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Vorwort zur zweiten Ausgabe

Seit der ersten Ausgabe dieses Leitfadens im Jahre 1998 haben wichtige Entwicklungen im Hinblick auf die
Qualitit in der Analytik stattgefunden. Zunichst ist die Normenreihe der ISO 9000, die breite Anwendung
als Grundlage fiir das Qualitditsmanagementsystem findet, iiberarbeitet worden. Ihre Philosophie ist integ-
raler Bestandteil von Normen und Leitfiden zur Konformitétsbewertung, die die Kompetenzanforderungen
an Laboratorien, Anbieter von Eignungspriifungen (EP) und Hersteller von Referenzmaterialien (RM) un-
tersetzen. In all diesen Dokumenten wird die Bedeutung der Verwendung validierter Verfahren hervorge-
hoben.

Zweitens sind mehrere allgemeine bzw. sektorspezifische Leitfaden zur Verfahrensvalidierung iiberarbeitet
bzw. erarbeitet worden. Die EU-Gesetzgebung enthilt in vielen Branchen verbindliche Anforderungen an
analytische Messungen.

Drittens ist seitens der Analytiker viel Aufwand bei der Umsetzung des Unsicherheitsbegriffs betrieben
worden. Z. B. in den Harmonized guidelines for single-laboratory validation of methods of analysis (2002)
sagte [IUPAC voraus, dass ,,...mit einer zunechmenden Verlésslichkeit der Messunsicherheit als ein Schliis-
selindikator sowohl fiir die ZweckméBigkeit als auch die Zuverléssigkeit von Ergebnissen die analytischen
Chemiker in zunehmendem MalBle die Validierung von Messungen zur Unterstiitzung der Messunsicher-
heitsabschédtzung vornehmen werden, ...“. In den Folgejahren haben Akkreditierungsstellen Richtlinien und
Leitfaden herausgegeben, die die Verwendung von Daten aus der Verfahrensvalidierung im Prozess zur
Messunsicherheitsabschétzung klar anerkennen.

Dariiber hinaus ist der International vocabulary of metrology — Basic and general concepts and associated
terms (VIM) unter Beriicksichtigung chemischer und biologischer Messungen grundlegend iiberarbeitet
worden. Obwohl die Terminologie zur Verfahrensvalidierung noch ldngst nicht harmonisiert ist, hat die
Situation sich verbessert. VIM ist auch ein normatives Dokument fiir Laboratorien, die z. B. nach ISO/IEC
17025 und ISO 15189 akkreditiert sind.

Ziel der zweiten Ausgabe dieses Leitfadens ist es, Verdnderungen in den internationalen Normen und Leit-
faden widerzuspiegeln und weniger Wert auf Begriffe und Definitionen zu legen. Stattdessen nimmt der
Leitfaden Bezug auf den VIM und andere zur Verfiigung stehende Quellen. In Konsequenz dessen sind
Begriffe und Definitionen im Anhang nicht mehr aufgefiihrt worden. Die in dieser Ausgabe des Leitfadens
zitierte Literatur ist im Quellenverzeichnis am Ende der Publikation aufgelistet. Weitere Quellen und Lite-
raturangaben zur Entwicklung und Validierung von Verfahren findet man als ,Reading List* (Literaturliste)
unter dem Meniipunkt ,,Publications* (Veroffentlichungen) auf der Webseite von Eurachem unter
www.eurachem.org. Als Folge von Anderungen an ISO 78-2 wird Anhang A iiberarbeitet. Diese Ausgabe
wurde ebenfalls erweitert, um Informationen iiber statistische Grundlagen zur Berechnung von Nachweis-
grenzen (Anhang B), zur Varianzanalyse (Anhang C) und zur qualitativen Analyse (Anhang D) bereitzu-
stellen.

Bei Routinelaboratorien, insbesondere im klinischen Bereich, wird es zunehmend iiblich, kommerziell ver-
fiigbare Messsysteme zu verwenden. Dies bedeutet, dass die Verantwortung fiir die Validierung hauptsich-
lich beim Hersteller liegt. Die Arbeiten des Laboratoriums werden sich auf die Verifizierung der vom Her-
steller publizierten Leistungsdaten konzentrieren und nachweisen, dass das Verfahren in den Rdumlichkei-
ten des Endverbrauchers (Anwenders) funktioniert.

Riickblickend auf das Vorwort zur ersten Ausgabe lisst sich schlussfolgern, dass die dort aufgefiihrten sechs
Grundsitze immer noch Geltung haben und im Einklang mit den Anforderungen internationaler Normen,
wie z. B. ISO/IEC 17025, stehen.

Hinweis zur deutschen Ubersetzung: In der deutschen Fassung wurde das englische ,, method* konsequent
mit ,, Verfahren* iibersetzt, da auch die deutsche Fassung der ISO/IEC 17025 die Validierung von ,, Priif-
verfahren* verlangt. Dies ist auch in Ubereinstimmung mit der Definition im Internationalen Worterbuch
der Metrologie, wo auch die Validierung von ,, Messverfahren** erwdhnt wird.
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Vorwort zur ersten Ausgabe’

Eine Initiative in GroBbritannien zur Férderung der guten Praxis bei analytischen Messungen hat sechs
Grundsédtze in der analytischen Praxis identifiziert, die — zusammengenommen -, als
Best Practice angesehen werden. Die sechs Grundsdtze, die ausfiihrlich in einem separaten
Leitfaden’ beschrieben werden, sind folgende:

1. “Analytische Messungen sollten vorgenommen werden, um eine vereinbarte Anforderung zu
erfiillen.” (d. h. ein definiertes Ziel).

2. “Analytische Messungen sollten unter Verwendung von Verfahren und Ausriistungen vorgenom-
men werden, die gepriift wurden, um zu gewéhrleisten, dass sie flir den beabsichtigten Zweck
geeignet sind.”

3. “Mitarbeiter, die die analytischen Messungen vornehmen, sollten sowohl qualifiziert als auch
kompetent sein, diese Aufgabe auszufithren.” (und nachweisen, dass sie die Analyse richtig
durchfiihren kénnen).

4. “Die technische Leistungsfahigkeit eines Laboratoriums sollte regelméfig unabhéngig bewertet
werden.”

5. “Analytische Messungen, die an einem Ort vorgenommen werden, sollten mit denen, die an
einem anderen Ort durchgefiihrt werden, iibereinstimmen.”

6. “Organisationen, die analytische Messungen vornehmen, sollten genau definierte Verfahren zur
Qualititskontrolle und Qualitatssicherung haben.”

Diese Grundsitze gelten in gleichem Malle fiir Laboratorien, die isoliert arbeiten oder die Ergebnisse
erzeugen, die mit denen anderer Laboratorien verglichen werden miissen.

Dieses Dokument beabsichtigt, Laboratorien bei der Umsetzung von Grundsatz 2 zu unterstiitzen, indem
es Anleitungen zur Uberpriifung von Priifverfahren bereitstellt, um nachzuweisen, dass diese fiir ihren
Zweck geeignet sind.

" Die erste Ausgabe (1998) dieses Leitfadens wurde aus einem urspriinglich von LGC erarbeiteten Entwurf heraus
von einer Eurachem Arbeitsgruppe entwickelt. Die folgenden Personen waren zu dem damaligen Zeitpunkt Mitglied
der Eurachem Arbeitsgruppe:

D. Holcombe, P. De Biévre, D. Bottger, C. Eastwood, J. Hlavay, M. Holmgren, W. Horwitz, M. Lauwaars,
B. Lundgren, L. Massart, J. Miller, J. Morkowski, B. te Nijenhuis, B. Nyeland, R. Philipp, P. Radvila,
J. Smeyers-Verbeke, R. Stephany, M. Suchanek, C. Vandervoorst, H. Verplaetse, H. Wallien, M. Walsh,
W. Wegscheider, D. Westwood, H. J. van de Wiel.

" The manager’s guide to VAM, UK Department of Trade and Industry, Valid Analytical Measurement Programme.
Veroffentlicht als VAM Principles M. Sargent. Anal. Proc., 1995, 32, 201-202.
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Abkirzungen und Symbole

Die folgenden Abkiirzungen, Akronyme und Symbole kommen in diesem Leitfaden vor.

AMC

ANOVA

AOAC International
ASTM International
BIPM

CCQM

CEN

CITAC

CLSI

CRM

EA

EC

EPA

EQA

EU

GUM

ICH

IEC
ISO
IUPAC
JCGM
LOD
LOQ
NATA
QA
QC
RSC
SANCO
SOP
PT
RM
RSD
UV/VIS
VIM

Analytical Methods Committee

Analysis of variance (Varianzanalyse)

a globally recognized standards developing organization

a globally recognized standards developing organization
International Bureau of Weights and Measures

Consultative Committee for Amount of Substance — Metrology in Chemistry
European Committee for Standardization

Cooperation on International Traceability in Analytical Chemistry
Clinical and Laboratory Standards Institute

certified reference material (zertifiziertes Referenzmaterial)
European co-operation for Accreditation

European Commission

Environmental Protection Agency

external quality assessment (externe Qualititsbewertung)
European Union

Evaluation of measurement data — Guide to the expression of uncertainty in
measurement

International Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration
of Pharmaceuticals for Human Use

International Electrotechnical Commission

International Organization for Standardization

International Union of Pure and Applied Chemistry

Joint Committee for Guides in Metrology

limit of detection (Nachweisgrenze - NWG)

limit of quantification (Bestimmungsgrenze - BG)

National Association of Testing Authorities

quality assurance (Qualitdtssicherung)

quality control (Qualitdtskontrolle)

Royal Society of Chemistry

European Commission’s Directorate-General for Health and Consumers
standard operating procedure (Standardarbeitsanweisungen)
proficiency testing (Eignungspriifung)

reference material (Referenzmaterial)

relative standard deviation (relative Standardabweichung)
ultraviolet/visible (ultraviolett/sichtbar)

International vocabulary of metrology — Basic and general concepts and associated
terms
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b absolute bias (absoluter Bias)

b(%) relative bias in % (relativer Bias in %)

ko multiplier used in calculating limit of quantification (Multiplikator zur Berechnung der
Bestimmungsgrenze)

m number of measurements (Anzahl der Messungen)

n number of replicate observations averaged when reporting results (4nzahl der gemittel-

ten Wiederholungsbeobachtungen bei der Ergebnisberichterstattung)

np number of blank observations averaged when calculating the blank correction (4nzahl
der gemittelten Blindwertmessungen bei der Berechnung der Blindwertkorrektur)

r repeatability limit (Wiederholgrenze)

R reproducibility limit (Vergleichgrenze)

R(%) relative recovery (apparent recovery) in per cent (relative Wiederfindung (scheinbare
Wiederfindung) in %)

R(%) relative spike recovery in per cent (relative Wiederfindung von Aufstockungen in %)

s standard deviation (Standardabweichung)

So estimated standard deviation of single results at or near zero concentration (geschdtzte

Standardabweichung einzelner Ergebnisse an oder nahe der Null-Konzentration)

s’ standard deviation used for calculating an LOD or LOQ (Standardabweichung zur Be-
rechnung einer NWG oder BG)

s intermediate precision standard deviation (Standardabweichung der Vergleichprizision
(unter Zwischenbedingungen))

S, repeatability standard deviation (Wiederholstandardabweichung)

Sp reproducibility standard deviation (Standardabweichung der erweiterten Vergleichprdzi-
sion (zwischen Laboratorien))

u standard uncertainty (Standardunsicherheit)

X mean value (arithmetic average) (Mittelwert / arithmetisches Mittel)

X, ; reference value (Referenzwert)

- mean value of measurements with an alternative method, e. g. a reference method (Mit-

Xref telwert von Messungen mittels alternativem Verfahren, z. B. ein Referenzverfahren)
mean value of spiked sample in a recovery experiment (Mittelwert einer aufgestockten

x' Probe in einem Wiederfindungsexperiment)

spike added concentration in a recovery experiment (zugesetzte Konzentration in einem Wie-

derfindungsexperiment)

L Anm. d. Ubers: In der offiziellen deutschen Ubersetzung des Wérterbuchs der Metrologie wird der Begriff ,Ver-
gleichprdzision” fiir die ,,intermediate precision” verwendet. Da dies vom héiufig verwendeten Begriff der ,,Prézision
unter Zwischenbedingungen” abweicht, wird dies im Interesse der Klarheit in diesem Leitfaden stets zusdtzlich ge-
nannt.

4
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1 Einleitung

1.1 Grundgedanken dieses Leitfadens
und Anwendungsbereich

Verfahrensvalidierung ist in der Praxis der chemi-
schen Analytik eine wichtige Voraussetzung. Die
meisten analytischen Chemiker sind sich der Bedeu-
tung der Verfahrensvalidierung bewusst; allerdings
ist thnen nicht immer klar, warum und wann die
Verfahrensvalidierung erfolgen sollte und was ge-
nau zu tun ist. Einige Analytiker pflegten die Ver-
fahrensvalidierung als etwas zu sehen, das nur in Zu-
sammenarbeit mit anderen Laboratorien durchge-
fiihrt werden kann und verzichteten aus diesem
Grund darauf. Anforderungen in Normen wie z. B.
ISO/IEC 17025 [1], ISO 15189 [2] und ISO 15195
[3] haben bei der Kldrung dieser Frage geholfen.
Zum Beispiel wird in Abschnitt 5.4.2 von ISO/IEC
17025 die Notwendigkeit betont nachzuweisen, dass
Verfahren fiir einen bestimmten Zweck geeignet
sind:

“Das Laboratorium muss Priif- und/oder Kalib-
rierverfahren einschlieflich Probenahmeverfahren
verwenden, die die Erfordernisse des Kunden erfiil-
len und die fiir die durchzufiihrenden Priifungen
und/oder Kalibrierungen zweckmdfig sind...” und
weiter: “Wenn der Kunde das anzuwendende Ver-
fahren nicht vorschreibt, muss das Laboratorium

»

zweckmdpige Verfahren auswdhlen...”.

Ziel dieses Leitfadens ist es, Probleme im Zusam-
menhang mit der Verfahrensvalidierung zu diskutie-
ren und dem Leser besser verstiandlich zu machen,
worum es geht, warum Verfahrensvalidierung wich-
tig ist sowie eine Vorstellung davon zu geben, wie
dies erreicht werden kann.

Der Leitfaden ist in erster Linie gedacht fiir: a) La-
borleiter, die verantwortlich sind sicherzustellen,
dass die Verfahren unter ihrer Aufsicht ausreichend
validiert sind und b) Analytiker, die flir die Planung
und Durchfiihrung von Studien zur Verfahrensvali-
dierung verantwortlich sind. Fiir anderes Personal
konnte der Leitfaden als Hintergrundinformation
hilfreich sein, z. B. fiir leitende Angestellte unter
Managementgesichtspunkten und fiir Nachwuchs-
kréfte unter technischen oder Ausbildungsgesichts-
punkten.

Der Leitfaden konzentriert sich auf die Validierung
in einzelnen Laboratorien. Ziel ist es, den Leser zu
eingefiihrten Regelwerken, sofern diese existieren,
hin zu fiithren, und, wo diese nicht existieren, eine
einfache Einfithrung in Validierungsprozesse und

2 Die am haufigsten verwendeten Synonyme fiir Leistungsmerkmale
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einige grundlegende Ansédtze zu geben, die den Leser
befdhigen, seine eigenen Validierungsstrategien zu
entwerfen. Der Leitfaden enthilt Verweise auf wei-
teres Material zu bestimmten technischen Aspekten
bei der Validierung.

Dieser Leitfaden ist auf die Validierung quantitati-
ver Verfahren ausgerichtet. Jedoch sind einige der
hier beschriebenen Grundsdtze auch relevant fiir
qualitative Verfahren zur Bestimmung des Vorhan-
denseins einer oder mehrerer Analyten, z. B. die Be-
griffe Selektivitit und Nachweisgrenze.

Der Leitfaden legt keinen Schwerpunkt auf die
Verwendung statistischer Verfahren, wenngleich
es zweifellos denjenigen mit grundlegenden
Kenntnissen in elementarer Statistik leichter fallen
wird, den Prozess der Verfahrensvalidierung zu
verstehen und umzusetzen. Auf mehrere Publikati-
onen zu Grundlagen der Statistik fiir Chemiker
wird verwiesen [4, 5, 6].

Das Verstindnis der Verfahrensvalidierung durch
Analytiker wird dadurch beeintrdchtigt, dass sich
viele der metrologischen und technischen Fachbe-
griffe, die zur Beschreibung der Prozesse zur Uber-
priifung von Verfahren verwendet werden, in den
verschiedenen Bereichen der analytischen Mes-
sung unterscheiden, sowohl in deren Bedeutung als
auch in der Art und Weise, wie sie festgelegt wer-
den. Dieser Leitfaden kann nicht angeben, wo ein
Begriff richtig oder falsch verwendet wird, obwohl
er darauf ausgelegt ist, zur Klarstellung beizutra-
gen. Es ist das Beste, bei der Verwendung eines
Begriffes, der missverstanden werden kann, die
Quelle und die verwendeten Konventionen anzu-
geben.

Der Prozess der Verfahrensvalidierung impliziert,
dass die Studien zur Bestimmung der Leistungs-
merkmale® des Verfahrens unter Verwendung von
Geriten durchgefiihrt werden, die innerhalb der
Spezifikationen liegen, ordnungsgemifl funktio-
nieren und ausreichend kalibriert sind. Daher geht
dieser Leitfaden nicht ausdriicklich auf die Be-
griffe ,Ausriistungsqualifizierung® bzw. ,Geré-
tequalifizierung® ein. Auch muss der Analytiker,
der die Studien durchfiihrt, in dem von der Studie
erfassten Bereich kompetent sein und iiber ausrei-
chende Kenntnisse im Zusammenhang mit diesen
Arbeiten verfiigen, um die richtigen Entscheidun-
gen aus den Beobachtungen im Zuge des Fortgangs
der Studie zu treffen.

des Verfahrens sind , Leistungsparameter des Verfahrens”, ,,mess-
technische Merkmale/Eigenschaften” und , Leistungseigenschaften”
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1.2 Hinweise zur Verwendung dieses
Leitfadens

1.2.1 Terminologie

Um den Entwicklungen seit der ersten Veroffent-
lichung dieses Leitfadens vor fiinfzehn Jahren
Rechnung zu tragen, ist bei der Uberarbeitung der
Schwerpunkt auf die Aktualisierung der Termino-
logie und der Literaturhinweise gelegt worden. Im
Hinblick auf die Terminologie sind wir, soweit
moglich, der 3. Ausgabe des VIM, die erstmals in
2007 [7, 8] veroftentlicht wurde, gefolgt. Um bes-
ser den Begriffen, die in analytischen Laborato-
rien verwendet werden, gerecht zu werden, sind
diese, soweit erforderlich, durch Terminologie aus
ISO/IEC 17025:2005 [1], anderen ISO-Dokumen-
ten [9, 10, 11] und aus IUPAC Harmonized
Guidelines for Single-Laboratory Validation aus
2002 erginzt worden.

