Note 192 | Juli 2008

Eppendorf epT.l.P.S. LoRetention - Bestimmung
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Beim Pipettieren von detergenzhaltigen Fliissigkeiten bleibt aus physikalischen Griinden stets ein Fliissigkeitsfilm
auf Pipettenspitzen aus Standardmaterial zuriick. Dieser ist je nach Art der Anwendung und der Handhabung
unterschiedlich stark ausgepréagt. Durch diesen Effekt geht zum einen wertvolles Material verloren und zum
anderen kann die Préazision des Dosierens leiden. Die hier beschriebenen Experimente zeigen, dass die Eppendorf
epT.l.P.S LoRetention nach Einsatz entsprechender L6sungen eine stark reduzierte Restfeuchte aufweisen.
Dadurch ist der Materialverlust minimal und die Prézision der Pipettierungen sehr hoch.

Die Prazision und Richtigkeit beim Pipettieren von Flussig-
keiten bildet die Grundlage fir aussagekréftige und repro-
duzierbare Ergebnisse. Gerade im molekularbiologischen
Bereich kommen immer sensitivere Methoden zum Einsatz,
die ein genaues Dosieren auch sehr kleiner Volumina not-
wendig machen.

Wichtige Einflussfaktoren auf die Genauigkeit eines Dosier-
systems stellen Design, Material und Fertigung sowie auch
die perfekte Abstimmung von Gerat und dazugehdrigen
Einmalartikeln dar. Nicht zu vernachlassigen ist ferner die
Wahl des am besten geeigneten Systems und der richtigen
Technik fur die jeweilige Anwendung [1, 2, 3]. Beispielsweise
sollte flir sehr viskose Losungen oder Losungen mit einem
hohen Dampfdruck eher ein Direktverdréangersystem als
eine Kolbenhubpipette gewahlt werden. Alternativ kommt
auch die Technik des reversen Pipettierens in Betracht.

Ein weiteres Phanomen tritt bei der Verwendung detergenz-
haltiger L6sungen auf. Diese weisen eine im Vergleich zu

Wasser verminderte Oberflachenspannung auf, welche zur
Benetzung von Polypropylenoberflachen fiihrt. Aus diesem
Grund bleibt nach Abgabe von Flissigkeit aus einer konven-
tionellen Pipettenspitze ein Film auf dessen Oberflache
zuriick, der je nach Art der Lésung, Anwender, Abgabege-
schwindigkeit und Qualitat der Pipettenspitze unterschiedlich
stark ausgeprégt ist. Zuséatzlich zu der beeintrachtigten
Richtigkeit und Préazision wird die Handhabung haufig
durch Schaumbildung erschwert.

In der Molekularbiologie sind Detergenzien in vielen
Enzymldsungen (z. B. Restriktionsenzyme, Polymerasen,
PCR Mastermixe) und in Losungen zur Praparation von
Probenmaterial wie Nukleinsduren und Proteinen enthalten.
Neben einem Einfluss auf die Homogenitat und Reprodu-
zierbarkeit der Ergebnisse ist gerade bei Enzymldsungen
zu bedenken, dass mit jeder benutzten Pipettenspitze auch
teures Reagenz ohne Nutzen verbraucht wird.
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Fir diese Anwendungen wurden die Eppendorf epT.I.P.S.
LoRetention entwickelt. Die aus hochreinem Polypropylen
bestehenden Spitzen werden durch ein neuartiges Plasma-
verfahren hydrophober gemacht. Dadurch wird der so ge-
nannte ,low retention“ Effekt erzielt, der bewirkt, dass auch
Flissigkeiten mit geringer Oberfldchenspannung keinen
Flissigkeitsfilm mehr ausbilden und so eine genaue und
prazise Dosierung méglich wird (Abb. 1). Wichtig ist, dass
die Tips nicht silikonisiert sind oder eine dhnliche Beschich-
tung aufweisen, die sich ablésen und mit der Probe inter-
ferieren kann.

In diesem Technical Report wird die nach einem Pipettier-
schritt verbleibende Restflissigkeit in verschiedenen Pipet-
tenspitzen bestimmt. Dafiir werden in der Molekularbiologie
typische Detergenzienlésungen eingesetzt. Verglichen wer-
den Eppendorf epT.l.P.S. Standard und LoRetention sowie
»low retention” Spitzen von drei weiteren Herstellern.

