe wurde ein Tropfenvolumen von 135 pl ermittelt.
Anhand der Kalibrierung kann nun fiir jede gewiinschte
Konzentration die Tropfenanzahl berechnet werden. Eine
Korrektur tiber die Tropfenanzahl erfolgt, wenn das tages-
aktuelle Tropfenvolumen um mehr als 2 pl vom Tropfen-

Bei den bisherigen Versuchen wurden bis zu
100 Proben mit ausreichender Qualitdt her-
gestellt. Diese Proben wurden an einem Tag
dosiert. Fiir Referenzmaterialien reicht diese
Probenanzahl aber bei Weitem nicht aus.
Zum einen erfordert der Validierungsprozess
eine recht grole Anzahl von Proben, die in
verschiedenen Laboratorien untersucht wer-
den. Zum anderen erwarten die Anwender
von Referenzmaterialien eine ausreichende

8 1]
i

Anzahl zur Verfiigung stehender Proben, um
diese iliber einen angemessenen Zeitraum
als Referenzproben einsetzen zu konnen. Um
dies zu gewdihrleisten, sollten mindesten
500 Proben gleichbleibender Qualitdt zur
Verfiigung stehen. Die abschlielenden Versuche zur Kor-
rektur der Tag-zu-Tag-Variabilitit haben gezeigt, dass es
moglich ist, auch tiber einen ldngeren Zeitraum als einen
Tag gleichméaBig Proben herzustellen. Da die Probenher-
stellung von 500 Proben mehrere Tage dauert, wurde eine
halbautomatische Bestiickungseinheit zur Belegung ent-
wickelt (Bild 5). Diese muss nun so mit dem Dosierer
gekoppelt werden, dass sie in Abhédngigkeit voneinander
programmiert werden konnen. Ziel ist eine gleichméfBige
Belegung der Filter mit den anorganischen Sduren in belie-
biger Konzentration. Bestiickungs- und Dosiereinheit befin-
den sich in einem abgeschlossenen, aber gut zugédnglichen
Gehéduse. Dadurch werden duliere Einfliisse weitgehend
minimiert.

Bei der Programmierung der fiir die Positionierung der Fil-
ter eingesetzten Schrittmotoren sollen folgende Anforde-
rungen beriicksichtigt werden:

e gleichméfige und iiber den ganzen Filter verteilte Bele-
gung,

e dosierte Mengen miissen leicht und ohne Neuprogram-
mierung angepasst werden konnen,

e die Belegung muss rasch erfolgen, damit eine aus-
reichende Anzahl von Probentrigern belegt werden kann.

o,
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Um diese Bedingungen umzusetzen, soll ein Verfahren ent-
wickelt werden, bei dem kontinuierlich von einer Startposi-
tion ausgehend dosiert wird. Das hat den Vorteil, dass Stre-
cke und Geschwindigkeit und damit die Dauer der Bele-
gung konstant sind. Eine Konzentrationsdnderung wird
iiber eine Anderung der Frequenz vorgenommen. In einem
ersten Test wurden verschiedene Belegungsmuster pro-
grammiert, die diesen Anforderungen entsprechen (Bild 6).
Zunéchst muss tiberpriift werden, ob das Muster, nach dem
dosiert wird, einen Einfluss auf die Wiederfindung hat.
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Anderungen bei den Technischen Regeln fiir Gefahrstoffe

Das Bundesministerium fiir Arbeit und Soziales (BMAS) hat
im Oktober folgende vom Ausschuss fiir Gefahrstoffe (AGS)
im Mai 2015 verabschiedete Anderung der Technischen Re-
geln fiir Gefahrstoffe (TRGS) im Gemeinsamen Ministerial-
blatt (GMBL.) bekannt gegeben.

TRGS 551 , Teer und andere Pyrolyseprodukte aus
organischem Material“

Bei Téatigkeiten im Zusammenhang mit der Pyrolyse von or-
ganischem Material ist damit zu rechnen, dass Beschéftigte
gegeniiber Benzo|a]|pyren und anderen polycyclischen aro-
matischen Kohlenwasserstoffen (PAK) exponiert sind.
Unter Pyrolyseprodukte fallen u. a. Stein- und Braunkoh-
lenteer oder Stein- und Braunkohlenteerpech, Pyrolyseole
aus der Pyrolyse von Erdol oder Erdgas, Holzteer aus der
Pyrolyse von Holz, Pyrolysedle aus dem Altreifen- und
Kunststoffrecycling oder die technischen Rulie. Diese Pyro-
lyseprodukte konnen beispielsweise in Kokereien, bei der

Dr. rer. nat. Wolfgang Pflaumbaum,
Institut fiir Arbeitsschutz der Deutschen Gesetzlichen
Unfallversicherung (IFA), Sankt Augustin.

Grafitelektrodenherstellung sowie bei der Herstellung und
Verwendung von Feuerfestprodukten entstehen.

Die Neufassung der TRGS 551 vom Juli 1999 war insheson-
dere erforderlich, weil die bisherigen Beurteilungsmal-
stdbe fiir Benzo[a]pyren in Hohe von 5 bzw. 2 pg/m3 (ehe-
malige TRK-Werte) durch die neuen risikobasierten Beur-
teilungsmablstibe nach TRGS 910 ,Risikobezogenes Mal3-
nahmenkonzept fiir Tatigkeiten mit krebserzeugenden Ge-
fahrstoffen* in Hohe von 700 ng/m?3 fiir die Toleranzkonzen-
tration und 70 ng/m3 fiir die Akzeptanzkonzentration er-
setzt werden mussten. Ferner erfolgte eine Anpassung der
SchutzmaBnahmen an das MabBnahmenkonzept der
TRGS 910 und den aktuellen Stand des Gefahrstoffrechts,
u. a. wurde der Abschnitt ,Informationsermittlung und Ge-
fahrdungsbeurteilung® (Nummer 4) neu aufgenommen.
Beriicksichtigung fanden dariiber hinaus aktuelle Entwick-
lungen beim Stand der Technik, der Arbeitsmedizin und
Arbeitshygiene. Bei den Mallnahmen sind jetzt zusitzlich
die erforderlichen hygienischen Malinahmen und die per-
sonlichen SchutzmafBnahmen beschrieben sowie die der-
male Exposition gegeniiber hautresorptiven PAK bertick-
sichtigt. Der Abschnitt ,Arbeitsmedizinische Pravention®
(Nummer 6) wurde vollstindig neu gefasst (Anpassung an
die Verordnung zur arbeitsmedizinischen Vorsorge).
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