Wenn mehrere dhnliche Begriffe zum Einsatz
kommen, kann es in einigen Féllen schwierig sein
zu entscheiden, welcher Begriff zu verwenden ist.
Der Klarheit wegen wurde darauf Wert gelegt, im
gesamten Leitfaden konsistent einen Begriff zu
verwenden. Ein Beispiel dafiir ist der Begriff, der
verwendet wird, um das Dokument zu beschrei-
ben, das detaillierte Erlduterungen des zu validie-
renden Verfahrens enthélt, unter Verwendung von
Personal und Ausriistungen in einem bestimmten
Laboratorium. In Bezug auf die quantitative Ana-
lyse bezieht sich der VIM auf den Begriff Mess-
verfahren, I1SO/IEC 17025 auf Priifverfahren,
ISO 15189 [2] auf Untersuchungsverfahren und
viele Laboratorien auf ihr Standardarbeitsverfah-
ren (SOP). Anm. des Ubersetzers: An dieser Stelle
wird in der englischen Fassung begriindet, wa-
rum, basierend auf der Terminologie der ISO/IEC
17025 in diesem Guide der Begriff ,, method vali-
dation** verwendet wird. Da die deutsche DIN EN
ISO/IEC 17025 stattdessen den Begriff ,, Priifver-
fahren* benutzt, wird auch in der deutschen Fas-
sung dieses Guide durchgdngig der Begriff ,, Ver-
fahrensvalidierung “ verwendet. Dies ist auch im
Einklang mit der deutschen Ubersetzung des VIM.

Der Begriff ,Selektivitdt® wird dem Begriff der
,Spezifitidt® [13] vorgezogen, da ersterer von
IUPAC [12] verwendet wird.

Zur Beschreibung der Arbeiten in einem Labora-
torium werden verschiedene Begriffe verwendet,

3 Priifprobe: Probe, die aus der Laborprobe vorbereitet wird, aus wel-

cher Teilproben fiir die Priifung bzw. Analyse entnommen werden.

z. B. ,Kalibrierung‘, ,Messung*, ,Priifung‘, ,Ana-
lyse und ,Untersuchung‘. Dieser Leitfaden ver-
wendet ,Analyse® im allgemeinen Sinne und spe-
zifiziert, falls erforderlich, die Umsténde. In dhnli-
cher Weise bezieht sich dieser Leitfaden oft auf
eine gemessene Konzentration, obwohl mehrere
andere Groflen im chemischen Laboratorium [14]
regelméBig untersucht werden.

Bei den Verfahren zur Probenahme, Probenvorbe-
reitung und -analyse kdnnen Begriffe wie ,Gegen-
stand der Probenahme*, ,Primirprobe (Ausgangs-
probe)‘, ,Inkrement‘, ,Compositprobe‘ (Misch-
probe), ,Teilprobe‘, ,Laborprobe‘, ,Priifprobe’,
,Priifmenge‘ und ,Probenlosung® verwendet wer-
den [15, 16]. In diesem Leitfaden nutzen wir iibli-
cherweise den Begriff ,Probe‘ oder ,Priifprobe*
[17].? Die wichtigsten Begriffe, die in diesem Leit-
faden verwendet werden, sind im Text definiert.
Wo immer moglich, sind Definitionen aus dem
VIM, der ISO 9000 [9] und aus IUPAC [17, 18]
verwendet worden. Diejenigen Begriffe aus dem
VIM, die sich auf die analytische Chemie bezie-
hen, sind ndher im EURACHEM Guide ,,Termino-
logy in Analytical Measurement / Terminologie
bei analytischen Messungen® [8] erldutert. Die
Nutzer seien darauf hingewiesen, dass es fiir einige
Begriffe, die in der Verfahrensvalidierung verwen-
det werden, noch keine Einigung fiir eine Defini-
tion gibt.

1.2.2 Kurzanleitungen

In Abschnitt 6 geben grau schattierte Kistchen in
einer ,Kurzanleitung® Empfehlungen im Zusam-
menhang mit den spezifischen Leistungsmerkma-
len eines Verfahrens. Es ist jedoch bekannt, dass
Laboratorien in vielen Fillen nicht iiber die Zeit
und die Ressourcen verfiigen, um Experimente so
detailliert durchzufiihren, wie es hier beschrieben
wird. Wenn die in den Kistchen beschriebenen
Vorginge mit weniger Wiederholungen als vorge-
schlagen durchgefiihrt werden, werden immer
noch niitzliche Informationen gewonnen, und dies
ist auf jeden Fall besser als {iberhaupt nichts zu tun.
Allerdings werden die bereitgestellten Angaben
weniger zuverldssig sein, als wenn eine vollstin-
dige Wiederholung durchgefiihrt worden wire.
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2 Was ist Verfahrensvalidierung?

2.1 Definitionen

Definitionen des Begriffs Validierung aus drei in-
ternationalen Dokumenten sind in Tabelle 1 darge-
stellt. Verfahrensvalidierung ist im Grunde genom-
men der Prozess der Definition einer analytischen
Anforderung und die Bestitigung, dass das betrach-
tete Verfahren Fihigkeiten besitzt, die die Anwen-
dung fordert. Damit einher geht die Notwendigkeit,
die Leistungsfahigkeit des Verfahrens zu bewerten.
Die Beurteilung der Eignung des Verfahrens ist
wichtig; in der Vergangenheit konzentrierte sich die
Verfahrensvalidierung tendenziell nur auf die Be-
wertung der Leistungsmerkmale.

Die Verfahrensvalidierung wird gewdhnlich als sehr
eng verbunden mit der Verfahrensentwicklung an-
gesehen. Viele Leistungsmerkmale des Verfahrens
(Tabelle 2), die mit der Verfahrensvalidierung im
Zusammenhang stehen, werden in der Regel im
Rahmen der Verfahrensentwicklung, zumindest an-
ndhernd, liberpriift. Es ist jedoch anzumerken, dass
die endgiiltige Version des Verfahrens (das doku-
mentierte Verfahren) formal validiert werden sollte.

Einige Bereiche verwenden die Begriffe ‘Primir-
validierung‘ und ,Sekundérvalidierung®, letztere im
Sinne der Verifizierung [19]. Die Begriffe ,Qualifi-
zierung’ und ,Bestitigung im metrologischen
Sinne‘ [20] scheinen auch die Verifizierung
(Tabelle 1) mit abzudecken.

2.2 Was ist der Unterschied zwischen
Validierung und Verifizierung?

ISO 9000 [9] definiert Verifizierung als “Bestéti-
gung durch Bereitstellung eines objektiven Nach-
weises, dass festgelegte Anforderungen erfiillt
worden sind”. Dies dhnelt stark der Definition des
Begriffes Validierung in Tabelle 1. Im VIM [7]
heil3t es, dass Verifizierung die “Erbringung eines
objektiven Nachweises ist, dass eine Betrachtungs-
einheit die spezifischen Anforderungen erfiillt”
und dass Validierung eine “Verifizierung ist, wo-
bei die spezifizierten Anforderungen fiir den beab-
sichtigten Zweck angemessen sind”.

Ein Laboratorium kann ein validiertes Verfahren
einsetzen, dass z. B. als Norm verodffentlicht
wurde, oder ein komplettes Messsystem, das fir
eine bestimmte Anwendung eingesetzt wird, von
einem kommerziellen Hersteller kduflich erwer-
ben. In beiden Fillen sind bereits grundlegende
Validierungsarbeiten durchgefiihrt worden; das
Laboratorium muss allerdings noch seine Fahig-
keit, das Verfahren anzuwenden, nachweisen. Dies
ist die Verifizierung. Es bedeutet, dass durch ex-
perimentelle Arbeit nachgewiesen werden muss,
dass das Verfahren im Laboratorium des Endnut-
zers funktioniert. Allerdings ist die Arbeitsbelas-
tung wahrscheinlich deutlich geringer im Ver-
gleich zur Validierung eines hausintern entwickel-
ten Verfahrens.

Die Begriffe Validierung und Verifizierung wer-
den weiter im Eurachem Guide zur Terminologie
bei analytischen Messungen erlautert [8].

Tabelle 1 — Definitionen des Begriffes “Validierung® in 1SO 9000, ISO/IEC 17025 und VIM

Definition

Bezug

worden sind

Bestitigung durch Bereitstellung eines objektiven Nachweises, dass festgelegte An-
forderungen fiir einen speziellen beabsichtigten Zweck oder eine Anwendung erfiillt

1SO 9000 [9T°

den

Bestitigung durch Untersuchung und Bereitstellung eines Nachweises, dass die be-
sonderen Anforderungen fiir einen speziellen beabsichtigten Gebrauch erfiillt wer-

ISO/IEC 17025 [1]

geeignet sind

Verifizierung, dass die spezifizierten Anforderungen fiir den beabsichtigten Zweck

VIM [7]°

gelegter Anforderungen”.

tungseinheit die spezifischen Anforderungen erfiillt”

*ISO 9000 definiert ‘Qualifizierungsprozess’ als “Prozess zum Nachweis der Eignung zur Erfiillung fest-

" VIM definiert ‘Verifizierung’ als Erbringung eines objektiven Nachweises, dass eine Betrach-




Die Eignung von Analysenverfahren Eurachem Guide

Tabelle 2 — Uberblick tiber Leistungsmerkmale, die im Allgemeinen wahrend
der Verfahrensvalidierung bewertet werden

Leistungsmerkmal

Selektivitit

Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze

Arbeitsbereich

Analytische Empfindlichkeit

Richtigkeit
* Bias, Wiederfindung

Prézision
» Wiederholprézision, Vergleichprézision und erweiterte Vergleichprazision

Messunsicherheit ?

Robustheit

?Genau genommen ist Messunsicherheit kein Leistungsmerkmal eines
bestimmten Messverfahrens, sondern eine Eigenschaft der Ergebnisse, die bei der
Verwendung des Messverfahrens erhalten wurden.
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3 Warum ist Verfahrensvalidierung erforderlich?

3.1 Bedeutung analytischer Messungen
Millionen von Priifungen, Messungen und Unter-
suchungen erfolgen tiglich in Tausenden von La-
boratorien auf der ganzen Welt. Es gibt unzihlige
Griinde, die dem zugrunde liegen, zum Beispiel:
als eine Mdglichkeit, Waren fiir Handelszwecke
zu bewerten; zur Unterstiitzung von Gesundheits-
leistungen; zur Uberpriifung der Qualitit von
Trinkwasser, Lebensmitteln und Futtermitteln;
zum Analysieren der elementaren Zusammenset-
zung einer Legierung, um deren Eignung zur Ver-
wendung im Flugzeugbau zu bestitigen; zur foren-
sischen Analyse von Korperfliissigkeiten bei straf-
rechtlichen Ermittlungen. Nahezu jeder Aspekt in
der Gesellschaft wird in irgendeiner Weise durch
analytische Arbeit unterstiitzt.

Die Kosten zur Durchfiihrung der Messungen sind
hoch und zusitzliche Kosten konnen durch Ent-
scheidungen entstehen, die basierend auf den Er-
gebnissen getroffen wurden. Zum Beispiel konnen
Priiffungen, die nachweisen, dass Lebensmittel
zum Verzehr ungeeignet sind, Schadenersatzan-
spriiche zur Folge haben; Priifungen, die das Vor-
handensein verbotener Drogen bestétigen, konnten
Geldstrafen, Gefangnis oder in einigen Léndern
sogar eine Hinrichtung zur Folge haben. Selbstver-
standlich ist es wichtig, eine korrekte Messung
durchzufiihren und nachweisen zu konnen, dass
das Ergebnis korrekt ist.

3.2 Die berufliche Sorgfaltspflicht
des analytischen Chemikers

Wenn man dem Ergebnis einer Analyse nicht trauen
kann, dann hat dieses wenig Wert und die Analyse
hitte genauso gut nicht durchgefiihrt werden miis-
sen. Wenn Kunden ein Laboratorium mit analyti-
scher Arbeit beauftragen, wird davon ausgegangen,
dass das Laboratorium iiber einen Grad an Fachwis-
sen verfligt, welches die Kunden selbst nicht haben.
Der Kunde erwartet, berichteten Ergebnissen ver-
trauen zu konnen und hinterfragt diese gewohnlich
nur, wenn es zum Streit kommt. So tragen das Labo-
ratorium und dessen Mitarbeiter eine offensichtliche
Verantwortung dafiir, das Vertrauen des Kunden
durch das Geben der richtigen Antwort auf den ana-
lytischen Teil des Problems zu rechtfertigen, mit an-
deren Worten: durch Ergebnisse, die nachweisbar
“fiir den vorgesehenen Zweck geeignet’ sind.

Dies impliziert auch, dass die durchgefiihrten Prii-
fungen filir den analytischen Teil des Problems, das
der Kunde zu beheben wiinscht, angemessen sind
und dass der Abschlussbericht die analytischen
Daten in einer Weise darlegt, dass der Kunde diese
ohne Weiteres verstehen und entsprechende Schluss-
folgerungen ziehen kann. Durch die Verfahrensvali-
dierung konnen Chemiker nachweisen, dass ein Ver-
fahren fiir den Zweck ‘geeignet® ist.

Damit ein Analysenergebnis zweckdienlich ist, muss
es hinreichend zuverléssig sein, damit basierend da-
rauf verléssliche Entscheidungen getroffen werden
konnen. So muss die Leistungsfahigkeit des Verfah-
rens validiert und die Ergebnisunsicherheit bei
einem gegebenen Vertrauensniveau geschitzt wer-
den. Die Unsicherheit sollte so abgeschétzt und an-
gegeben werden, dass sie allgemein anerkannt wird,
in sich konsistent ist und leicht interpretiert werden
kann [21]. Die meisten Informationen, die zur Ab-
schitzung der Unsicherheit erforderlich sind, kon-
nen wihrend der Validierung des Verfahrens erhal-
ten werden. Dieses Thema wird kurz in Abschnitt 6.7
und eingehender im Eurachem/CITAC Guide Quan-
tifying Uncertainty in Analytical Measurement [22]
behandelt.

Unabhédngig davon, wie gut ein Verfahren ist und
wie gekonnt es eingesetzt wird, kann ein Analysen-
problem durch die Analyse von Proben nur geldst
werden, wenn diese Proben fiir das Problem geeig-
net sind. Geeignete Proben zu nehmen ist eine qua-
lifizierte Tatigkeit, die ein Verstindnis des Prob-
lems und der damit verbundenen Chemie erfordert.
Ein Laboratorium sollte, wo immer moglich, als
Teil seiner Kundenbetreuung dem Kunden Bera-
tung iiber die Entnahme von Proben anbieten. Es
wird immer Fille geben, in denen das Laborato-
rium die Proben nicht selbst entnehmen oder
diesen Vorgang nicht beeinflussen kann. In diesen
Féllen muss iiber die Ergebnisse der Analyse ein
Bericht angefertigt werden, und zwar auf der
Grundlage der Proben, wie diese erhalten wurden;
und der Bericht sollte diesen Unterschied deutlich
ausweisen.

Wir haben uns zumeist (und zu Recht) auf das
iibergeordnete Ziel der Durchfithrung der Verfah-
rensvalidierung konzentriert, d. h. nachzuweisen,
dass Verfahren ‘geeignet’ sind. Es sollte jedoch
klar sein, dass eine Studie zur Verfahrensvalidie-
rung dem Laboratorium, das die Validierung vor-
nimmt, zusétzliche Vorteile bringt.
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Sie stellt solides Wissen und Erfahrungen zu prak-
tischen Einzelheiten bei der Durchfiihrung des
Verfahrens bereit, einschlieSlich des Bewusstseins
flir kritische Prozessschritte. Die Validierung gibt
dem Laboratorium und seinen Mitarbeitern grof3e-
res Vertrauen in ihre eigenen Ergebnisse.

3.3 Verfahrensentwicklung

Der Validierungstitigkeit geht eine Entwicklungs-
phase voraus, in der unterschiedliches Personal in-
volviert sein kann und die eine Reihe von Formen
annehmen kann.

In dem einen Extrem kann sie die Anpassung eines
bestehenden Verfahrens durch geringfiigige Ande-
rungen umfassen, sodass sie fiir eine neue Anwen-
dung geeignet ist. Zum Beispiel kann ein Verfahren
zur Toluolbestimmung in Wasser durch Anpassung
eines etablierten Verfahrens zur Benzolbestimmung
in Wasser entwickelt werden. Die Matrix ist die glei-
che und die beiden Analyten haben im GroB3en und
Ganzen dhnliche Eigenschaften. Es ist wahrschein-
lich, dass die gleichen Prinzipien der Isolierung,
Identifizierung und Quantifizierung, die auf Benzol
angewandt werden, auch auf Toluol angewandt wer-
den koénnen. Wenn andererseits ein Verfahren zur
Bestimmung von Benzol im Boden benétigt wird,
kann eine Anpassung des Verfahrens zur Bestim-
mung von Benzol in Wasser mdglicherweise nicht
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die beste Option sein. Die Anpassung eines anderen
Verfahrens zur Bestimmung von organischen Mate-
rialien im Boden kann mdglicherweise ein besserer
Ausgangspunkt sein.

Im anderen Extrem kann der analytische Chemiker
mit ein paar vagen Ideen beginnen und Fachkompe-
tenz und Erfahrung anwenden, um ein geeignetes
Verfahren zu entwickeln. Dies bedeutet natiirlich
auch sehr viel mehr Arbeit und eine gewisse Unsi-
cherheit, ob das endgiiltige Verfahren erfolgreich
sein wird. Bei der Entwicklung von Verfahren ist es
nicht ungewohnlich, eine Reihe verschiedener Ideen
gleichzeitig einzubeziehen, bevor letztendlich ein
»aewinner* ausgewahlt wird.

Unabhingig davon, wieviel Miihe bei der Verfah-
rensentwicklung aufgewandt worden ist, gibt es
keine Garantie, dass das Verfahren wahrend der
Validierung (oder unter Routinebedingungen in
einem bestimmten Laboratorium) angemessen
durchgefiihrt werden kann. Wenn verschiedene
Mitarbeiter in die Entwicklungs- und Validie-
rungsphase einbezogen sind, bietet dies die Mdg-
lichkeit zu priifen, ob die Anweisungen (das Mess-
verfahren) verstanden und umgesetzt werden kon-
nen.
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4 Wann sollten Verfahren validiert oder verifiziert werden?

4.1 Verfahrensvalidierung

Ein Verfahren sollte validiert werden, wenn die Not-
wendigkeit besteht nachzuweisen, dass seine Leis-
tungsmerkmale bei Verwendung fiir einen bestimm-
ten Zweck geeignet sind. Zum Beispiel wird in Ab-
schnitt 5.4.5.2 von ISO/IEC 17025 [1] festgestellt,
dass das Laboratorium Folgendes validieren muss:

* Nicht genormte Verfahren;
e im Laboratorium entwickelte Verfahren;

* Normverfahren, die auBerhalb ihres beabsichtig-
ten Anwendungsbereichs eingesetzt werden;

* Erweiterungen und Modifizierungen von Norm-
verfahren.

Damit die Anforderungen in Verbindung mit einem
bestimmten Verwendungszweck oder einer be-
stimmten Anwendung [23] erfiillt werden konnen,
muss die Validierung so umfangreich wie moglich
sein. Der Umfang der Validierung héngt von der An-
wendung ab, von der Art der Anderungen, die vor-
genommen wurden, und von den Umsténden, unter
denen das Verfahren eingesetzt werden soll.

Validierung ist auch notwendig, wenn es gilt, die
Gleichwertigkeit von Ergebnissen, die durch zwei
verschiedene Verfahren erhalten wurden, nachzu-
weisen, z. B. eines neu entwickelten Verfahrens und
eines Norm- bzw. behdrdlich vorgeschriebenen Ver-
fahrens.

4.2 Verfahrensverifizierung

Bei Normverfahren, wie z. B. solchen von ISO
oder ASTM, ist eine Validierung durch das Labo-
ratorium, das dieses Verfahren verwendet, nicht
notwendig. Jedoch muss das Laboratorium die
Leistungsfahigkeit des Verfahrens gemi3 Ab-
schnitt 5.4.2 von ISO/IEC 17025 verifizieren:

...Das Laboratorium muss bestdtigen, dass es Ver-
fahren nach normativen Dokumenten richtig anwen-
den kann, bevor es diese fiir Priifungen und Kalib-
rierungen einfiihrt.

