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MICROPIPETAS - PIPETAGEM E CALIBRAC_IN-\O

As MICROPIPETAS sdo instrumentos volumétricos
utilizados para a medi¢do de um determinado volume
de liquido quando s3o necessarios valores na ordem
dos microlitros. Sdo instrumentos de medigdo muito
importantes em areas como a quimica, biologia, saude,
farmacia e genética, que trabalham com o doseamento
volumétrico em pequena escala.

Tipos de micropipetas

e Micropipetas de deslocamento positivo utilizadas
para liquidos especificos

e Micropipetas de deslocamento de ar utilizadas na
grande maioria das atividades em laboratodrios.

O principio da operagdo de pipetagem é simples: o
enchimento das micropipetas é realizado através dum
émbolo acionado manualmente que aspira o liquido de
calibragdo. A quantidade de ar entre o émbolo e a
pipeta determina o volume pretendido. O mesmo
émbolo também provoca o escoamento do liquido por
impulsdo do ar.

Calibragao

A calibracdo de micropipetas consiste na determinacao
do volume escoado de uma micropipeta através do
método gravimétrico, utilizando agua como liquido de
calibragdo, a temperatura de referéncia de 209C,
utilizando férmulas adequadas, e que permite obter o
erro volumétrico associado a micropipeta.

O procedimento experimental é baseado na norma ISO
8655 (1) e consiste em efetuar cinco enchimentos
sucessivos de forma a que a micropipeta atinja o
equilibrio de humidade, em seguida muda-se de
seguida a ponteira e faz-se um novo enchimento.

Determina-se o peso do recipiente com agua e pipeta-
se o volume pretendido. Pesa-se o recipiente com 4dgua
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e, por diferenca, determina-se o valor do volume da
micropipeta. Repete-se os ensaios de 3 a 5 vezes sem
limpar o recipiente. Em cada medi¢do deve-se registar
o valor da massa. O valor médio dos ensaios
corresponde a massa escoada da micropipeta.

Para se determinar qual o volume correspondente a
massa escoada da micropipeta utiliza-se a seguinte
formula descrita na I1ISO 4787 (2):

Vzo:(IL_IE)X;X 1-54 x[l—}/(t—ZO)]
Pw =P Ps

Nesta equagdo temos:

Va0 — Volume, a temperatura de 20°C, em ml;

I, — Resultado da pesagem com o recipiente cheio com
dgua, em mg;

Ie — Resultado da pesagem com o recipiente vazio, em
mg;

Pw— Massa da dgua, a temperatura de calibragcdo t, em
mg/mi;

Pa— Massa do ar, em mg/ml (para temperaturas muito
proximas de 202C e a press@Go atmosférica normal pode
ser usado o valor médio de 0,0012 mg /ml );

pv — Massa de referéncia das massas da balanca (para
massas conformes com a OIML 3 3 , normalmente
utilizados, este valor é de 8,0 mg/ml );

y — Coeficiente de expansdo cubica do material de que
é constituida a micropipeta, em °C—1;

t — Temperatura da dgua usada na calibragdo, em °C.

A temperatura do liquido de calibracdo é um elemento
essencial para o calculo do volume, uma vez que a sua
variagdo implica a obtengdo de diferentes valores de
densidade. Assim, é de extrema importancia que o
liquido de calibracdo se encontre a temperatura de
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trabalho do laboratério para que os valores obtidos na
calibragdo possam ser utilizados no decorrer de ensaios
laboratoriais.

A temperatura de referéncia devera ser de (20 + 0.5)
°C. O liquido de calibracdao devera ser agua destilada
com uma condutividade inferior a 5 pS/cm3.

Calculo da incerteza

A incerteza de medi¢do é o parametro associado ao
resultado de uma medicdo, que caracteriza a dispersdo
dos valores que podem ser razoavelmente atribuidos a
medida. Neste caso especifico as componentes da
incerteza vao ser as seguintes:

e Incerteza da pesagem (unm)

e Incerteza da massa volumétrica da dgua (uv),

e Incerteza dos pesos da balanca (up) e do ar (u,)

e Incerteza da temperatura (u:)

e Incerteza da evapora¢ado (Uevao)

e Incerteza do coeficiente de expansdo cubica do
material (uc)

Para se obter a incerteza padrdo multiplica-se cada
componente pelo respectivo coeficiente de
sensibilidade, que descreve como a grandeza Vi é
influenciada pelas variagdes de cada um dos
componentes da férmula utilizada.

Assim, a féormula de célculo da incerteza padrao é a

seguinte:
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A incerteza padrdo é de seguida multiplicada por um
fator de conversdo k (normalmente é 2 para um
numero de graus de liberdade superior a 50) para se
obter a incerteza padrao expandida que corresponde a
um intervalo de confianca de 95%. Assim, o resultado
final da calibragdo ira ser representado por:

V5 = Volume # Incerteza
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Variacao do erro

A soma do mddulo do erro obtido (diferenga entre o
volume nominal e o volume verdadeiro) com o médulo
daincerteza deverd ser igual ou inferior a tolerancia do
instrumento, de forma a que o instrumento possa ser
utilizado nos ensaios a que se destina.

Desempenho da pipetagem

O erro volumétrico obtido na calibragdo da micropipeta
pode ser alterado indevidamente devido a varios
fatores de manuseamento deficiente do material, tais
como um mau funcionamento do émbolo causado pela
fadiga da mola da micropipeta ou erros associados ao
tipo de ponta, entre outros.

Pipetagem
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Figura 01 — Representagao grafica da técnica de pipetagem
Conclusao

A calibragdo das micropipetas é de muita importancia
para os testes analiticos, pois permite verificar quais os
erros e incertezas associados ao material utilizado,
sendo assim possivel a corre¢ao do volume dosado nas
analises realizadas, obtendo-se um resultado final mais
correto e realista.
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