Material und Methoden

Abbildung 1: Pipettenspitzen nach Aufnahme und Abgabe einer deter-
genzhaltigen Farbldsung

a) Standard Spitze

b) Eppendorf epT.l.P.S. LoRetention

Fur die Experimente wurden Eppendorf epT.I.P.S. Standard
und LoRetention der GroBen 200 pl und 10 pl eingesetzt.
Zusatzlich wurden ,low retention“ Spitzen im 200 pl Format
von 3 weiteren Herstellern und im 10 pl Format von 2 Her-
stellern getestet.

Eingesetzt wurden die elektrischen Pipetten Eppendorf
Research® pro (200 pl und 10 pl). Diese wurden jeweils auf
die langsamste Abgabegeschwindigkeit eingestellt. Der
Uberhub (Blow) wurde als Option ausgewahit [4]. Es wur-
den folgende detergenzhaltige Flissigkeiten verwendet:
0,1 % Triton® X-100, 1 % SDS, MasterMix (2,5 x) (5-Prime).
Far Triton X-100 wurde zuséatzlich ein Experiment mit der
manuellen Eppendorf Research® 200 pl und den entspre-

Ergebnisse und Diskussion

chenden Spitzen durchgefiihrt.

Die jeweilige L6ésung wurde auf der Waage (Mettler Toledo
AG 285, Mettler Toledo SAG 245 P) in einem kleinen Gefal
vorgelegt und als Nullwert genommen. AnschlieBend wur-
den 200 pl bzw. 10 pl Flissigkeit aufgenommen und még-
lichst langsam wieder abgegeben. Es erfolgte eine Pause
von ca. 5 Sekunden bevor eventuell nachgelaufene Flissig-
keit mittels des Uberhubs (Blow) [4] ebenfalls abgegeben
wurde. Die Differenz zum Ausgangsgewicht wurde notiert.
Jede Messung wurde 10 x durchgefiihrt. Daraus wurden
Mittelwert und Standardabweichung berechnet und die Werte
in einen prozentualen Verlust (Restfeuchte) umgerechnet.

Die Abbildungen 2-4 zeigen, dass die Benetzung der
Eppendorf epT.l.P.S. LoRetention fiir beide Pipettenspitzen-
gréBen (10 pl und 200 pl) im Vergleich zu Standardspitzen
und ,low retention“ Spitzen anderer Hersteller am geringsten
ist. Zusétzlich wird mit allen getesteten Losungen eine sehr
hohe Préazision erzielt. Grundsatzlich ist die Restfeuchte bei
Verwendung der 10 pl Spitzen hoher als bei den gréBeren
200 pl Tips, was an dem ungtinstigeren Verhéltnis der
Oberflache zum Volumen liegt.

Der an der Pipettenspitze verbleibende Flussigkeitsfilm ist
am stérksten beim PCR Mastermix ausgepragt (Abb. 2).
Bemerkbar macht sich dieser Effekt bei der Tatsache, dass

trotz groBzligig berechneter Ansatze der Mastermix vielfach
nicht oder kaum ausreicht. Das ist auf die tblicherweise in
diesen Reagenzien vorhandenen Detergenzien und weitere
Zusétze wie Glycerin, die zu einer hoheren Viskositat fihren,
zurtickzufihren.

Pro Pipettierschritt bleiben bei Verwendung einer 10 pl
Standardspitze durchschnittlich 1,4 mg (12,6 %) und bei
einem entsprechenden 200 pl Tip 5,6 mg (2,5 %) zurlck.
Diese Werte lassen sich durch Einsatz der LoRetention
Tips auf 0,6 mg (entspricht 5,0 % in der 10 pl Spitze) bzw.
0,7 mg (entspricht 0,3 % in der 200 pl Spitze) stark reduzieren.
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Abbildung 2: Restfeuchtebestimmung mit 10 pl und 200 pl Pipetten-
spitzen fir PCR Mastermix unter Verwendung der elektrischen Pipette
Research pro. (n.b.: Wert wurde nicht bestimmt)

Bei der 1 %igen SDS L&sung ist die Benetzung insgesamt
geringer (Abb. 3). Die Eppendorf LoRetention Spitzen fiihren
aber auch hier zu besseren Ergebnissen und verdeutlichen,
mit welch hoher Prazision die Lésung dosiert werden kann.
Auf der anderen Seite weisen die ,low retention“ Spitzen
der anderen Hersteller zum Teil sogar eine schlechtere
Performance als die Eppendorf Standardspitzen auf.
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Abbildung 3: Restfeuchtebestimmung mit 10 pl und 200 pl Pipetten-
spitzen fir 1% SDS Losung unter Verwendung der elektrischen Pipette
Research pro. (n.b.: Wert wurde nicht bestimmt)