Verifizierung ist auch bei wesentlichen Anderun-
gen vorgeschrieben, wie z. B. bei einem neuen,
aber dhnlichen Gerit, bei Verlagerung der Ausriis-
tung an einen anderen Platz usw.

In der Labormedizin wird die Mehrzahl der Mes-
sungen und Priifungen mit handelsiiblichen Ver-
fahren durchgefiihrt, die bereits vom Hersteller va-
lidiert worden sind, aber vom Endnutzer verifiziert
werden miissen [24]. ISO 15189 [2] betont, dass
Untersuchungsverfahren, die ohne Verdnderung
benutzt werden, vor der Einfiihrung in den routi-
nemdfSigen Gebrauch einer Verifizierung zu unter-
ziehen sind. Hierzu zdhlt auch, wenn ein Gerit mit
neuer Software aktualisiert wird oder wenn die
Qualitatskontrolle anzeigt, dass sich die Leistungs-
fahigkeit eines etablierten Verfahrens mit der Zeit
andert.
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5 Wie sollten Verfahren validiert werden?

5.1 Wer fuhrt die Verfahrensvalidie-
rung durch?

5.1.1 Ansiitze zur Verfahrensvalidierung

Nachdem die Entwicklungsphase des Verfahrens
abgeschlossen ist, sollte das Laboratorium das
Messverfahren detailliert dokumentieren (siche
Anhang A). Es ist dann dieses dokumentierte Ver-
fahren, das der formalen Validierung unterzogen
wird.

Bei der Verfahrensvalidierung gibt es zwei Haupt-
ansitze; den Ringversuchs-Ansatz und den Einzel-
labor-Ansatz. Ungeachtet des Ansatzes ist es das
Laboratorium, welches das Verfahren anwendet,
das die Verantwortung trigt sicherzustellen, dass
das Verfahren fiir die beabsichtigte Verwendung
geeignet ist und, falls erforderlich, weitere Arbei-
ten zur Ergénzung der vorhandenen Validierungs-
daten durchgefiihrt werden.

5.1.2 Ringversuchs-Ansatz

Uber Verfahrensvalidierung ist hinsichtlich Ver-
gleichsversuchen zwischen Laboratorien, oft als
‘Ringversuche’ bezeichnet, viel publiziert wor-
den. Es gibt eine Reihe von Regelwerken fiir diese
Art von Validierung [25, 26, 27, 28] sowie die
ISO 5725 Normen [29], die als die am breitesten
anwendbaren gelten. Wenn ein Verfahren mit
einer breiten Anwendung entwickelt wird, viel-
leicht als verdffentlichtes standardisiertes Verfah-
ren, dann ist der Ringversuch unter Beteiligung
einer Gruppe von Laboratorien wahrscheinlich die
bevorzugte Art, eine Validierung durchzufiihren.
Ein veroffentlichtes Verfahren, das auf diese Art
validiert wurde, ist nachweislich robust. Die ver-
offentlichten Informationen enthalten in der Regel
Daten zur Prizision (Wiederholprizision, erwei-
terte Vergleichpréazision und/oder die entspre-
chenden Prézisionsgrenzen) und manchmal auch
Bias-Schitzungen. Wenn ein Verfahren von einer
Organisation validiert worden ist, die Normen her-
ausgibt, wie z. B. ISO, CEN oder AOAC Interna-
tional, muss der Nutzer in der Regel nur die verdf-
fentlichten  Leistungskenndaten  verifizieren
und/oder die Leistungskenngroen zum Zwecke
der eigenen Nutzung des Verfahrens festlegen.
Daher wird durch diesen Ansatz die Arbeitsbelas-
tung fiir das Laboratorium, das dieses Verfahren
verwendet, vermindert.

5.1.3 Einzellabor-Ansatz

Von Zeit zu Zeit werden Laboratorien feststellen,
dass ein Verfahren bendtigt wird, das nicht als ver-
offentlichte Norm verfiigbar ist. Wird das Verfah-
ren zur Verwendung in einem einzigen Laborato-
rium entwickelt, zum Beispiel, weil es kein allge-
meines Interesse an dem Verfahren gibt oder weil
andere Laboratorien Konkurrenten sind, dann ist
der Einzellabor-Ansatz geeignet [12].

Ob Verfahren, die in einem einzigen Laborato-
rium validiert wurden, fiir regulatorische Zwecke
akzeptabel sind, hdngt von eventuellen Richtlinien
ab, die das entsprechende Messgebiet betreffen. In
der Regel sollte es moglich sein, von der zustéandi-
gen Aufsichtsbehorde dazu eine klare Grundsatz-
erklarung zu erhalten.

5.2 Umfang von Validierungsstudien

Das Laboratorium hat zu entscheiden, welche
Leistungsmerkmale (siche Tabelle 2 und Ab-
schnitt 6) fiir die Validierung des Verfahrens un-
tersucht werden miissen und in einigen Féllen, wie
eingehend die Untersuchung eines einzelnen Leis-
tungsmerkmals sein sollte. Das [UPAC-Protokoll
[12] listet eine Reihe von Situationen auf, die un-
ter anderem den Status des Verfahrens und die
Kompetenz des Laboratoriums beriicksichtigen.

Dort wo der Umfang der analytischen Untersu-
chungen gut definiert ist und die Anwendungen
iiber die Zeit dhnlich sind, kann ein Unternechmen
oder eine Branche mdglicherweise allgemeine
Richtlinien fiir den Umfang der Validierungsstu-
dien herausgeben. Tabelle 3 zeigt ein Beispiel aus
der Pharmabranche.

Von einer wohliiberlegten analytischen Spezifika-
tion im Anwendungsbereich eines dokumentierten
Verfahrens (siche A.5 in Anhang A) auszugehen,
ist eine gute Basis flir die Planung des Validie-
rungsprozesses. Es muss aber zugestanden wer-
den, dass dies in der Praxis nicht immer moglich
ist. Die Beurteilung der Leistungsfdhigkeit des
Verfahrens kann eingeschrankt sein. Dies wird in
Abschnitt 5.4.5.3 von ISO/IEC 17025 wie folgt
bestitigt: Bei der Validierung sind immer die Kos-
ten, Risiken und technischen Méglichkeiten abzu-
wdgen.
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Das Laboratorium sollte im Rahmen von Ein-
schrinkungen immer sein Bestes geben, unter
Berticksichtigung der Kunden- und regulatori-
schen Anforderungen, der bisherigen Erfahrun-
gen mit dem Verfahren, der zur Verfiigung ste-
henden Hilfsmittel (Abschnitt 5.4) und der Not-
wendigkeit der messtechnischen Kompatibilitit
[7] mit dhnlichen Verfahren, die im Laborato-
rium selbst oder in anderen Laboratorien ver-
wendet werden.

Einige der Leistungsmerkmale sind moglicher-
weise wihrend der Verfahrensentwicklung oder
der Phase der Einfilhrung des Verfahrens be-
stimmt worden. Oft liefert ein bestimmter Satz
von Untersuchungen Informationen iiber ver-
schiedene Leistungseigenschaften, sodass bei
sorgfaltiger Planung der Aufwand, die benétig-
ten Informationen zu bekommen, minimiert
werden kann.

Tabelle 3 — Umfang der Validierungsarbeiten fur vier Arten analytischer Anwendungen. Beispiel aus der
Pharmabranche [13]. ‘X’ kennzeichnet ein Leistungsmerkmal, welches Giblicherweise validiert wird.

Art der analytischen Anwendung
Leistungsmerkmal Identitéts- Quantitative Grenzwert- Quantifizierung
priifung Priifung zum priifung fiir der Hauptkom-
Nachweis von Verunreini- ponenten
Verunreinigungen gungen

Selektivitét X X X X
Nachweisgrenze X
Bestimmungsgrenze X
Arbeitsbereich einschl. Linearitat X X
Richtigkeit (Bias) X X
Prazision (Wiederholprizision X X
und Vergleichprizision)
ANMERKUNG Die Tabelle ist vereinfacht und hinsichtlich der in diesem Leitfaden verwendeten Struktur und
Terminologie angepasst worden.

Die Auswirkungen der o. g. genannten Einschrén-
kungen sind besonders kritisch, wenn das Verfahren
nicht routineméBig angewandt werden soll. Der Pro-
zess zur Validierung von Verfahren, die routinemé-
Big eingesetzt werden sollen, ist vergleichsweise
klar festgelegt. Eindeutig gelten fiir eine
Ad-hoc-Analyse die gleichen Grundsitze wie fiir
routinemifBige Priifungen. Es ist erforderlich, ein an-
gemessenes Mal} an Vertrauen in die erzeugten Er-
gebnisse zu haben. Das Gleichgewicht herzustellen
zwischen Zeit- und Kostendruck und der Notwen-
digkeit, das Verfahren zu validieren, ist schwierig.
In einigen Fillen kann es sinnvoller sein, ein anderes
Laboratorium mit den Analysen im Unterauftrag zu
beauftragen, wo diese routineméBig durchgefiihrt
werden konnen.

5.3 Validierungsplan und Validierungsbe-
richt

Die Validierungstatigkeiten und die Erstellung des
Validierungsberichts miissen nach einem dokumen-
tierten Verfahren erfolgen.

Die Gliederung eines Validierungsplans (‘Validie-
rungsprotokoll’) und eines Validierungsberichts
konnen in sektoralen Richtlinien festgelegt sein

(siche Abschnitt 5.5). Nationale Akkreditierungs-
stellen konnen auf Mindestanforderungen an diese
Dokumentation hinweisen [23]. Eine einfache Do-
kumentenvorlage fiir eine Kombination aus Validie-
rungsplan und Validierungsbericht kénnte z. B. die
folgenden Abschnitte enthalten.

 Titel: Dieser Abschnitt sollte das Verfahren kenn-
zeichnen sowie wann die Arbeiten durchgefiihrt
werden und wer diese durchfiihrt. Kurzinformati-
onen zum Anwendungsbereich des Verfahrens
und eine Kurzbeschreibung des Verfahrens soll-
ten hier gegeben werden sowie Angaben zum
Status des Verfahrens (z. B. eine internationale
Norm, ein hausintern entwickeltes Verfahren
etc.), zum Analyten, zur Messgro3e, Malleinheit,
zu den Probearten und zum vorgesehenen Ver-
wendungszweck. Probenahme und die Entnahme
von Teilproben konnen Teil des Messverfahrens
sein und miissen in solchen Fallen validiert wer-
den. Selbst wenn diese Schritte an anderer Stelle
durchgefiihrt werden, ist es sinnvoll, dariiber In-
formationen in den Validierungsplan/Validie-
rungsbericht aufzunehmen.
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* Planung: In diesem Abschnitt sollte auf den
Zweck eingegangen werden, z. B. vollstdndige
Validierung eines neuen Verfahrens, Verifizie-
rung der Leistungsfahigkeit eines Normverfah-
rens, Erweiterung des Anwendungsbereichs
des Verfahrens, usw. Der Umfang der Validie-
rungstitigkeiten sollte angegeben werden, d. h.
die Leistungsmerkmale, die untersucht wer-
den, und alle damit verbundenen Anforderun-
gen.

* Leistungsmerkmale: Dieser Abschnitt sollte eine
kurze Erlduterung des Leistungsmerkmals ge-
ben, etwaige spezifische Anforderungen wie-
derholen, die durchzufiihrenden Experimente
auffithren und wie die Ergebnisse bewertet
werden sollen. Ergebnisse und Schlussfolge-
rungen aus den Experimenten sollten angege-
ben werden. Jedem Leistungsmerkmal wird ein
gesondertes Kapitel gewidmet.

» Zusammenfassung: Im letzten Abschnitt sollten
die Validierungsarbeiten und die Ergebnisse
zusammengefasst werden. Auswirkungen hin-
sichtlich des Routineeinsatzes sowie interne
und externe Qualitdtskontrolle kdnnen ange-
fiihrt werden. Vor allem ist eine abschlie3ende
Aussage dariiber zu treffen, ob das Verfahren
fiir den beabsichtigten Zweck geeignet ist. Be-
achten Sie, dass dies eine Anforderung in der
ISO/IEC 17025 [1] ist.

5.4 Validierungstechniken

5.4.1 Blindproben/Leerproben

Die Verwendung verschiedener Arten von Blind-
proben ermoglicht eine Bewertung dariiber, wieviel
von dem gemessenen Signal auf den Analyten zu-
riickzufiihren ist und wieviel auf andere Ursachen.
Dem Analytiker stehen verschiedene Arten von
Blindproben zur Verfligung:

+ Reagenzien-Blindproben®: Reagenzien, die wih-
rend des Analysenprozesses (einschlieflich Lo-
sungsmittel zur Extraktion oder Auflésung) ver-
wendet werden, werden analysiert, um zu ermit-
teln, ob sie zum Messsignal beitragen.

* Leerproben: Dies sind im Wesentlichen Proben-
matrices, ohne dass Analyten vorhanden sind, z. B.
eine menschliche Urinprobe ohne eine bestimmte
Droge oder eine Fleischprobe ohne Hormonriick-
stinde. Es ist moglicherweise schwierig, Leerpro-
ben zu erhalten; aber solche Materialien sind not-
wendig, um Stérungen, zu denen es bei der Ana-
lyse von Priifproben kommen konnte, realistisch
einzuschétzen.

a4
Eine Reagenzien-Blindprobe, die durch das gesamte Analysenver-

fahren lduft, wird manchmal ‘Verfahrens-Blindprobe’ genannt.

5.4.2 Routinekontrollproben

Routinekontrollproben sind niitzlich, weil sie Infor-
mationen iiber Prizision, Storungen usw. bereitstel-
len, die realistischerweise bei der tdglichen Arbeit
vorkommen kdénnen. Wenn der Analytgehalt der
Kontrollprobe genau bekannt ist, kann er zur Beur-
teilung des Bias (der systematischen Abweichung)
verwendet werden. Der genaue Analytgehalt kann
unter Verwendung eines Referenzverfahrens ermit-
telt werden, wenngleich solche Verfahren nicht im-
mer verfligbar sind.

5.4.3 Aufgestockte Materialien/Losungen

Hierbei handelt es sich um Materialien oder Losun-
gen, denen ein oder mehrere interessierende Analyte
absichtlich hinzugefiigt wurden. Diese Materialien
oder Losungen kdnnen bereits vorab den gewiinsch-
ten Analyten enthalten. Deshalb ist sicherzustellen,
dass das Aufstocken nicht zu Analysekonzentratio-
nen auferhalb des Arbeitsbereichs des Verfahrens
fiihrt. Das Aufstocken mit einer bekannten Analyt-
menge erlaubt es, den Anstieg des mit dem Analyten
verbundenen Messsignals zu messen und als zuge-
fiigte Menge zu berechnen, auch wenn der absolute
Gehalt des Analyten vor und nach dem Aufstocken
nicht bekannt ist. Man beachte, dass die meisten
Aufstockverfahren den Analyten so zugeben, dass er
nicht so stark an die Probenmatrix gebunden ist, wie
wenn er natiirlicherweise vorhanden wére. Aus die-
sem Grund koénnen durch das Aufstocken Bias-
Schétzungen erwartet werden, die sich als zu opti-
mistisch erweisen.

Das Aufstocken muss nicht notwendigerweise auf
den interessierenden Analyten beschrénkt werden.
Es kann alles einschlieBen, was der Probe hinzuge-
fligt wird, um die Wirkung des Zusatzes zu bestim-
men. Zum Beispiel konnte die Probe mit unter-
schiedlichen Mengen einer bestimmten Stdrsub-
stanz aufgestockt werden, um die Konzentration der
Storsubstanz zu bestimmen, ab der die Bestimmung
des Analyten nachteilig beeinflusst wird. Die Eigen-
schaften des zugegebenen Materials miissen natiir-
lich auch ermittelt werden.

5.4.4 Kiinstlich angereicherte Materialien

Dabei handelt es sich um Materialien, in denen der
gewliinschte Analyt eigentlich nicht vorkommt,
aber in das Material einige Zeit, bevor eine Probe
davon entnommen wurde, eingebracht wurde. So
ist der Analyt enger an die Matrix gebunden, als
wenn er durch Aufstocken hinzugefiigt worden
wire.

14



Die Eignung von Analysenverfahren

Eurachem Guide

Der analysierte Wert hdngt von der Menge des Ana-
lyten ab, die mit dem Material in Kontakt kam, von
der Aufnahmerate sowie dem Verlust durch die
Matrix und von allen anderen Verlusten, hervorge-
rufen durch Metabolismus, spontanen Zerfall bzw.
andere chemische oder physikalische Prozesse. Der
Nutzen der behandelten Proben fiir Validierungs-
zwecke hingt davon ab, wie gut der Gehalt des
Analyten charakterisiert werden kann. Im Folgen-
den sind Beispiele kiinstlich angereicherter Materi-
alien aufgefiihrt:

1. Herbizide in Mehl aus Getreide, das wahrend
des Wachstums mit Herbiziden bespriiht wurde;
2. Wirkstoffe in pharmazeutischen Formulierun-
gen, die wihrend der Formulierungsphase zugege-
ben wurden.

3. EiweiBpulver (bekannten Proteingehalts), das
zwecks Priifung allergener Stoffe einem Platz-
chenteig vor dem Backen hinzugefiigt wurde.

5.4.5 Messnormale

Vorsicht ist bei der Verwendung des Begriffs ,Stan-
dard‘ geboten, da dieser Begriff auch fiir schriftli-
che Dokumente, wie z. B. ISO Normen, verwendet
werden kann (Anm. d. Ubers.: dies ist hauptsich-
lich in der englischen Sprache ein Problem). Wenn
sich der Begriff auf Substanzen bezieht, die Kalib-
rierungs- oder Identifizierungszwecken dienen, ist
es giinstig, auf diese als Messnormale oder Kalib-
rierproben [7] zu verweisen. Als solche gelten tra-
ditionell Losungen von Einzelsubstanzen; in der
Praxis konnen es aber alle moglichen Substanzen
sein, sofern darin ein bestimmter Parameter oder
eine bestimmte Eigenschaft in einem Malle be-
stimmt worden ist, dass sie als metrologische Refe-
renz dienen kdnnen.

Aufgrund des signifikanten Unterschiedes bei der
Verwendung im Prozess der Verfahrensvalidierung
(6.5.2) ist es wichtig, zwischen Referenzmaterialien
(RM) wund zertifizierten Referenzmaterialien
(ZRM) [7, 30] zu unterscheiden. RM kann nahezu
jedes Material sein, das als Bezugsgrofe verwendet
wird. Dies konnte Laborreagenzien mit bekanntem
Reinheitsgrad, Industriechemikalien oder andere
Artefakte mit einbeziechen. Die interessierende
Eigenschaft bzw. der interessierende Analyt muss

stabil und homogen sein; aber das Material braucht
nicht das hohe Maf} an Charakterisierung, messtech-
nischer Riickfiihrung, Unsicherheit und Dokumen-
tation, das man mit ZRM assoziiert.

Die Bestimmung des gewiinschten Parameters in
einem ZRM unterliegt in der Regel einer strengeren
Kontrolle als bei einem RM. Auflerdem wird der
charakterisierte Wert mit einer dokumentierten
messtechnischen Riickfiihrung und Unsicherheit
zertifiziert. Die Charakterisierung erfolgt iiblicher-
weise unter Verwendung verschiedener Verfahren
oder eines einzigen primiren Messverfahrens, so-
dass jedes Bias bei der Charakterisierung soweit wie
moglich reduziert oder sogar eliminiert wird.