Es wurde gezeigt, dass sich mit den Eppendorf epT.l.P.S.
LoRetention sehr gute Resultate beim Dosieren verschiede-
ner detergenzhaltiger L&sungen ergeben. Detergenzien
sind in vielen Enzyml&ésungen, vor allem in Polymerasen
und PCR Mastermixen enthalten und werden bei der Isolie-
rung von Nukleinsduren und Proteinen eingesetzt. Fir
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Neben den Ergebnissen fur Triton X-100 (0,1 %) mit der elek-
tronischen Pipetten sind in Abbildung 4 auch Ergebnisse
bei Verwendung der manuellen Research Pipette dargestellt.
Die Restfeuchte ist jeweils fir die epT.I.P.S. LoRetention am
geringsten bei gleichzeitig sehr hoher Prazision der Werte.
Zusétzlich ist ein Einfluss der verschiedenen Pipettentypen
kaum erkennbar. Bei Verwendung der Standardspitzen und
der anderen ,low retention” Tips ist sowohl die Restfeuchte
deutlich héher als auch ein Unterschied zwischen manuellem
und elektronischem Pipettieren vorhanden. Damit wird
gezeigt, dass diese Variable, die sich in einer unterschied-
lichen Pipettiergeschwindigkeit oder anderen Faktoren des
Handlings duBern kann, einen Einfluss auf das Dosierergebnis
hat. Wenn Eppendorf LoRetention Spitzen verwendet
werden, wird dieser Effekt minimiert.

Restfeuchte 0,1 % Triton X-100
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Abbildung 4: Restfeuchtebestimmung mit 10 pl und 200 pl Pipetten-
spitzen flr 0,1 % Triton X-100 Lésung unter Verwendung der elek-
trischen Pipette Research pro und der manuellen Research Pipette (M).
(n.b.: Wert wurde nicht bestimmt)

diese Anwendungen kommt es sehr auf hohe Pipettier-
genauigkeit und Reproduzierbarkeit an. Weiterhin kann
durch Einsatz der Eppendorf LoRetention Spitzen wert-
volles Probenmaterial und teure Reagenzien nahezu ver-
lustfrei pipettiert werden und somit Material effizient
genutzt werden.



Application Note 192 | Seite 4

[11 Eppendorf Userguide No. 19, Liquid Handling 1 (www.eppendorf.de)
[2] Eppendorf Userguide No. 20, Liquid Handling 2 (www.eppendorf.de)
[8] Eppendorf Userguide No. 21, Liquid Handling 3 (www.eppendorf.de)

[4] Bedienungsanleitung Eppendorf Research pro (www.eppendorf.de)

Bestellinformationen

Bezeichnung Verpackung Bestell-Nr.
epT.l.P.S. LoRetention Dualfilter, PCR clean, steril und Pyrogen-frei

0,1-10plS 10 Racks a 96 Tips = 960 Tips 0030 077.610
0,5-20plL 10 Racks a 96 Tips = 960 Tips 0030 077.628
2-100 pl 10 Racks a 96 Tips = 960 Tips 0030 077.644
20 - 300 pl 10 Racks a 96 Tips = 960 Tips 0030 077.636
50 - 1000 pl 10 Racks a 96 Tips = 960 Tips 0030 077.652
epT.l.P.S. LoRetention Reloads, PCR clean

0,1-10plS 10 Trays a 96 Tips = 960 Tips 0030 072.006
0,5-20plL 10 Trays a 96 Tips = 960 Tips 0030 072.014
2 -200 pl 10 Trays a 96 Tips = 960 Tips 0030 072.022
50 - 1000 pl 10 Trays a 96 Tips = 960 Tips 0030 072.030

epT.l.P.S. LoRetention Reloads, Eppendorf Qualitat

0,1-10plS 10 Trays a 96 Tips = 960 Tips 0030 072.049
0,5-20plL 10 Trays a 96 Tips = 960 Tips 0030 072.057
2 —200 pl 10 Trays a 96 Tips = 960 Tips 0030 072.065
50 - 1000 pl 10 Trays a 96 Tips = 960 Tips 0030 072.073

Triton ist ein eingetragenes Warenzeichen der Union Carbide Corporation.
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