Die Bewertung des Bias erfordert einen zuverlassi-
gen Referenzwert, vorzugsweise ein ZRM mit der
gleichen Matrix und den gleichen Analytkonzentra-
tionen wie bei den Priifproben.

5.4.6 Statistik

Statistische Methoden sind fiir die Zusammenfas-
sung von Daten und fiir die Bildung objektiver
Urteile im Hinblick auf Abweichungen zwischen
Datensétzen (Signifikanztest) unerlédsslich. Analyti-
ker sollten sich zumindest mit den Grundelementen
der statistischen Theorie vertraut machen, insbeson-
dere als Hilfsmittel bei der Bewertung der Prazision,
des Bias, des linearen Bereichs, der Nachweis-
grenze, der Bestimmungsgrenze und der Messunsi-
cherheit. Es wird auf eine Reihe niitzlicher Biicher
zur Einfithrung in die Statistik in der analytischen
Chemie verwiesen [5, 6, 31, 32, 33, 34].

5.5 Validierungsanforderungen

Die Anforderungen an die Durchfiihrung der Ver-
fahrensvalidierung konnen in Richtlinien innerhalb
einer bestimmten Branche, fir die das Verfahren re-
levant ist, festgelegt werden [13, 25, 35 zum Bei-
spiel]. Dort, wo solche Anforderungen existieren,
ist es empfehlenswert, ihnen zu folgen. Dies stellt
sicher, dass eine bestimmte Validierungsterminolo-
gie, zusammen mit der verwendeten Statistik, bran-
cheniiblich interpretiert wird. Die offizielle Aner-
kennung eines Verfahrens kann eine Charakterisie-
rung mittels Ringversuch erforderlich machen.
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5.6 Prozess der Verfahrensvalidierung
Wenn das Laboratorium mit einem bestimmten
Kundenproblem konfrontiert wird, muss es zuerst
die analytische Anforderung festlegen, die wiede-
rum die Leistungsmerkmale eines Verfahrens be-
stimmt, die dieses zur Losung des entsprechenden
Problems aufweisen muss (Abbildung 1).

Als Reaktion auf diese Anforderungen muss das La-
boratorium ein bereits vorhandenes, geeignetes Ver-
fahren festlegen oder, wenn notwendig, ein Verfah-
ren entwickeln/modifizieren. Es ist zu beachten,
dass bestimmte Vorschriften die Anwendung eines
bestimmten Verfahrens erfordern kénnen. Tabelle 4
zeigt die Art von Fragen, die sich bei der Festschrei-
bung einer analytischen Anforderung stellen konn-
ten (Spalte 1) und die entsprechenden Leistungs-
merkmale des Verfahrens, die bewertet werden
miissen (Spalte 2). Das Laboratorium bestimmt
dann die relevanten Leistungsmerkmale, bewertet
diese und priift sie hinsichtlich der analytischen An-
forderung. Der Validierungsprozess endet mit einer
Schlussfolgerung und einer Feststellung dariiber, ob
die analytische Anforderung erfiillt ist oder nicht.
Wird die analytische Forderung nicht erfiillt, ist eine
weitere Verfahrensentwicklung erforderlich. Dieser
Vorgang der Entwicklung und Bewertung wird fort-
gesetzt, bis das Verfahren in der Lage ist, die Anfor-
derung zu erfiillen.

In der Realitit wird eine analytische Anforderung
nur selten mit dem Kunden vorab formal vereinbart.
Kunden definieren in der Regel ihre Anforderungen

hinsichtlich Kosten und/oder Zeit und wissen nur
selten, wie gut Verfahren funktionieren miissen, ob-
wohl die Anforderungen an die Leistungsfahigkeit
fiir Verfahren dort vorgegeben sein konnen, wo die
Verfahren gesetzliche Bestimmungen oder die Ein-
haltung einer gegebenen Spezifikation unterstiitzen.
Beispielsweise hat die Européische Union (EU) An-
forderungen veroffentlicht, z. B. zur Analyse von
Trinkwasser [36], fiir Analysen innerhalb der Was-
serrahmenrichtlinie [37], fiir die Bestimmung des
Gehalts von Tierarzneimittelriickstdnden in Lebens-
mitteln [38] und Pestizidriickstdnden in Lebens- und
Futtermitteln [39].

In der Regel wird aber die Entscheidung hinsichtlich
der Anforderungen an die Leistungsfihigkeit dem
Analytiker iiberlassen. Sehr oft bedeutet dies, dass
die analytische Anforderung an die bekannte Leis-
tungsfahigkeit des Verfahrens (z. B. veroffentlicht in
Normverfahren, beobachtet in Eignungspriifungs-
ringversuchen oder abgeschitzt aus mathematischen
Modellen, wie z. B. der Horwitz-Funktion [40])) an-
gepasst wird.

Finanzielle Zwinge konnen dazu fiithren, dass die
Entwicklung eines Verfahrens zur Erfiillung einer
bestimmten analytischen Anforderung wirtschaft-
lich nicht sinnvoll ist. In diesem Fall muss entschie-
den werden, ob die Anforderung bis auf ein leichter
zu erreichendes Niveau gesenkt wird oder die Be-
rechtigung der Analyse an sich zu iiberdenken ist.
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Zu 16sendes Kundenproblem.
Analytische Anforderung
festlegen

Bestehendes Verfahren

. . Leistungsfahigkeit des Verfahren weiter
ermitteln/modifizieren oder A X
N . Verfahrens bewerten entwickeln
neues Verfahren entwickeln
JA
Ist das NEIN Analytische NEIN Weitere
Verfahren Anforderung Entwicklung
geeignet? lockern? durchfiihrbar?,
JA JA NEIN
L . Analytisch
Validierungsbericht fna ytische
Anforderungen neu
herausgeben =

formulieren

Verfahren anwenden Verfahren nicht anwendbar

Abbildung 1 — Prozess der Verfahrensvalidierung: vom Problem des Kunden bis zur Entscheidung des Laboratoriums,
ob der Kundenwunsch mit einem identifizierten Verfahren durchgefiihrt werden kann oder nicht.

Anmerkung: Die Verfahrensvalidierung besteht aus einer Phase, in der Leistungsmerkmale bewertet und dann mit ana-
lytischen Anforderungen verglichen werden. Unabhangig davon, welche bestehenden Leistungsdaten fur das Verfahren
zur Verfugung stehen, wird deren Eignung dadurch bestimmt, wie das Verfahren funktioniert, wenn sie vom zustandi-
gen Analytiker mit den zur Verfiigung stehenden Ausrustungen/Einrichtungen verwendet wird.
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Tabelle 4 — Fragen, die bei der Formulierung einer analytischen Anforderung gestellt werden kdnnten, und
damit verbundene Leistungsmerkmale mit Verweisen auf die entsprechenden Abschnitte in diesem Leitfa-

den

Frage Leistungsmerkmal Abschnitt| Anmer-
kung

Gibt es Einschrankungen bei Ressourcen, wenn ja,

welche — Menschen, Zeit, Geld, Ausriistung und Rea-

genzien, Laboreinrichtungen?

Wird die Probenahme und Unterteilung der Proben

notwendig (und wird dies im Laboratorium durchge-

fiihrt)? - - a)

Gibt es irgendwelche Einschridnkungen beziiglich Pro-

bengrofe/Verfiigbarkeit?

Was sind die chemischen, biologischen und physikali-

schen Merkmale der Matrix?

Liegt der Analyt fein verteilt oder lokalisiert vor?

Wird eine qualitative oder quantitative Antwort gefor- | Selektivitdt 6.1

dert? Nachweisgrenze und 6.2
Bestimmungsgrenze

Welches sind die interessierenden Analyten und die Selektivitét 6.1

wahrscheinlichen Gehalte (%, pg/g, ng/g, etc.)? Nachweisgrenze und 6.2

Liegen die Analyten in mehr als einer chemischen Bestimmungsgrenze

Form vor (z. B. Oxidationsstufen, Stereoisomere), und | Arbeits- und lineare Bereiche 6.3

ist es notwendig, zwischen verschiedenen

Formen unterscheiden zu kdnnen?

Welche GroBe soll gemessen werden (‘die Mess- Wiederfindung 6.5

grofie’)? Ist es die ‘Gesamt’-Konzentration des vor-

handenen Analyten, die von Interesse ist, oder die

‘extrahierte Menge’ unter bestimmten Bedingungen?

Welche Richtigkeit und Prézision werden gefordert? | Richtigkeit und Wiederfin- 6.5

Was ist der Hochstwert der Unsicherheit und wie wird | dung b

er ausgedriickt? Wiederholprizision, 6.6 )
Vergleichprézision, erweiterte
Vergleichprizision 6.7
Unsicherheit 6.1

Welche wahrscheinlichen Stérungen des Analyten Selektivitt 6.1

gibt es?

Sind fiir alle Parameter, die fiir die Durchfiihrung der | Robustheit 6.8

Analyse kritisch sind, Toleranzgrenzen festgelegt c)

worden (z. B. Extraktionszeitpunkt, Inkubationstem-

peratur)?

Miissen die Ergebnisse mit Ergebnissen anderer Labo- | Unsicherheit 6.7 b)

ratorien verglichen werden?

Miissen die Ergebnisse mit externen Spezifikationen | Unsicherheit 6.7 b)

verglichen werden?

a) Nicht alle Elemente der analytischen Anforderung stehen in unmittelbarem Zusammenhang mit den Anfor-
derungen an die Verfahrensvalidierung, aber geben in allgemeiner Form vor, ob bestimmte Verfahren tat-
sdchlich anwendbar sind. Zum Beispiel kommen verschiedene Verfahren zur Anwendung, je nachdem, ob
der Analyt in der Probe verteilt vorliegt oder an der Oberflédche isoliert ist.

b) Ein wesentlicher Aspekt der analytischen Anforderung ist es, dass es moglich sein sollte zu beurteilen, ob
ein Verfahren fiir den vorgesehenen Zweck geeignet ist oder nicht und deshalb muss sie die geforderte Un-
sicherheit, die entweder als Standardunsicherheit oder als eine erweiterte Unsicherheit ausgedriickt wird,
einschlieflen.

c¢) Veroffentlichte genormte Verfahren haben sich normalerweise im Rahmen des Anwendungsbereichs des
Verfahrens, d. h. Matrixtypen und Arbeitsbereich, als robust erwiesen. Daher schlieit die Verifizierung
eines Normverfahrens in einem Einzellaboratorium die Robustheit normalerweise nicht ein.
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6 Leistungsmerkmale des Verfahrens

6.1 Selektivitat

6.1.1 Begriffe und Definitionen

Die analytische Selektivitit bezieht sich auf “das
Ausmays, bis zu welchem ein Verfahren geeignet ist,
einen bestimmten Analyten in einer Mischung oder
Matrix ohne Storungen durch andere Komponenten
mit dhnlichen Eigenschaften zu bestimmen” [41].

Definitionen in verschiedenen Dokumenten [7, 18,
42] stimmen mit dieser Interpretation mehr oder
weniger tiberein. Wéhrend I[UPAC den Begriff ‘Se-
lektivitdt’ empfiehlt, verwenden einige Bereiche, z.
B. die Pharmabranche [13], die Bezeichnung ‘Spe-
zifitdt’ bzw. ‘analytische Spezifitit’. Letztere wird
empfohlen, um Verwechslungen mit ‘diagnostischer
Spezifitit’, die in der Labormedizin verwendet wird
[43], zu vermeiden.

6.1.2 Der Einfluss von Storungen

In der Regel kann man sagen, dass Analysenverfah-
ren aus einem Messschritt bestehen, dem ein Isolie-
rungsschritt vorausgehen kann oder auch nicht. Im
Messschritt wird die Konzentration eines Analyten
normalerweise nicht direkt gemessen. Stattdessen
wird eine bestimmte Eigenschaft (z. B. die Lichtin-
tensitét) quantifiziert. Es ist daher von entscheiden-
der Bedeutung festzustellen, dass die gemessene
Eigenschaft nur auf den Analyten zuriickzufiihren
ist und nicht etwa auf etwas, das chemisch oder
physikalisch dhnlich ist, oder etwas, das zufillig
auftritt und damit zu einem Bias im Messergebnis
filhrt. Um die Selektivitdt des Messsystems zu ver-
bessern, muss dem Messschritt moglicherweise ein
Isolierungsschritt vorausgehen.

Stérungen konnen durch Erhéhung oder Abnahme
des der MessgroBle zugeordneten Signals einen
Bias verursachen. Die GroBe des Effekts fiir eine
gegebene Matrix ist in der Regel proportional zum
Signal und wird deshalb manchmal als ‘Proportio-
nal’-Effekt bezeichnet. Sie dndert die Steigung der
Kalibrierfunktion, jedoch nicht deren Achsenab-
schnitt. Dieser Effekt wird auch als ‘Rotations’-
Effekt bezeichnet [44].

Eine ‘Translations’- oder ‘Parallelverschiebung’
entsteht aus einem Signal, das durch in der Testlo-
sung befindliche Storsubstanzen erzeugt wird. Sie
ist daher unabhingig von der Konzentration des
Analyten. Sie wird oft als ‘Hintergrund-Stérung’
oder ‘Grundlinien’-Stérung bezeichnet. Sie wirkt
auf den Achsenabschnitt einer Kalibrierfunktion,
aber nicht auf deren Steigung.

Es ist nicht ungewohnlich, dass sowohl Proportio-
nal- als auch Translationseffekte gleichzeitig vor-
handen sind. Das Standardadditionsverfahren kann
nur Proportionaleffekte korrigieren.

6.1.3 Bewertung der Selektivitiit

Die Selektivitit eines Verfahrens muss bestimmt
werden fiir hausintern entwickelte Verfahren, fiir
Verfahren, die aus der wissenschaftlichen Litera-
tur angepasst wurden, und fiir von Normungsgre-
mien verdffentlichte Verfahren, die auflerhalb
des im Normverfahren angegebenen Geltungsbe-
reichs angewandt werden. Wenn von Normungs-
gremien veroffentlichte Verfahren im Rahmen
ihres Geltungsbereichs eingesetzt werden, ist die
Selektivitdt in der Regel im Rahmen der Nor-
mung untersucht worden.

Die Selektivitit eines Verfahrens wird in der Re-
gel untersucht, indem gepriift wird, ob es den ge-
wiinschten Analyten in Proben messen kann, in
die absichtlich spezifische Storsubstanzen (sol-
che, von denen vermutet wird, dass sie in Proben
vorkommen) eingefiihrt wurden. Wenn unklar ist,
ob Stdrsubstanzen bereits vorhanden sind oder
nicht, kann die Selektivitit eines Verfahrens un-
tersucht werden, indem die Messféhigkeit fiir den
Analyten im Vergleich zu anderen unabhéngigen
Verfahren untersucht wird. Die Beispiele 1 und 2
(siehe unten) sowie Kurzanleitung 1 veranschau-
lichen praktische Uberlegungen im Hinblick auf
die Selektivitét.

Bestitigungsverfahren konnen als Mittel zur Veri-
fizierung von Identifizierungen niitzlich sein. Je
mehr Nachweise gesammelt werden konnen,
umso besser. Es gibt zwangslaufig einen Kompro-
miss zwischen Kosten und Zeit, die fiir die Identi-
fizierung eines Analyten aufgewandt werden, und
dem Vertrauen, auf dessen Basis man entscheiden
kann, ob der Analyt korrekt identifiziert worden
ist.

Wihrend die Bewertung der Wiederholprézision
erfordert, dass die Messung mit einem Verfahren
mehrmals wiederholt wird, erfordert die Bestiti-
gung der Identitit des Analyten eine Messung
durch verschiedene, vorzugsweise unabhingige
Verfahren. Diese Bestétigung erhoht das Vertrauen
in das zu tiberpriifende Verfahren und ist insbeson-
dere dann niitzlich, wenn die Bestétigungsverfah-
ren mit deutlich unterschiedlichen Prinzipien arbei-
ten.
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Bei einigen Anwendungen, beispielsweise der Ana-
lyse unbekannter organischer Stoffe mittels Gas-
Chromatographie, ist der Einsatz bestdtigender
Verfahren unverzichtbar. Wenn das zu iiberprii-
fende Messverfahren duBlerst selektiv ist, diirften
andere bestitigende Verfahren entbehrlich sein.

Beispiel 1 — Chromatographie. Ein Peak in einem
Chromatogramm kann dem gewiinschten Analyten
zuriickgeordnet werden, wenn ein RM, das den Ana-
lyten enthilt, an der gleichen Stelle auf dem Chroma-
togramm ein Signal erzeugt. Aber ist das Signal wirk-
lich auf den Analyten zurilickzufiihren oder auf etwas
Anderes, das zufillig ko-eluiert, d. h. ein fixer Effekt?
Es konnte eins von beiden sein oder beides. Die Iden-
tifizierung des Analyten nur auf diese Weise ist unzu-
verldssig, und irgendeine Form von Nachweis ist er-
forderlich. Beispielsweise konnte die Chromatogra-
phie unter Verwendung einer Sdule mit anderer Pola-
ritdt und damit einem anderen Trennprinzip wieder-
holt werden, um festzustellen, ob das Signal und das
vom RM erzeugte Signal noch zur gleichen Zeit auf-
treten. Wenn ein Peak auf mehr als eine Verbindung
zuriickzufiihren ist, kann eine andere Polaritdt eine
gute Moglichkeit sein, die Verbindungen zu trennen.
In vielen Féllen konnen moderne Massenspektrome-
ter eine hohe Selektivitdt bieten, z. B. Gas- oder Fliis-
sigchromatographie mit massenspektrometrischer
Detektion.

Kurzanleitung 1 - Selektivitat

Ein wichtiger zu beriicksichtigender Aspekt bei der
Selektivitdt ist, wenn ein Analyt in einer Probe in
mehr als einer Form vorliegt, z. B.: gebunden oder
ungebunden, anorganisch oder organometallisch,
oder in verschiedenen Oxidationsstufen. Zur Ver-
meidung von Missverstindnissen ist die Definition
der Messgrofie daher entscheidend.

Beispiel 2 — Spektroskopie. In der Infrarot-Spektro-
skopie konnen unbekannte Verbindungen identifi-
ziert werden durch Abgleichen von Absorptionssig-
nalen (d. h. ‘Peaks’) im Spektrum des Analyten mit
denen aus Referenzspektren, die in einer Spektren-
bibliothek gespeichert sind. Sobald angenommen
werden kann, dass eine korrekte Identifizierung er-
folgt ist, sollte ein Spektrum eines RM des Analyten
unter exakt den gleichen Bedingungen aufgenom-
men werden wie fiir die Probe. Je hoher die Anzahl
der Peaks, die zwischen dem Analyten und dem RM
ubereinstimmen, ist, umso hoéher ist das Vertrauen
darin, dass die Identifizierung korrekt ist. Es wire
auch sinnvoll zu untersuchen, wie abhéngig die Form
des Spektrums davon war, wie der Analyt isoliert
und fiir die Infrarot-Analyse vorbereitet wurde.
Wenn beispielsweise das Spektrum von einem Press-
ling erfasst wurde, kann die PartikelgroBenvertei-
lung der Priifmenge im Pressling die Form des
Spektrums beeinflussen.

Was ist zu tun Wie oft Was ist aus den Daten zu berech- Anmerkungen
nen/zu ermitteln

Proben und RM 1 Ergebnisse aus den bestétigenden Verfah- | Entscheiden, wie viele zusitz-
durch das zu tiber- ren verwenden, um zu bewerten, ob das | liche Nachweise fiir eine hin-
priifende Verfahren Verfahren die Identitét des Analyten be- | reichende Zuverléssigkeit er-
und anderen unab- statigen und den Analyten isoliert von an- | forderlich sind.
hangigen Verfahren deren Storsubstanzen messen kann.
analysieren.
Proben analysieren, 1 Auswirkung von Storsubstanzen untersu- | Wenn der Nachweis oder die
in denen verschie- chen. Hemmt das Vorhandensein von Quantifizierung durch die
dene Storsubstanzen Storsubstanzen den Nachweis oder die Storsubstanzen behindert wer-
in Gegenwart des in- Quantifizierung der Analyten? den, ist eine weitere Verfah-
teressierenden Ana- rensentwicklung erforderlich.
lyten vermutet wer-
den.

6.2 Nachweisgrenze und Bestimmungs-
grenze

6.2.1 Begriffe und Definitionen

Erfolgen Messungen bei niedrigen Konzentrationen,
sind drei allgemeine Konzepte zu beriicksichtigen.
Erstens kann es notwendig sein, einen Analysenwert
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zu bestimmen, der einem Analytgehalt entspricht,
der signifikant verschieden von Null ist. Oft sind bei
diesem Niveau einige Maflnahmen erforderlich, wie
z. B. ein Material als kontaminiert zu erklaren. Die-
ses Niveau ist bekannt als ‘kritischer Wert, ‘Ent-
scheidungsgrenze’ oder in EU-Richtlinien als CCa
[38].
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(Anm. d. Ubers.: in der deutschen Fassung dieses
Guides wird die Terminologie aus der deutschen
Fassung des VIM verwendet. Dies ist nicht in Uber-
einstimmung mit der DIN 32645 und der DIN 1SO
11843. Der kritische Wert ist in DIN 32645 die
Nachweisgrenze, in der DIN ISO 11843 wird dieses
Niveau Erfassungsgrenze genannt.).

Zweitens ist es wichtig, die niedrigste Konzentration
des Analyten zu kennen, die bei einem vorgegebe-
nen Vertrauensniveau durch das Verfahren nachge-
wiesen werden kann. D. h., bei welcher tatsidchli-
chen Konzentration werden wir den oben beschrie-
benen kritischen Wert sicher iiberschreiten? Fiir die-
ses Konzept werden Begriffe wie ‘Nachweis-
grenze’, ‘kleinster nachweisbarer Wert” oder in EU-
Richtlinien CCP [38] verwendet (Anm. d. Ubers.: in
der DIN 32645 ist dies die Erfassungsgrenze, in DIN
1SO 11843 das Erfassungsvermogen.).

Drittens ist es auch wichtig, die Untergrenze festzu-
legen, bei welcher die Leistungsfahigkeit bei einer
typischen Anwendung noch akzeptabel ist. Dieses
dritte Konzept wird in der Regel als Bestimmungs-
grenze bezeichnet.

Die Terminologie all dieser Begriffe ist sehr vielfal-
tig und variiert innerhalb der Bereiche. So wurde
zum Beispiel der Begriff ‘Nachweisgrenze’ frither
nicht {iberall anerkannt, obwohl er in einigen bran-
chenspezifischen Dokumenten verwendet wurde
[13, 38]. Er ist jetzt allerdings in den VIM [7] sowie
in das IUPAC Gold Book [17] aufgenommen wor-
den. ISO verwendet als einen allgemeinen Begriff
den ‘kleinsten nachweisbaren Wert der Nettokon-
zentration des Analyten’, der im Bereich Chemie
iibersetzt wird mit ‘kleinste nachweisbare Nettokon-
zentration’ [45, 46, 47, 48]. In diesem Leitfaden
werden die Begriffe ‘kritischer Wert’, ‘Nachweis-
grenze’ und ‘Bestimmungsgrenze’ fiir die drei o. g.
Begriffe verwendet. In der Verfahrensvalidierung
sind Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze die
Werte, die am héaufigsten bestimmt werden.

Es ist auch notwendig, zwischen der Nachweis-
grenze von Geridten und der Nachweisgrenze von
Verfahren zu unterscheiden. Die Nachweisgrenze
flir Gerdte kann sich auf die Analyse einer Probe
stiitzen, héufig einer Reagenzien-Blindprobe, die
direkt ins Messgerét gegeben wird (d. h. unter Weg-
lassen jeglicher probenvorbereitenden Schritte),
oder auf das Signal-Rausch-Verhiltnis, z. B. in
einem Chromatogramm.
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Um eine Nachweisgrenze flir das Verfahren zu er-
halten, muss sich die Nachweisgrenze auf die Ana-
lyse von Proben stiitzen, die das gesamte Messver-
fahren durchlaufen haben, unter Verwendung von
Ergebnissen, die mit derselben Gleichung wie fiir die
Priifproben berechnet werden. Es ist die Nachweis-
grenze des Verfahrens, die fiir die Verfahrensvali-
dierung am niitzlichsten ist und die deshalb im Mit-
telpunkt dieses Leitfadens steht.

Die folgenden Abschnitte beschreiben die experi-
mentelle Schitzung der Nachweisgrenze und der
Bestimmungsgrenze. Die statistische Grundlage zur
Berechnung der Nachweisgrenze ist in Anhang B
gegeben. Da sowohl Nachweis- als auch Bestim-
mungsgrenze von der Genauigkeit bei oder nahe
Null abhédngen, beschreibt Abschnitt 6.2.2 zunéchst
die experimentelle Schitzung der Standardabwei-
chung von Ergebnissen nahe Null.

6.2.2 Ermitteln der Standardabweichung bei
niedrigen Gehalten

Sowohl Nachweisgrenze als auch Bestimmungs-
grenze werden in der Regel durch Multiplizieren
einer Standardabweichung (s4) mit einem geeigne-
ten Faktor berechnet. Es ist wichtig, dass diese Stan-
dardabweichung reprisentativ ist fiir die Prézision,
die fiir typische Priifproben erhalten wird, und dass
fiir eine verlassliche Schitzung die Messungen aus-
reichend haufig wiederholt werden. In diesem Ab-
schnitt basiert die Standardabweichung s} auf einer
Standardabweichung s¢ fiir Einzelergebnisse nahe
Null, angepasst an etwaige Mittelung oder Blind-
wertkorrektur, die in der Praxis genutzt werden
(siche unten). Alternative Ansitze werden in Ab-
schnitt 6.2.5 diskutiert.

Die folgenden Gesichtspunkte sollten bei der Er-
mittlung der Nachweisgrenze und Bestimmungs-
grenze durch ein Experiment mit einfacher Wie-
derholung beriicksichtigt werden.

Geeignete Proben zur Schatzung der Nachweis-
grenze und Bestimmungsgrenze: Die verwende-
ten Proben sollten vorzugsweise entweder a) Leer-
proben sein, d. h. Matrices, die keinen nachweis-
baren Analyten enthalten, oder b) Priifproben mit
Konzentrationen des Analyten nahe oder unterhalb
der zu erwartenden Nachweisgrenze. Leerproben
eignen sich gut fiir Verfahren, wo ein messbares
Signal fiir einen Leerwert erhalten wird, wie z. B.
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Spektrophotometrie und  Atomspektroskopie.
Jedoch werden fiir Verfahren, wie z. B. der Chro-
matographie, die auf dem Nachweis eines Peaks
oberhalb des Rauschens basieren, Proben mit
Konzentrationen nahe oder oberhalb der Nach-
weisgrenze bendtigt. Diese kdnnen beispielsweise
durch Aufstocken einer Leerprobe hergestellt wer-
den (siche Abschnitt 5.4).

Wenn Leerproben oder Proben in geringen Kon-
zentrationen nicht verfiigbar sind, kdnnen oft Re-
agenzien-Blindproben5 genutzt werden. Wenn
diese Reagenzien-Blindproben nicht dem gesam-
ten Messverfahren unterzogen werden konnen und
direkt ins Messgerdt gegeben werden, ergibt die
Berechnung, die auf diesen Messungen aufbaut,
die Bestimmungsgrenze/Nachweisgrenze fiir das
Gerdit.

Abdeckung des Anwendungsbereichs des Ver-
fahrens: Fiir Verfahren, die sehr verschiedene
Matrices abdecken, kann eine Ermittlung der
Standardabweichung fiir jede Matrix getrennt not-
wendig sein.

Sicherstellung einer repréasentativen Wieder-
holung: Die Standardabweichung sollte fiir die
Durchfithrung des Verfahrens, wie es im Labora-
torium benutzt wird, représentativ sein, d. h. die
Standardabweichung ist auf der Grundlage von
Priifergebnissen zu berechnen, wenn Analysen ge-
nau nach dem gesamten dokumentierten Messver-
fahren durchgefiihrt werden, einschlieSlich aller
Probenvorbereitungsschritte. Die fiir die Berech-
nung der Standardabweichung s, verwendeten
Werte sollten in den MaBeinheiten angegeben
werden, die im Verfahren angegeben sind.

Messbedingungen: Die Standardabweichung
wird in der Regel unter Wiederholbedingungen er-
halten und dies ist auch das in diesem Abschnitt
beschriebene Verfahren. Jedoch kann unter Ver-
gleichbedingungen (Zwischenbedingungen) eine
zuverldssigere Schétzung erhalten werden. Dieser
Ansatz wird weiter in Abschnitt 6.2.5 diskutiert.

Anzahl von Beobachtungen: Die Anzahl der
Wiederholungen (m) sollte ausreichend sein, um
eine angemessene Schitzung der Standardabwei-
chung zu erhalten. Als notwendig erachtet werden

5 Beziiglich der Terminologie zu Blindproben bestehen Unklarheiten — weitere
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typischerweise zwischen 6 und 15 Wiederholun-
gen; in Validierungsverfahren/Validierungs-
Regelwerken werden oft 10 Wiederholungen emp-
fohlen (siche Abschnitt 6.2.5.1).

Mittelwerte berlcksichtigen: In vielen Messver-
fahren wird bei Routineeinsatz des Verfahrens der
Mittelwert von Wiederholungen angegeben, wo-
bei in jeder Wiederholung das gesamte Messver-
fahren durchlaufen wird. In diesem Fall sollte die
Standardabweichung der Einzelergebnisse s
durch Dividieren mit der Quadratwurzel von n
korrigiert werden, wobei n die Anzahl der im Rou-
tineeinsatz gemittelten Wiederholungen ist.

Berticksichtigung des Effekts von Blindwert-
korrekturen: Wenn im Messverfahren Blindwert-
korrekturen angegeben werden, ist bei der Ermitt-
lung der Standardabweichung, die zur Berechnung
der Nachweisgrenze bzw. Bestimmungsgrenze
verwendet wird, Vorsicht geboten. Wenn die wéh-
rend der Validierungsstudie erhaltenen Ergebnisse
alle mit dem gleichen Blindwert korrigiert werden
wiirden — der Einfachheit halber wird dieser An-
satz hier empfohlen —, wire die Standardabwei-
chung der Ergebnisse kleiner als diejenige, die in
der Praxis zu sehen ist, wenn Ergebnisse mittels
unterschiedlicher Blindwerte, die in verschiedenen
Tests erzielt wurden, korrigiert werden.

In diesem Fall sollte sy durch Multiplikation mit

% + n—lb korrigiert werden, wobei n die Anzahl der
Wiederholungsbegutachtungen ist, {iber die gemit-
telt wird, wenn iiber Ergebnisse berichtet wird, wo-
bei jede Wiederholung durch das Durchlaufen des
gesamten Messverfahrens erreicht wird, und n, die
Anzahl der Blindbeobachtungen ist, die zur Berech-
nung der Blindkorrektur verwendet werden.

Zu beachten ist, dass unter Vergleichbedingungen
(Zwischenbedingungen) Ergebnisse durch unter-
schiedliche Blindwerte korrigiert werden, sodass
keine Korrektur der Standardabweichung erforder-
lich ist (siehe Abschnitt 6.2.5).

Beispiel 3 veranschaulicht diese Berechnungen
und das Flussdiagramm in Abbildung 2 fasst die
erforderlichen Korrekturen zur Mittelwertbildung
und zur Blindwertkorrektur zusammen.

Diskussion dazu siehe Abschnitt 5.4.1.
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Beispiel 3 — Eine vorgenommene Validierung be-
ruht auf der Analyse eines Leerwerts. Zehn (m)
unabhéngige Messungen des Leerwerts erfolgen
unter Wiederholbedingungen. Die Ergebnisse sind
Mittelwerte mit einem Wert von 2 mg/kg und
einer Standardabweichung s, von 1 mg/kg.

Fall 1 — Das Messverfahren sieht vor, dass die
Priifproben einmal gemessen (n=1) und die Ergeb-
nisse mit dem Ergebnis einer einzelnen Leerprobe
korrigiert werden sollten (n,=1). In einer Mess-
reihe besteht jeder Messdurchgang aus einzelnen
Wiederholungsmessungen der Routineproben und
einer (n,) Leerprobe. Dann ist nach Abbildung 2
die Standardabweichung zur Berechnung von
Nachweisgrenze/Bestimmungsgrenze:

f1 1 f1 1
S = So Z+E_1 I+I_1\/§—1,4mg/kg

Fall 2 — Das Messverfahren sieht vor, dass die Priif-
proben wie auch die Leerproben doppelt (n=2) ana-
lysiert werden sollten. In einer Messreihe besteht je-
der Messdurchgang aus Doppelmessungen (n=2)
von Routineproben und zwei ('») Leerproben. Die
fiir Routineproben erhaltene Konzentration wird
durch Subtrahieren des Mittelwerts aus den zwei
Leerproben korrigiert. Dann ist nach Abbildung 2
die Standardabweichung zur Berechnung von
Nachweisgrenze/Bestimmungsgrenze:

0= 1+1—1 1+1—1 /k
So = So nm, 2727 mg/kg
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Die Standardabweichung s
aus den Ergebnissen von
m Wiederholungsmessungen bei der Validierung
errechnen

Werden die
Ergebnisse wiahrend des
Routineverfahrens
blindwert korrigiert?
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Die errechnete Standardabweichung s ‘) von
Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze
verwenden

Sp ist die geschétzte Standardabweichung von m Einzelergebnissen an oder nahe der Nullkonzentration.
sy ist die zur Berechnung von Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze verwendete Standardabweichung.

n ist die Anzahl der Wiederholungsbeobachtungen, die gemittelt werden, wenn iiber Ergebnisse berichtet
wird, wobei jede Wiederholung dadurch erreicht wird, dass das gesamte Messverfahren durchlaufen wird.

ny ist die Anzahl der Blindbeobachtungen, die gemittelt werden, wenn die Blindkorrektur bezogen auf das Mess-
verfahren berechnet wird.

Abbildung 2 - Berechnung der Standardabweichung, sg, die zur Schatzung von Nachweisgrenze und Be-
stimmungsgrenze verwendet wird. Das Flussdiagramm beginnt mit einer experimentellen Standardabwei-
chung, sq, berechnet aus den Ergebnissen von Wiederholungsmessungen unter Wiederholbedingungen an
einer Probe nahe der Nullkonzentration, entweder ohne Blindwertkorrektur oder mit einer Blindwertkor-
rektur, angewandt auf alle Ergebnisse, wie durch das Verfahren festgelegt. Diese Blindwertkorrektur kann
auf einer einzelnen Blindwertbeobachtung basieren oder auf einem Mittelwert mehrerer Blindwertbeobach-
tungen.
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Schétzung der Nachweisgrenze die in der Kurzan-

6.2.3 Schitzen der Nachweisgrenze : )
leitung 2 dargestellten Herangehensweisen als all-

Fiir Validierungszwecke ist es in der Regel ausrei-
chend, fiir die Nachweisgrenze einen Niherungs-
wert anzugeben, d. h. den Wert, bei dem der Nach-
weis des Analyten problematisch wird. Dazu reicht
der in der Kurzanleitung 2 dargelegte ‘3s’ Ansatz
in der Regel aus.

Immer dann, wenn die Arbeiten zur Unterstiitzung
regulativer Vorgaben oder Einhaltung von Spezifi-
kationen dienen, ist eine genauere Herangehens-
weise erforderlich, insbesondere die Beriicksichti-
gung von Freiheitsgraden, die mit s, verbunden
sind. Dies wird detailliert durch IUPAC [49] und
andere [50, 51] beschrieben. Wenn der kritische
Wert und/oder die Nachweisgrenze zur Entschei-
dungsfindung verwendet werden, sollte die Prézi-
sion Uberwacht werden, und die Grenzen miissen
moglicherweise von Zeit zu Zeit erneut berechnet
werden. Verschiedene Branchen und/oder Regelun-
gen nutzen ggf. verschiedene Ansétze zur Schét-
zung der Nachweisgrenze. Bei der Angabe einer
Nachweisgrenze wird empfohlen, die verwendete
Konvention anzugeben. In Ermangelung einer
branchenbezogenen  Anleitung konnen  zur

Kurzanleitung 2 — Nachweisgrenze

gemeine Anleitung verwendet werden.

6.2.4 Schiitzen der Bestimmungsgrenze

Die Bestimmungsgrenze ist der niedrigste Wert
des Analyten, der mit einer akzeptablen Leistungs-
fahigkeit bestimmt werden kann. ‘Akzeptable
Leistungsfahigkeit” wird in verschiedenen Richtli-
nien in Bezug auf den Einschluss von Prézision,
Prizision und Richtigkeit oder Messunsicherheit
[52] unterschiedlich betrachtet. In der Praxis
jedoch wird die Bestimmungsgrenze meist als die
Analytkonzentration berechnet, die einer Stan-
dardabweichung (s‘o) an der Untergrenze, multipli-
ziert mit einem Faktor k), entspricht. Der [UPAC
Standardwert fiir k ist 10 [49], und wenn die Stan-
dardabweichung bei niedrigen Konzentrationen
etwa konstant ist, entspricht dieser Multiplikator
einer relativen Standardabweichung (RSD) von
10 %. Manchmal werden auch Multiplikatoren von
5 und 6 verwendet, die RSD-Werten von 20 % und
17 % entsprechen [53, 54]. Weitere Informationen
siche Literaturnachweis [8] und Kurzanleitung 3.

Was ist zu tun Wie Was ist aus den Daten zu Anmerkungen
oft berechnen
a) Wiederholungsmessungen von 10 Standar.dabweichung So aus den
Leerproben, d. h. Matrices, die Ergebnissen berechnen.
keinen detektierbaren Analyten S¢ aus Sg in Anlehnung an das
enthalten. Flussdiagramm in Abbildung 2
oder berechnen.
Wiederholungsmessungen von Nachweisgrenze berechnen nach
Priifproben mit niedrigen Analyt- NWG = 3xs},
konzentrationen.
b) Wiederholungsmessungen von | 10 Standardabweichung sy aus den | Ansatz b) ist akzeptabel, wenn keine

Reagenzien-Blindproben.

oder

Wiederholungsmessungen von
Reagenzien-Blindproben, aufge-
stockt mit niedrigen Analytkon-
zentrationen.

Ergebnissen berechnen

s aus Sg in Anlehnung an das
Flussdiagramm in Abbildung 2
berechnen.

Nachweisgrenze berechnen nach
NWG = 3xs)

Leerproben oder Priifproben in niedri-
gen Konzentrationen erhalten werden
konnen.

Wenn diese Reagenzien-Blindproben
nicht das gesamte Messverfahren durch-
laufen und direkt in das Messgerét gege-
ben werden, liefert die Berechnung die
Gerétenachweisgrenze.

ANMERKUNGEN

1) Um eine Standardabweichung ungleich Null zu erreichen, muss bei einigen Analysenmethoden, z. B. Chromatogra-
phie, eine Priifprobe mit zu niedriger Konzentration oder eine Reagenzien-Blindprobe mdglicherweise aufgestockt

werden.

2) Das gesamte Messverfahren sollte fiir jede Bestimmung wiederholt werden.
3) Die Standardabweichung wird in Konzentrationseinheiten ausgedriickt. Wird die Standardabweichung als Signal ausge-
driickt, dann ist die Nachweisgrenze die Konzentration, die dem Blindsignal y, + 3Xs; entspricht.
Ein kurzes Beispiel fiir Berechnungen der Nachweisgrenze als Signal wird auch im Literaturnachweis [5] gegeben.
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Kurzanleitung 3 — Bestimmungsgrenze

Was ist zu tun Wie Was ist aus den Daten zu Anmerkungen
oft berechnen
a) Wiederholungsmessun- 10 Standardabweichung s aus den| Der Wert fiir den Multiplikator k,,
gen von Leerproben, d. h. Ergebnissen berechnen. betrégt tiblicherweise 10, aber auch
Matices,diekeinen dtek- || st aus s in Anchmung an das | 6T Were, v bspiloneise
ierbaren Analyten enthal- ; : : >
ten Y Flussdiagramm in Abbildung 2 | (1,5gierend auf den Eignungs’-Krite-
: berechnen. rien).
oder Bestimmungsgrenze berechnen
nach
Wiederholungsmessungen BG = kqXsj.
von Priifproben mit niedri-
gen Analytkonzentratio-
nen.
b) Wiederholungsmessun- 10 Standardabweichung s, aus den| Ansatz b) ist akzeptabel, wenn keine

gen von Reagenzien-Blind-
proben.

oder
Wiederholungsmessungen

von Reagenzien-Blindpro-
ben, aufgestockt mit nied-

Ergebnissen berechnen.

sS4 aus Sy in Anlehnung an das
Flussdiagramm in Abbildung 2
berechnen.

Bestimmungsgrenze berechnen
nach

Leerproben oder Priifproben in nied-
rigen Konzentrationen erhalten wer-
den konnen.

Wenn diese Reagenzien-Blindproben
nicht das gesamte Messverfahren
durchlaufen und direkt in das Mess-
gerit gegeben werden, liefert die

rigen Analytkonzentratio-
nen.

Berechnung die Gerite-Bestim-
mungsgrenze.

ANMERKUNGEN

1) Um eine Standardabweichung ungleich Null zu erreichen, muss bei einigen Analysenmethoden, z. B.
Chromatographie, eine Priifprobe mit zu niedriger Konzentration oder eine Leerprobe moglicherweise

aufgestockt werden.

2) Das gesamte Messverfahren sollte fiir jede Bestimmung wiederholt werden.
3) Die Standardabweichung wird in Konzentrationseinheiten ausgedriickt.

6.2.5 Alternative Verfahren

In den vorangegangenen Abschnitten ist ein all-
gemeiner Ansatz zur Schétzung der Nachweis-
grenze und der Bestimmungsgrenze beschrie-
ben worden, basierend auf der Standardabwei-
chung der Ergebnisse bei Konzentrationen nahe
Null, erhalten unter Wiederholbedingungen.
Dieser Ansatz findet breite Anwendung, aber in
anderen Standards und Regelwerken werden
alternative Verfahren beschrieben.

In einigen Féllen, z. B. wenn sich Blindwerte
von Tag zu Tag erheblich unterscheiden, wer-
den Prézisionen unter Vergleichbedingungen
(Zwischenbedingungen) Prézisionen unter Wie-
derholbedingungen vorgezogen. Wenn bei-
spielsweise aus der Qualitdtskontrolle Ergeb-
nisse fiir Priifproben in niedrigen Konzentratio-
nen verfiigbar sind, kann die Standardabwei-
chung aus diesen Ergebnissen zur Schitzung der
Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze ge-
nutzt werden. Wenn die zur Berechnung der
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Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze ver-
wendete Standardabweichung unter Vergleich-
(Zwischenprézisions- )bedingungen  erhalten
wurde, dann ist die Anpassung der Blindkorrek-
tur, wie in Abbildung 2 dargestellt, nicht erfor-
derlich. Somit ist die aus der internen Qualitats-
kontrolle erhaltene experimentelle Standardab-
weichung gleich der Standardabweichung s,
die zur Berechnung der Nachweisgrenze und
Bestimmungsgrenze herangezogen wird. ISO
11843-2 [46] beschreibt, wie man die Gerite-
Nachweisgrenze direkt aus einer Kalibrierkurve
erhalten kann.

6.2.5.1 Zuverlassigkeit der Schatzungen von
Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze

Es sollte beachtet werden, dass selbst bei den
10 Wiederholungen, wie sie in den Kurzanlei-
tungen 2 und 3 genannt werden, Schitzungen
einer Standardabweichung von Natur aus varia-
bel sind. Deshalb sollte die bei der Validierung
erhaltene Schitzung von Nachweisgrenze/Be-
stimmungsgrenze als Richtwert angesetzt wer-
den. Dies wird ausreichend sein, wenn eine
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Schitzung von Nachweisgrenze/Bestimmungs-
grenze nur dazu erforderlich ist, um nachzuwei-
sen, dass die Konzentrationen der Proben deut-
lich {iber der Nachweisgrenze/Bestimmungs-
grenze liegen. Wenn Laborproben erwartbar
niedrige Konzentrationen des Analyten enthal-
ten, sollte die Nachweisgrenze/Bestimmungs-
grenze in regelméfBigen Abstinden iiberwacht
werden.

6.2.6 Nachweisfiihigkeit fiir qualitative
Analysen

Eine qualitative Analyse (Anhang D) beinhaltet
die Identifizierung und Klassifizierung von Sub-
stanzen und ist damit eine ‘Ja’/‘Nein’-Antwort
bei einer bestimmten Schwellenkonzentration

eines Analyten [55]. Bei qualitativen Verfahren
kann die Prizision nicht als eine Standardabwei-
chung oder relative Standardabweichung ausge-
driickt werden, aber als Anteile an Wahr- und
Falsch-Positiv- und -Negativ-Werten.

In einer Validierungsstudie kann die Schwellen-
konzentration durch Festlegung der Falsch-Posi-
tiv- und Negativ-Werte auf mehreren Stufen un-
terhalb und oberhalb der Schwellenkonzentra-
tion bestimmt werden. Die Grenze ist dort, wo
Falsch-Negativ-Werte bei  Konzentrationen
oberhalb dem Grenzwert gering sind — mit einer
angegebenen Wahrscheinlichkeit von z. B. 5 %.
Wihrend der Validierung wird die im dokumen-
tierten Verfahren vorgeschlagene Grenze bewer-
tet. (Siehe Beispiel 4 und Kurzanleitung 4).

zentration zwischen 100 und 130 pg L™

Beispiel 4 — Bestimmung der Schwellenkonzentration bei
einem qualitativen Verfahren mit einer angegebenen
Schwellenkonzentration von 100 ug L™'. Auf jedem Niveau
wurden zehn Beobachtungen aufgezeichnet. Es wurde eine
Ansprechkurve mit dem Anteil (in %) von positiven Ergeb-
nissen Uber der Konzentration erstellt, aus der man den
Konzentrationsschwellenwert bestimmen kann, bei dem
der Test unzuverldssig wird. Mit einem Kriterium von
<5 % Falsch-Negativ-Ergebnissen liegt die Schwellenkon-

C(ugL™" Anzahl positiver/negativer Ergebnisse

150 10/0
130 10/0
100 9In
75 5/5
50 1/9
20 0/10
10 0/10

Positive responce rate (%)

114 [ SO e

BO <pommsnemmnemssssseasssrmfimsssa s

0 20 40

60

80 100 120 140 160

Concentration (ug L")

Kurzanleitung 4 — Nachweisgrenze bei der qualitativen Analyse

Was ist zu tun Wie oft

Was ist aus den Daten zu berechnen/ermitteln

Leerproben messen - in zufélliger Rei- 10
henfolge -, die mit dem Analyten in
unterschiedlichen Konzentrationen im
Konzentrationsbereich aufgestockt

wurden.

Eine Ansprechkurve (in %) mit positiven bzw. negati-
ven Ergebnissen iiber die Konzentration erstellen, aus
der man den Konzentrationsschwellenwert, bei dem
der Test unzuverlassig wird, bestimmen kann.
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6.3 Arbeitsbereich

6.3.1 Definition

Der ‘Arbeitsbereich’® ist der Bereich, innerhalb des-
sen das Verfahren Ergebnisse mit einem akzeptablen
Unsicherheitsniveau liefert. Das untere Ende des Ar-
beitsbereichs wird von der Bestimmungsgrenze be-
grenzt. Der obere Arbeitsbereich wird durch Kon-
zentrationen bestimmt, bei denen in der analytischen
Sensitivitét signifikante Anomalien beobachtet wer-
den. Ein Beispiel hierfiir ist der Plateaueffekt bei ho-
hen Absorptionswerten in der UV/VIS-Spektroskopie.

6.3.2 Uberlegungen zur Validierungsstudie

Der Arbeitsbereich des zu validierenden Verfahrens
sollte im Anwendungsbereich des dokumentierten
Verfahrens angegeben werden (siche A.5 in Anhang A).
Wihrend der Validierung ist es erforderlich zu be-
stitigen, dass das Verfahren innerhalb des angege-
benen Bereichs verwendet werden kann. Um den
Arbeitsbereich bewerten zu konnen, muss das Labo-
ratorium sowohl die Linearitdt des Verfahrens als
auch das in dem Verfahren vorgeschlagene Kalib-
rierverfahren berticksichtigen.

6.3.3 Arbeitsbereich von Verfahren und
Geridten

Viele Verfahren basieren darauf, dass die im Labo-
ratorium erhaltene Priifprobe (die Laborprobe) zu-
nichst vorbereitet (aufgeschlossen, extrahiert, ver-
diinnt) wird, bevor sie in das Messgerit gegeben und
ein Signal aufgezeichnet werden kann. In diesen
Fillen gibt es zwei Arbeitsbereiche. Der Arbeitsbe-
reich des Verfahrens, der im Anwendungsbereich
des Verfahrens angegeben ist (z. B. Abschnitt A.5 in
Anhang A), bezieht sich auf die Konzentration in der
Laborprobe. Fiir eine feste Priifprobe wird er bei-
spielsweise in mg kg ausgedriickt. Der Arbeitsbe-
reich des Messgerits wird in Bezug auf die Konzent-
ration in einer vorbereiteten Priifprobe, die zwecks
Messung in das Messgerét gegeben wird (z. B. mg
L' in einer Losung, nachdem die Probe extrahiert
wurde), festgelegt. Ein Beispiel fiir den Arbeitsbe-
reich eines Messgerites ist in Abbildung 3A gege-
ben, wo die Konzentrationen in den Kalibriernorma-
len gegen das Messgeréatesignal aufgetragen werden.
Ein Beispiel fiir den Arbeitsbereich eines Verfah-
rens gibt Abbildung 3B, wo die bekannten Konzent-
rationen der Priifproben gegen die gemessene Kon-
zentration aufgetragen werden. Die gemessene Kon-
zentration ist das Ergebnis, das durch Anwendung
des Messverfahrens (einschliefSlich der Probenvor-
bereitung) unter FEinsatz des Messgerits, das

8 ImVIM wird der Begriff [7] ‘measuring interval‘ oder ‘working interval’ [im
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wie im Verfahren beschrieben kalibriert wurde.

Im Laufe der Validierung sollten sowohl der Arbeits-
bereich des Messgerites als auch der Arbeitsbereich
des Verfahrens bewertet werden. Die Daten zum Ar-
beitsbereich werden hiufig wéhrend der Verfahrens-
entwicklung erzeugt. In solchen Fillen ist es ausrei-
chend, diese Daten in den Validierungsbericht aufzu-
nehmen.

6.3.4 Bewerten des Arbeitsbereichs von
Geriten

Zwischen der Bestimmungsgrenze und dem obe-
ren Arbeitsbereich des Messgerétes gehorcht die
Antwort des Messgerites einer bekannten Bezie-
hung, z. B. linear, gekriimmt usw. Wihrend der
Validierung ist es erforderlich i) diese Beziehung
zu bestitigen, ii) nachzuweisen, dass der Arbeits-
bereich des Messgerites kompatibel mit dem im
Anwendungsbereich des Verfahrens angegebenen
Intervall ist, und iii) zu verifizieren, ob das vorge-
schlagene Kalibrierverfahren fiir das Messgerit
(Einzelpunkt-Kalibrier-, Bracketing- oder Mehr-
punkt-Kalibrierverfahren) angemessen ist.

Um den Arbeitsbereich des Messgerétes zu bewer-
ten und dessen Eignung zu bestétigen, sollten Ka-
libriernormale mit einer Konzentrationsspanne, die
den erwarteten Konzentrationsbereich um + 10 %
oder sogar = 20 % tibersteigt, untersucht und die
Signale aufgetragen werden (siche Kurzanleitung 5
Schritt 1). Fiir einen Bereich von 1 bis 100 mg L™
bedeuten + 20 % einen Bereich von 0.8 bis 120 mg
L'. Die ausgewihlten Konzentrationen sollten
gleichméBig iiber den gesamten Bereich verteilt
sein. Die erste Bewertung des Arbeitsbereichs er-
folgt durch eine visuelle Priifung der Response-
kurve. Im néchsten Schritt erfolgt die Bestitigung
der Beziehung zwischen Konzentration und Ant-
wort des Messgerites durch Uberpriifung der Re-
gressionsstatistik und der Darstellung der Rest-
streuung (Residuen-Plot) fiir das gewahlte Modell
(z. B. linear, quadratisch) (siche Kurzanleitung 5
Schritt 2). Die Bewertung kann auch spezielle sta-
tistische Maflnahmen umfassen, wie zum Beispiel
Tests zur ‘Giite der Anpassung’ (Goodness of Fit
Tests) [56, 57]. Aus der Responsekurve und der un-
terstiitzenden Statistik, die {iber den Arbeitsbereich
des Messgerites erhalten werden, kann der Analy-
tiker beurteilen, ob das im Verfahren angefiihrte
vorgeschlagene Kalibrierverfahren angemessen
ist. Dies wird durch die weiterfithrende Uberprii-
fung des Arbeitsbereichs des Verfahrens bewertet.

Deutschen Messbereich] verwendet
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— Arbeitsbereich E—

linearer Bereich —%

analytische
Empfindlichkeit

Signal vom Messgerét

100 - Arbeitsbereich
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P

60 -

40 -

Gemessene Konzentration
<+«— BG

Konzentration in Standards, die in der Kalibrierung verwendet werden

20 40 60 80 100

Konzentration in der Prifprobe

Abbildung 3 — A) Typisches Beispiel einer Responsekurve, die man mit einer instrumentellen Methode erhalt. Die Leis-
tungsparameter ‘Arbeitsbereich’, ‘linearer Bereich’, ‘analytische Sensitivitat’, ‘Nachweisgrenze* (NWG) und ‘Bestim-
mungsgrenze’ (BG) werden angegeben. B) Typisches Beispiel einer Kurve, die man mit einem Messverfahren erhélt, bei
welchem die Priufprobenkonzentration gegen die gemessene Konzentration aufgetragen wird.

6.3.5 Bewerten des Arbeitsbereichs von
Verfahren

Um den Arbeitsbereich des Verfahrens bewerten zu
konnen, sollten 1) Proben mit bekannten Konzentra-
tionen und Leerproben zur Verfiigung stehen; 2) die
verwendeten Proben das gesamte Messverfahren
durchlaufen; 3) die Konzentrationen aus unter-
schiedlichen Proben vorzugsweise den gesamten in-
teressierenden Bereich abdecken und 4) das Mess-
gerét entsprechend dem vorgeschlagenen Kalibrier-
verfahren kalibriert worden sein. Das Messergebnis
fiir jede Priifprobe wird nach dem dokumentierten
Verfahren berechnet (siche Schritt 3 in der Kurzan-
leitung 5). Diese Werte werden auf der y-Achse ge-
gen die bekannten Probenkonzentrationen (x-Achse)
aufgetragen, wie in Abbildung 3B dargestellt.

29

Die Bewertung des Arbeitsbereichs des Verfahrens
und der Linearitit erfolgt durch visuelle Kontrolle
der graphischen Darstellung, unterstiitzt durch Sta-
tistik und eine graphische Darstellung der Resi-
duen aus einer linearen Regression.

Die Bewertung des Arbeitsbereichs wird durch
Daten aus Studien zu Prazision und Bias (siche
Abschnitte 6.5.2 und 6.6.2.1) untermauert, voraus-
gesetzt, dass diese Studien Konzentrationen iiber
den gesamten Arbeitsbereich des Verfahrens abde-
cken.

Der Arbeitsbereich des Verfahrens muss fiir jede
Matrix, die vom Anwendungsbereich des Verfah-
rens erfasst wird, nachgewiesen werden. Dies ist
so, weil Storungen nichtlineares Verhalten hervor-
rufen konnen, und die Féhigkeit des Verfahrens
den Analyten zu extrahieren/wiederzufinden je
nach Probenmatrix schwanken kann.
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Kurzanleitung 5 — Arbeitsbereich und linearer Bereich

Was ist zu tun Wie oft Was ist aus den Daten Anmerkungen
zu berechnen/ermitteln
1) Blindprobe plus Ka- 1 Response (y-Achse) gegen Konzentra- | Dies zeigt an, ob der Arbeitsbereich

librierstandards messen,
bei 6-10 Konzentratio-
nen, gleichmaBig tiber
den interessierenden
Bereich verteilt.

tion (x-Achse) auftragen.

Visuell priifen, um den annéhernd
linearen Bereich sowie die obere und
untere Grenze des Messbereichs des
Gerites zu bestimmen.

Dann weiter zu Punkt 2) gehen.

des Messgerétes linear ist oder
nicht.

Hinweis: Wenn das Signal nicht di-
rekt proportional zur Konzentration
ist, z. B. wenn mit pH- oder ande-
ren ionenselektiven Elektroden
oder immunometrischen Methoden
gearbeitet wird, wird eine Transfor-
mation der Messwerte benétigt, be-
vor die Linearitiat bewertet werden
kann.

2) Blindprobe plus Ka-
librierstandards messen,
2-3 mal bei 6-10 Kon-
zentrationen, gleichmé-
Big iiber den linearen
Bereich verteilt.

Response (y-Achse) gegen Konzentra-
tion (x-Achse) graphisch darstellen.
Ausreifler, die moglicherweise in der
Regression nicht abgebildet werden,
visuell ermitteln.

Geeignete Regressionsstatistik erstel-
len. Residuen (Differenz zwischen
dem beobachteten y-Wert und dem be-
rechneten y-Wert, vorhergesagt durch
die Gerade fiir jeden x-Wert) berech-
nen und graphisch darstellen.

Eine zufillige Verteilung von Resi-
duen um Null bestétigt die Linearitét.
Systematische Trends zeigen Nicht-
Linearitit an oder eine Anderung der
Varianz mit dem Gehalt.

Diese Stufe ist erforderlich, um
einen Arbeitsbereich zu testen, der
linear zu sein schien, und insbeson-
dere dann, wenn in dem Verfahren
eine Zwei-Punkt-Kalibrierung ge-
nutzt wird.

Ist die Standardabweichung propor-
tional zur Konzentration, dann
sollte erwogen werden, anstelle
einer einfachen nicht-gewichteten
linearen Regression eher eine ge-
wichtete Regressionsberechnung zu
verwenden.

Es ist bedenklich, einen Ausreiller
zu entfernen ohne vorherige Uber-
prifung mit weiteren Messungen
bei nahegelegenen Konzentratio-
nen.

Unter bestimmten Umstidnden
kann es fiir die Gerétekalibrierung
besser sein zu versuchen, eine
nichtlineare Kurve an die Daten
anzupassen. Die Anzahl der Pro-
ben muss dann erh6ht werden.
Funktionen, die hoher als quadra-
tisch sind, werden in der Regel
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3) Gerit gemdl dem
vorgeschlagenen Kalib-
rierverfahren kalibrie-
ren. Blindprobe plus
Referenzmaterialien
oder aufgestockte Leer-
proben messen - gemaf
dem dokumentierten
Verfahren —, 2-3 mal
bei 6-10 Konzentratio-
nen, gleichmaBig tiber
den interessierenden
Bereich verteilt.

1

Die gemessene Konzentration

(y- Achse) gegen die Konzentration
der Priifproben (x-Achse) graphisch
darstellen.

Visuell auf den annéhernd linearen Be-
reich priifen sowie die obere und un-
tere Grenze des Arbeitsbereichs identi-
fizieren.

Geeignete Regressionsstatistik erstel-
len. Residuen (Differenz zwischen
beobachtetem y-Wert und errechnetem
y-Wert, vorhergesagt durch die Gerade
fiir jeden x-Wert) berechnen und gra-
phisch darstellen. Die zufillige Vertei-

Dieser Schritt ist erforderlich, um
zu beurteilen, ob der vorgeschla-
gene Geritebereich und das vorge-
schlagene Kalibrierverfahren geeig-
net sind.

Wenn Daten aus Studien zu Rich-
tigkeit und Prizision, die den inte-
ressierenden Bereich abdecken, zur
Verfiigung stehen, dann kann eine
separate Studie zum Arbeitsbereich
eines Verfahren entfallen.

lung der Residuen um Null bestétigt
die Linearitét. Systematische Trends
zeigen Nicht-Linearitit.

6.4 Analytische Empfindlichkeit

6.4.1 Definition

Die analytische Empfindlichkeit ist die Anderung
des Geriite-Response, die mit der Anderung der
Messgrofe einhergeht (zum Beispiel eine Analyt-
konzentration), d. h. die Steigung der Response-
Kurve [7, 18]. Die Voranstellung von ‘analytisch’
wird empfohlen, um Verwechslungen mit ‘diagnos-
tischer Empfindlichkeit” zu vermeiden, die in der
Labormedizin verwendet wird [43]. Der Begriff
‘Empfindlichkeit’ wird manchmal verwendet, um
auf die Nachweisgrenze zu verweisen; der VIM rit
allerdings von dieser Verwendung ab.

6.4.2 Anwendungen

Die analytische Empfindlichkeit ist kein besonders
wichtiges Leistungsmerkmal. Allerdings gibt es
mindestens zwei sinnvolle Anwendungen:

1. Die theoretische analytische Empfindlichkeit ist
manchmal bekannt. Viele ionenselektive Elekt-
roden zeigen ein Nernst-Verhalten, z. B. verin-
dert sich das Signal einer gut funktionierenden
Glaselektrode voraussichtlich mit 59 mV/pH.

2. In spektrophotometrischen Messsystemen kann
die Absorption aus dem Lambert-Beer-Gesetz
vorhergesagt werden.
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Dies kann auch zur Priifung der Leistungsfihigkeit
des Gerites genutzt werden, und Normen fordern
manchmal die Durchfithrung einer solchen Prii-
fung [58].

6.5 Richtigkeit

6.5.1 Terminologie zur Beschreibung der
Qualitiit von Messungen

In diesem Leitfaden werden die drei miteinander in
Beziehung stehende Leistungsmerkmale Richtig-
keit, Prdzision und Unsicherheit verwendet, um die
Qualitdt der mit einem Verfahren erzielten Ergeb-
nisse zu beschreiben. Wissenschaftler verwenden
jedoch hiufig unterschiedliche Begriffe, wie zum
Beispiel Fehlerarten (zufallige, systematische und
grobe Fehler), Genauigkeit (Richtigkeit und Prézi-
sion) sowie Unsicherheit. Einige dieser Begriffe ha-
ben eine qualitative Bedeutung und andere sind
quantitativ. Im Laufe der Jahre haben sich Begriffe
sowie auch Definitionen geéndert und neue Begriffe
sind eingefiihrt worden. Dariiber hinaus bevorzugen
verschiedene Wirtschaftsbereiche noch unter-
schiedliche Begriffe, was zu viel Verwirrung fiihrt.
Abbildung 4 veranschaulicht die Verbindungen
zwischen den Begriffen; weitere Einzelheiten fin-
den sich im VIM [7] sowie im Eurachem Guide on
Terminology [8].
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Fehlerart

Systematischer
Fehler

(Gesamt-) Fehler

Zufallsfehler

Qualitative Beschreibun

Richtigkeit

Genauigkeit

Prézision

ng Quantitative Grofle

Bias

Upias

Unsicherheit

MaB fiir die Streuung
(s, RSD...) unter
bestimmten
Bedingungen

Abbildung 4 — Darstellung der Beziehungen zwischen einigen grundlegenden Begriffen zur Beschreibung der Qualitéat von
Messergebnissen (basierend auf den Arbeiten von Menditto et al. [59]). Eine Unsicherheitsabschétzung nach GUM [21]
setzt flir ein bekanntes Bias eine Korrektur voraus und dass die Unsicherheit der Bias-Korrektur upjas in der endgiltigen
Angabe der Unsicherheit enthalten ist. Dies wird durch den gestrichelten Pfeil unterhalb des Kastens ‘Bias’ angedeutet.
Sowohl der Genauigkeitsbegriff als auch der Unsicherheitsbegriff gehen davon aus, dass die Messungen nach dem doku-
mentierten Verfahren durchgefuhrt werden und dass die Auswirkungen ‘grober Fehler* nicht einbezogen sind.

Die Mess-‘Genauigkeit’ driickt die Anndherung
eines einzelnen Ergebnisses an einen Referenzwert
aus [29, 48]. (genaue Definition siche VIM 2.13).
Die Verfahrensvalidierung soll die Genauigkeit
der Ergebnisse untersuchen, indem sowohl syste-
matische als auch zufidllige Auswirkungen auf
Einzelergebnisse bewertet werden. Die Genauig-
keit wird daher in der Regel im Sinne zweier Kom-
ponenten untersucht: ‘Richtigkeit” und ‘Prézi-
sion’. Dariiber hinaus ist ein zunehmend verbrei-
teter Ausdruck fiir die Genauigkeit die ‘Messunsi-
cherheit’, die einen einzigen Wert liefert. Die Be-
wertung der Richtigkeit wird weiter unten be-
schrieben, wihrend Prizision in Abschnitt 6.6 und
Unsicherheit in Abschnitt 6.7 erdrtert werden.

Mess-‘Richtigkeit’ ist ein Ausdruck dafiir, wie nahe
der Mittelwert aus einer unendlichen Anzahl von
(mit dem Verfahren erzielten) Ergebnissen einem
Referenzwert ist. Da es nicht mdglich ist, eine un-
endliche Anzahl von Messungen vorzunehmen,
kann die Richtigkeit nicht gemessen werden. Man
kann jedoch eine praktische Bewertung der Rich-
tigkeit vornehmen. Diese Bewertung wird in der
Regel quantitativ durch den ‘Bias’ ausgedriickt.

7 Der Referenzwert wird manchmal als ,wahrer Wert* oder als ,
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6.5.2 Bestimmung des Bias

Eine praktische Bestimmung des Bias erfolgt
durch den Vergleich des Mittelwerts der Ergeb-
nisse (X) aus dem zu iiberpriifenden Verfahren
mit einem geeigneten Referenzwert (xref). Es
gibt drei allgemeine Ansétze: a) Analyse von Re-
ferenzmaterialien, b) Experimente zur Wiederfin-
dung unter Verwendung aufgestockter Proben
und c) Vergleich mit Ergebnissen, die mit ande-
ren Verfahren erzielt wurden — siehe Kurzanlei-
tung 6. Bias-Studien sollten den Anwendungsbe-
reich des Verfahrens abdecken und konnen daher
die Analyse verschiedener Probenarten und/oder
unterschiedlicher Analytkonzentrationen erfor-
dern. Um dies zu erreichen, kann eine Kombina-
tion dieser unterschiedlichen Ansétze erforderlich
sein.

Der Bias kann in absoluten Zahlen ausgedriickt
werden

b =X — Xxref (1
oder relativ in Prozent
b(%) = =L %100  (2)
Xref
oder als eine relative Wiederfindung
R'(%) = == x100 (3)
Xspike

konventionell richtiger Wert* bezeichnet.
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wobei X' der Mittelwert der aufgestockten Probe
und Xgp;re die zugesetzte Konzentration ist.

Jedoch kann in einigen Bereichen der analytischen
Messungen auch die relative Wiederfindung
(‘scheinbare Wiederfindung’) in Prozent verwendet
werden [60].

X

R(%) = x 100 @)

Xref

Um den Bias unter Verwendung eines RM zu be-
stimmen, werden der Mittelwert und die Stan-
dardabweichung aus einer Reihe von Wiederho-
lungsmessungen bestimmt und die Ergebnisse mit
dem zugeordneten Eigenschaftswert des RM vergli-
chen. Das ideale RM ist ein zertifiziertes Matrix-
Referenzmaterial (ZRM) mit Eigenschaftswerten,
die denen der interessierenden Priifproben sehr na-
hekommen. ZRM werden tiblicherweise zur Bereit-
stellung riickfithrbarer Werte [61, 62] anerkannt.
Ferner ist es auch wichtig, im Auge zu behalten,
dass ein bestimmtes RM wihrend einer Validie-
rungsstudie nur flir einen Zweck verwendet werden
sollte. Zum Beispiel sollte ein RM, das zur Kalib-
rierung verwendet wird, nicht auch zur Bewertung
des Bias verwendet werden.

Im Vergleich zu der breiten Palette von Probenarten
und Analyten, die man in Laboratorien antrifft, ist
die Verfligbarkeit von RM begrenzt; wichtig ist
aber, dass das gewdhlte Material fiir die Verwen-
dung geeignet ist. Es kann notwendig sein zu be-
riicksichtigen, wie das RM charakterisiert wurde,
zum Beispiel, wenn das Verfahren zur Probenvor-
bereitung, das bei der Charakterisierung des Mate-
rials verwendet wurde, nicht die gesamte Analyt-
konzentration angeben soll, sondern die unter be-
stimmten Bedingungen extrahierte Menge. Fiir Ar-
beiten im gesetzlich geregelten Bereich sollte, so-
weit vorhanden, ein entsprechendes zertifiziertes
Material verwendet werden, idealerweise an die
Matrix angepasst. Fiir Verfahren, die fiir langftis-
tige laborinterne Arbeiten verwendet werden, kann,
um den Bias zu kontrollieren, ein stabiles laborin-
ternes Material (Inhouse-Material) verwendet wer-
den; bei der Anfangsbewertung sollte allerdings ein
ZRM verwendet werden.

In Ermangelung geeigneter RM kdnnen Studien zur
Wiederfindung (Experimente mit aufgestockten
Materialien) benutzt werden, um einen Hinweis auf
die wahrscheinliche Hohe des Bias zu geben.
Analyten konnen in der Probe in einer Vielzahl

8 primarverfahren’: ein Verfahren mit den hochsten metrologischen
Eigenschaften, dessen Durchfiihrung vollstindig beschrieben und ver-
standen wird unter Angabe von SI-Einheiten und dessen Ergebnisse
ohne Bezug auf ein Normal fiir eine Grofle gleicher Art akzeptiert wird
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von Formen vorliegen, und manchmal sind fiir den
Analytiker nur bestimmte Formen von Interesse.
Das Verfahren kann somit bewusst so gestaltet wer-
den, dass nur eine bestimmte Form des Analyten be-
stimmt werden kann. Ein Fehler bei der Bestim-
mung eines Teils oder des gesamten vorhandenen
Analyten kann ein inhdrentes Problem mit dem Ver-
fahren widerspiegeln. Daher ist es notwendig, die
Effizienz des Verfahrens zur Ermittlung des gesam-
ten vorhandenen Analyten zu bewerten [60, 63].

Da normalerweise nicht bekannt ist, wieviel eines
bestimmten Analyten in einer Priifmenge vorhanden
ist, ist es schwierig sicher zu sein, wie erfolgreich
das Verfahren bei der Extraktion der Priifmenge aus
der Probenmatrix ist. Eine Moglichkeit, die Effizi-
enz der Extraktion zu bestimmen, ist es, die Prif-
menge mit dem Analyten in verschiedenen Kon-
zentrationen aufzustocken, dann die zugegebenen
Priifmengen zu extrahieren und die Analytkonzent-
ration zu messen. Das Problem ist, dass der derart
eingefiihrte Analyt wahrscheinlich nicht so stark ge-
bunden sein wird wie der Analyt, der in der Matrix
der Probe natiirlicherweise vorhanden ist, und somit
wird das Verfahren einen unrealistisch hohen Ein-
druck von der Effizienz der Extraktion vermitteln.

Man kann den Bias bewerten durch Vergleichen der
Ergebnisse, die mit dem zu {iberpriifenden Verfah-
ren ermittelt wurden, mit denen eines alternativen
Verfahrens. Es gibt zwei Arten alternativer Verfah-
ren — ein Referenzverfahren oder ein Verfahren, das
sich gegenwirtig im Laboratorium im Routineein-
satz befindet. Ein Referenzverfahren soll einen ‘an-
erkannten Referenzwert’ fiir die zu messende Eigen-
schaft liefern und wird in der Regel Ergebnisse mit
einer kleineren Unsicherheit als das zu iiberpriifende
Verfahren liefern. Eine besondere Art des Referenz-
verfahrens ist ein Primérverfahren®. Der zweite Fall
tritt ein, wenn die Validierung nachweisen soll, dass
das zu tberpriifende Verfahren Ergebnisse liefert,
die gleichwertig sind zu einem bestehenden Verfah-
ren. Hier ist es das Ziel festzustellen, dass es zu den
Ergebnissen des bestehenden Verfahrens keinen sig-
nifikanten Bias gibt (obwohl dieses Verfahren selbst
auch ein Bias haben kann).

In beiden Féllen werden die Ergebnisse des zu iiber-
priifenden Verfahrens mit denen des alternativen
Verfahrens verglichen, fiir dieselbe Probe bzw. die-
selben Proben. Die Probe(n) kann/kénnen im Labo-
ratorium selbst hergestellte RM oder einfach typi-
sche Priifproben sein.

(CCQM). Der entsprechende Begriff im VIM (siehe 2.8 in [7]) ist “Pri-
mérmessverfahren’.
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Das Verfahren kann deshalb an ‘echten’ Proben
getestet werden, die reprisentativ fiir solche ste-
hen, die routineméfig im Laboratorium anfallen.

Der Vorteil bei dieser Herangehensweise ist, dass
die Materialien keine ZRM sein miissen, da das
alternative Verfahren den Referenzwert liefert.

Kurzanleitung 6 — Richtigkeit

Was ist zu tun Wie oft Was ist aus den Daten zu Anmerkungen
berechnen/ermitteln
a) RM unter Verwen- 10 Mittelwert X mit dem Referenz- | Liefert ein Mal fiir das Bias, der so-
dung des zu untersu- wert X, flir das RM verglei- wohl die Wirkung des Verfahrens als
chenden Verfahrens chen. Bias b, prozentualen relati- |auch den Labor-Bias beriicksichtigt.
messen. ven Bias b(%) bzw. relative pro-
zentuale Wiederfindung (schein-
baren Wiederfindung) berechnen.
b=x— Xye f
b(%) = —"L %100
Xref
X
R' (%) = x100
Xref
b) Leerproben oder 10 Differenz zwischen dem Mittel- | Die aufgestockten Proben sollten mit
Priifproben, nicht auf- wert X' der aufgestockten Probe | derselben nicht aufgestockten Probe
gestockt und mit dem und dem Mittelwert X mit der zu- | verglichen werden, um die Wiederfin-
interessierenden Ana- gesetzten Konzentration Xgp ;e dung der zugesetzten Aufstockung zu
lyten aufgestockt, vergleichen. Die relative Wieder- | bewerten.
iiber einen breiten findung R'(%) der Aufstockung
Konzentrationsbe- bei den verschiedenen Konzentra- | Wiederfindungen aus aufgestockten
reich messen. tionen berechnen: Proben oder Leerproben sind gewohn-
., lich besser als die fiir Routineproben,
R'(%) = X %100 pel denen der Analyt stirker gebunden
xspike 1st.
¢) RM/Priifprobe un- 10 Mittelwert ¥ mit dem Mittelwert | Liefert ein MaB fiir den Bias gegen-
ter Verwendung des Xref aus Messungen unter Ver- | {iber dem Alternativverfahren. Das Al-
zu untersuchenden wendung des Alternativverfah- ternativverfahren kann ein Referenz-
Verfahrens und des rens vergleichen, Den Bias b oder | verfahren sein oder, falls ein Verfah-
Alternativverfahrens den prozentualen relativen Bias | ren durch ein anderes ersetzt werden
messen. b(%) oder die relative prozentu- | soll und ein Bedarf besteht, gleichwer-
ale Wiederfindung (scheinbare tige Leistungsfihigkeit nachzuweisen,
Wiederfindung) berechnen. ein Verfahren, das derzeit im Labora-
torium zum Einsatz kommt.
b=x— Xye f
X — Xre £ Das Alternativverfahren kann selbst
b(%) = e %100 eine systematische Abweichung ha-
= ben; in diesem Fall liefert das Experi-
R' (%) = _x %100 ment kein absolutes Maf fiir die Rich-
Xref tigkeit.

ANMERKUNG Der Bias kann je nach Matrix und Konzentrationsgehalt variieren, was bedeutet, dass die Anzahl
der Matrices und die zu tiberpriifenden Konzentrationsgehalte im Validierungsplan angegeben werden miissen.
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6.5.3 Interpretation von Bias-Messungen

Abbildung 5 zeigt zwei Bias-Komponenten, hier
als ‘Verfahrens-Bias’ und ‘Labor-Bias’ bezeich-
net.

Der Verfahrens-Bias ergibt sich aus systemati-
schen Fehlern, die dem Verfahren innewohnen,
unabhingig davon, welches Laboratorium es ver-
wendet. Der Labor-Bias ergibt sich aus zusétzli-
chen systematischen Fehlern, die fiir das Labora-
torium und dessen Verfahrensinterpretation spezi-
fisch sind. Fiir sich genommen kann ein Laborato-
rium nur den kombinierten (gesamten) Bias aus
diesen beiden Quellen schitzen. Allerdings ist es
bei der Priifung des Bias wichtig, sich der fiir den
jeweiligen Zweck geltenden Konventionen be-
wusst zu sein. Zum Beispiel werden fiir einige An-
wendungen im Lebensmittelbereich Grenzwerte in
Bezug auf die Ergebnisse festgelegt, die mit dem
vorgeschriebenen =~ Konventions-Normverfahren
erzielt werden. Der Verfahrens-Bias ist fiir (‘empi-
rische’) Konventionsmessverfahren per Definition
Null. Der Bias-Anteil, der ausschlie8lich aus dem
jeweiligen Verfahren (sieche Abbildung 5) resul-
tiert, wird dann ignoriert; und die metrologische
Vergleichbarkeit mit anderen Laboratorien, die
dasselbe Verfahren verwenden, ist das Hauptanlie-
gen. In dieser Situation sollte das Laboratorium
idealerweise den Bias durch Verwendung eines
Referenzmaterials bestimmen, das mit Hilfe des zu
validierenden vorgeschriebenen Konventionsver-
fahrens zertifiziert wurde, wobei in diesem Fall die
iibliche Anleitung zur Uberpriifung und Interpreta-
tion des Bias gilt. Wo ein solches Material nicht
zur Verfiigung steht oder um weitere Informatio-
nen zu erhalten, kann das Laboratorium alternative

Materialien verwenden, sollte dann aber dafiir sor-
gen, dass alle bekannten Unterschiede zwischen
dem zu untersuchenden Verfahren und dem/den
Verfahren, das/die verwendet wurde/wurden, um
den Referenzwert zu erhalten, beriicksichtigt wer-
den, wenn sie die Ergebnisse interpretieren.

Um eine bestimmte analytische Anforderung zu er-
fiillen, kann derselbe Analyt mit mehreren ver-
schiedenen Messgeriten an vielen Standorten in-
nerhalb derselben Organisation gemessen werden.
In diesem Fall ergeben sich innerhalb der Organi-
sation zahlreiche und komplexe Bias-Quellen. In
dieser iiblichen und komplexen Situation kann die
Organisation ein Verfahren zur Schitzung einer re-
prasentativen Unsicherheit fiir alle Standorte/In-
strumente flir jede Anwendung festlegen. Dabei
sollten vorzugsweise Materialien mit denselben
Eigenschaften, einschlieBlich der Probenmatrix,
verwendet werden, wie sie die zur Messung vorge-
sehenen Proben aufweisen. Varianzanalyse kann
verwendet werden, um die wichtigsten Ursachen
der Variabilitdt zu identifizieren, die zur gesamten
Messunsicherheit beitragen. Dies erlaubt dann Fol-
gemafBnahmen zur Minderung der Unterschiede in-
nerhalb der Organisation.

In den meisten Féllen sollte iiber die Akzeptanz des
Bias jedoch auf der Grundlage des Gesamtbias, ge-
messen an geeigneten RM, aufgestockten Materia-
lien oder Referenzverfahren, entschieden werden,
wobei die Préazision des Verfahrens und jegliche
Unsicherheiten in den Referenzwerten und die fiir
den Endzweck geforderte Genauigkeit berticksich-
tigt werden. Empfohlen werden statistische Signi-
fikanztests [64, 65].

Messwert Laborwert
(Labormittel)
Gesamt-Bias
R e >
Ringversuchs-
Mittelwert
Labor-Bias Verfahrens-Bias
- Pl +

Abbildung 5 — Der gemessene Gesamt-Bias setzt sich zusammen aus dem Verfahrens-Bias und dem Labor-
Bias. Anmerkung: Die hier gezeigten Labor- und Verfahrensbias haben dieselbe Richtung. In der Realitat

ist dies nicht immer der Fall.
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6.6 Prazision

6.6.1 Wiederholung

Die Wiederholung ist von wesentlicher Bedeutung
fiir eine zuverldssige Schitzung der Leistungs-
merkmale des Verfahrens, wie z. B. Prizision und
Bias. Experimente mit Wiederholungsanalysen
sollten so beschaffen sein, dass alle Variationen
unter Betriebsbedingungen beriicksichtigt werden,
die wihrend der routinemifBigen Anwendung des
Verfahrens zu erwarten sind. Ziel sollte sein, die
typische Variabilitdt und nicht die minimale Vari-
abilitit zu bestimmen.

6.6.2 Prdzisionsbedingungen

Prézision (Messpréazision) ist ein Mal3 dafiir, wie
nahe Ergebnisse beieinanderliegen [7, 29]. Ge-
wohnlich wird sie durch statistische Parameter
ausgedriickt, die die Streuung der Ergebnisse be-
schreiben, typischerweise die Standardabwei-
chung (bzw. relative Standardabweichung), die
aus den Ergebnissen berechnet wird, die wahrend
der Wiederholungsmessungen an einem geeigne-
ten Material unter spezifischen Bedingungen er-
zielt werden. Uber die ,spezifischen Bedingungen*
zu entscheiden ist ein wichtiger Aspekt bei der Er-
mittlung der Messprézision — die Bedingungen be-
stimmen den Typ der Prézision, die geschétzt
wurde.

‘Wiederholprézision’ und ‘erweiterte Vergleich-
prazision’ stellen die beiden Extremmale dar, die
fiir die Préazision erzielt werden konnen. Die
Dokumentation standardisierter Verfahren (z. B.
von ISO) enthilt in der Regel, soweit anwendbar,
Daten sowohl zur Wiederholprézision als auch zur
erweiterten Vergleichprizision.

Die Wiederholprizision, von der die kleinste Vari-
ation bei den Ergebnissen erwartet wird, ist ein
Mal fiir die Variabilitit der Ergebnisse bei der
Durchfithrung von Messungen durch einen einzel-
nen Analytiker mit derselben Ausriistung iiber
einen kurzen Zeitraum’,

9 Wiederholbarkeit wird manchmal als ‘Prizision innerhalb
einer Serie/eines Durchlaufs von Messungen’, ‘innerhalb
einer Charge’ oder als ‘Intra-Assay’-Prézision bezeichnet.

10 In der Validierung bezeichnet die erweiterte Vergleichpri-
zision die Variation zwischen Laboratorien, die dasselbe Ver-
fahren verwenden. Die erweiterte Vergleichprizision kann
sich auch auf die Variation beziehen, die zwischen Laborato-
rien beobachtet wird, die verschiedene Verfahren verwenden,
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Die erweiterte Vergleichprézision, von der die grofite
Variation bei den Ergebnissen erwartet wird, ist ein
Mab fiir die Variabilitit der Ergebnisse zwischen La-
boratorien'’.

Zwischen diesen beiden Extremen liefert die ,Ver-
gleichprézision’ (Prizision unter Zwischenbedin-
gungen) einen Schitzwert der Variation der Ergeb-
nisse, wenn Messungen in einem Einzellabor erfolg-
ten, aber unter Bedingungen, die variabler sind als
Wiederholbedingungen. In jedem Fall sollten die ge-
nauen Bedingungen, die verwendet wurden, angege-
ben werden. Ziel ist es, einen Schitzwert der Prizi-
sion zu erhalten, der alle Quellen der Variation
widerspiegelt, die in einem Einzellaboratorium unter
Routinebedingungen vorkommen (verschiedene
Analytiker, verlangerte Fristen, verschiedene Geréte
usw.).!!

6.6.2.1 Schitzwerte fiir die Priizision —
allgemeine Aspekte

Die Prézision hiangt im Allgemeinen von der Ana-
lytkonzentration ab; und so sollte sie bei mehreren
Konzentrationen iiber den gesamten interessieren-
den Bereich bestimmt werden. Dies konnte eine
besonders interessierende Konzentration beinhal-
ten (wie z. B. ein gesetzlicher Grenzwert) sowie
Konzentrationen an den Grenzen des Messinter-
valls. Die Beziehung zwischen der Prézision und
der Analytkonzentration sollte ggf. ermittelt wer-
den. In Féllen, in denen die gemessene Konzentra-
tion deutlich iiber der Nachweisgrenze liegt, ist die
Prézision hdufig proportional zur Analytkonzent-
ration. In solchen Fillen kann es zweckmaiBiger
sein, die Prézision als relative Standardabwei-
chung auszudriicken, da diese dann iiber den ge-
samten interessierenden Bereich in etwa konstant
ist.

Bei qualitativen Verfahren kann die Prézision nicht
als Standardabweichung oder relative Standardab-
weichung ausgedriickt werden, aber als wahr- und
falsch-positive (und negative) Werte [55] (siehe
Abschnitt 6.2.6).

Die Bewertung der Prézision erfordert eine ausrei-
chende Anzahl an Wiederholungsmessungen an
geeigneten Materialien.

aber beabsichtigen, dieselbe Grofie zu messen [7].

1 Vergleichprizision (Prizision unter Zwischenbedingungen)
wird manchmal bezeichnet als ‘laborinterne Vergleichprazi-
sion’, ‘Abweichungen/Schwankungen zwischen den Analysen-
serien’, ‘Variation zwischen den Chargen/Messwertreihen’
oder ‘Inter-Assay-Variation’.
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Die Materialien sollten in Bezug auf Matrix und
Analytkonzentration, Homogenitét und Stabilitat
reprasentativ sein flir Priifproben, miissen aber
keine ZRM sein. Die Wiederholungen sollten
auch unabhéngig sein, d. h. der gesamte Messpro-
zess einschlieBlich etwaiger Probenvorbereitungs-
schritte sollte wiederholt werden. Die minimale
Anzahl von angegebenen Wiederholungen variiert
bei verschiedenen Regelwerken, liegt aber typi-
scherweise fiir jedes in der Studie verwendete Ma-
terial zwischen 6 und 15.

Man sollte beachten, dass es schwierig ist, eine
Standardabweichung von Datensétzen mit nur we-
nigen Wiederholungen zuverldssig zu schéitzen.
Evtl. konnen die Werte, die aus mehreren kleinen
Reihen von Wiederholungsmessungen berechnet
werden, kombiniert (gepoolt) werden, um so
Schitzungen mit ausreichenden Freiheitsgraden
zu erhalten.

Bestimmte experimentelle Modelle, die mittels
der Varianzanalyse (ANOVA) ausgewertet wer-
den, sind eine effiziente Moglichkeit, Schatzwerte
fiir die Wiederholprézision und die Vergleichpri-
zision (Prézision unter Zwischenbedingungen)
mit einer geeigneten Anzahl von Freiheitsgraden
(zur weiteren Erlduterung dieses Ansatzes siche
Abschnitt 6.6.4 und Anhang C) zu erhalten. Siche
Kurzanleitung 7 zu Informationen zu Experimen-
ten fiir die Bewertung der Prizision.

6.6.3 Prdzisionsgrenzen

Es ist sinnvoll, aus der Standardabweichung s eine
‘Prézisionsgrenze’ [29, 48] zu berechnen.
Dadurch kann der Analytiker entscheiden, ob es
bei einem festgelegten Vertrauensniveau einen
signifikanten Unterschied zwischen den Ergebnis-
sen aus Doppelanalysen von Proben gibt, die unter
festgelegten Bedingungen erzielt wurden. Die
Wiederholgrenze (r) wird wie folgt berechnet:

r =/2xtXs, ®)]

wobei der Faktor v2 den Unterschied zwischen
zweil Messungen widerspiegelt, ¢ ist der zweisei-
tige Student ~-Wert fiir eine festgelegte Anzahl an

Freiheitsgraden (aus der Schitzung von s,.) und
bei dem benétigten Vertrauensniveau.
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Bei einer relativ grolen Anzahl von Freiheitsgra-
den mit ¢~ 2 bei einem Vertrauensniveau von 95%
wird die Wiederholgrenze oft ndherungsweise wie
folgt berechnet:

r = 2,8Xs,

(6)

Die Prazisionsgrenze unter Zwischenbedingungen
und die erweiterte Vergleichgrenze (R) werden dhn-
lich berechnet, wobei s,- durch s;bzw. sp entspre-
chend ersetzt wird.

Die Dokumentation von Normverfahren (z. B. von
ISO) enthalten, soweit moglich, in der Regel Daten
sowohl fiir die Wiederholgrenze als auch fiir die er-
weiterte Vergleichgrenze.

6.6.4 Gleichzeitige Bestimmung der Wieder-
holprizision und der Vergleichprdizision
(Prdzision unter Zwischenbedingungen)

Ansitze zur gleichzeitigen Bestimmung der
Wiederholprazision und der Vergleichprizision
(Prézision unter Zwischenbedingungen) sind in
ISO 5725-3 [29] beschrieben. Dariiber hinaus bie-
tet ein Ansatz, der auf den Harmonisierten Richtli-
nien zur Validierung von Analysenverfahren [12]
fiir Einzellaboratorien basiert, die Moglichkeit, die
Wiederholprazision und die Vergleichprizision
(Prizision unter Zwischenbedingungen) aus einer
einzelnen Studie zu bestimmen. Teilproben des
ausgewihlten Priifmaterials werden mehrfach un-
ter Wiederholbedingungen in zahlreichen unter-
schiedlichen Durchldufen mit einer maximalen Va-
riation an Bedingungen zwischen den Durchldufen
(verschiedene Tage, verschiedene Analytiker, ver-
schiedene Gerite usw.) analysiert. Uber eine einfa-
che ANOVA [5, 6] kann die Wiederholprizision
als eine Prézision innerhalb der Gruppe berechnet
werden, wihrend die Vergleichpréizision (Préazision
unter Zwischenbedingungen) als die Quadratwur-
zel aus der Summe der Quadrate der Préizision in-
nerhalb der Gruppe und derjenigen zwischen den
Gruppen berechnet wird. Diese Art der Ausfiihrung
ermoglicht es auf effiziente Weise, ausreichende
Freiheitsgrade fiir Schiatzwerte der Wiederholpra-
zision und der Prizision zwischen den Gruppen zu
erhalten. Beispielsweise filhren 8 Gruppen von
2 Wiederholversuchen zu 8 und 7 Freiheitsgraden
fiir die Schitzwerte der Wiederholprézision bzw.
der Prézision zwischen den Durchldufen. Weiteres
dazu im Anhang C.
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Kurzanleitung 7 — Wiederprazision, Prazision unter Zwischenbedingungen und erweiterte Vergleichprazi-

sion

Was ist zu tun

Wie oft

Was ist aus den Daten zu
berechnen/ermitteln

Anmerkungen

RM, iiberschiissige Priif-
proben oder aufgestockte
Leerproben mit unter-
schiedlichen Konzentratio-
nen iiber den gesamten Ar-
beitsbereich messen. Wie-
derhol-prézision und Ver-
gleichprizision (Prizision
unter Zwischenbedingun-
gen) konnen aus verschie-
denen Studien (siehe a)
und b) unten) oder gleich-
zeitig in einer Einzelstudie
(siehe ¢) unten bestimmt

a) Derselbe Analytiker und
dieselben Gerite, dasselbe
Laboratorium, kurzer Zeit-
raum.

6-15 Wiederholungen
fiir jedes Material.

Standardabweichung (s) der Er-
gebnisse fiir jedes Material be-
stimmen.

Schatzwerte fiir die Stan-
dardabweichung s, der
Wiederholpriazision fiir je-
des Material.”

b) Verschiedene Analyti-
ker und Gerite, dasselbe
Laboratorium, verlédngerter
Zeitraum.

6-15 Wiederholungen
fiir jedes Material.

Standardabweichung (s) der Er-
gebnisse fiir jedes Material be-
stimmen.

Schatzwerte fiir die Stan-
dardabweichung s; der
Vergleichprézision (Prazi-
sion unter Zwischenbedin-
gungen) fiir jedes Mate-
rial.*

c) Verschiedene Analytiker
und Gerite, dasselbe Labo-
ratorium, verlangerter Zeit-
raum.

6-15 Gruppen doppel-
ter Messungen ° unter
Wiederholbedingungen
an verschiedenen
Tagen/Geriten fiir
jedes Material.

Standardabweichung fiir die
Wiederholprizision aus
ANOVA-Ergebnissen fiir jedes
Material berechnen.
Standardabweichung aus
ANOVA-Ergebnissen zwischen
den Gruppen berechnen und
mit der Standardabweichung
fiir die Wiederholprézision fiir
jedes Material kombinieren.

Schatzwerte fiir die Stan-
dardabweichung der Wie-
derholprézision s, fiir je-
des Material.

Schatzwerte fiir die Stan-
dardabweichung s; der
Vergleichprazision (Prazi-
sion unter Zwischenbedin-
gungen) fiir jedes Material.

d) Verschiedene Analyti-
ker und Geréte, verschie-
dene Laboratorien, verlan-
gerter Zeitraum.

6-15 Gruppen doppel-
ter Messungen ° unter
Wiederholbedingungen
in verschiedenen Labo-
ratorien fiir jedes Mate-
rial.

Standardabweichung fiir die
Wiederholprizision aus
ANOVA-Ergebnissen fiir jedes
Material berechnen.
Standardabweichung aus
ANOVA-Ergebnissen zwi-
schen den Laboratorien be-
rechnen und mit der Stan-
dardabweichung fiir die Wie-
derholprézision fiir jedes Mate-
rial kombinieren.

Schitzwerte fiir die Stan-
dardabweichung der Wie-
derholprézision s, fiir je-
des Material.

Schatzwerte fiir die Stan-
dardabweichung sg der er-
weiterten Vergleichprazi-
sion fiir jedes Material.
Dies macht einen speziel-
len Ringversuch (‘collabo-
rative trial”) erforderlich.

* Eine Standardabweichung filir die Wiederholprizision kann auch geschétzt werden durch Poolen mehrerer kleiner
Datensétze von verschiedenen Tagen, z. B. n =2,
b Doppelmessungen innerhalb jeder Gruppe ergeben eine ausgewogene Anzahl an Freiheitsgraden fiir die Schétz-
werte der Standardabweichungen innerhalb der Gruppe und zwischen den Gruppen. Eine steigende Anzahl von
Wiederholungen pro Gruppe erhoht die Anzahl der Freiheitsgrade fiir die Schiatzung der Wiederholprazision.
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6.7 Messunsicherheit

Eine ausfiihrliche Diskussion der (Mess-) Unsi-
cherheit geht liber den Rahmen dieses Leitfadens
hinaus; detailliertere Informationen kénnen aber
an anderer Stelle [21, 22] gefunden werden. Die
Unsicherheit ist ein Intervall, das einem Messer-
gebnis beigeordnet ist und das den Wertebereich
ausdriickt, der der gemessenen Grofle verniinf-
tigerweise zugeschrieben wird. Eine Schitzung der
Unsicherheit sollte alle erkannten Effekte, die auf
das Ergebnis wirken, beriicksichtigen. Alle mit
einem Effekt verbundenen Unsicherheiten werden
nach festgelegten Verfahren zusammengefasst.

Es werden verschiedene Ansitze beschrieben, um
Schitzwerte fiir eine Unsicherheit aus Ergebnissen
chemischer Messungen zu erhalten [22, 66, 67,
68]. Diese beriicksichtigen:

die Langzeit-Préazision des Verfahrens im
Ganzen (d. h. die Vergleichprizision (Prézi-
sion unter Zwischenbedingungen) bzw. die er-
weiterte Vergleichprizision);

den Bias und dessen Unsicherheit, einschlief3-
lich der statistischen Unsicherheit bezogen auf
die Bias-Messungen, und die Unsicherheit des
Referenzwertes [69, 70, 71, 72, 73];

die Geritekalibrierung. Unsicherheiten im Zu-
sammenhang mit der Kalibrierung von Gera-
ten, wie z. B. Waagen, Thermometer, Pipetten
und Glaskolben sind oft vernachléssigbar
klein im Vergleich zur Gesamtprizision und
der Unsicherheit im Bias. Wenn dies verifi-
ziert werden kann, dann miissen die Kalibrier-
unsicherheiten nicht in die Schitzwerte der
Unsicherheit mit einbezogen werden,;

jegliche signifikanten Effekte zusdtzlich zum
oben Erwéhnten. Zum Beispiel kdnnen nach
dem Verfahren zuldssige Temperatur- oder
Zeitbereiche nicht in vollem Umfang in Vali-
dierungsstudien i{ibernommen worden sein,
und es kann sein, dass deren Effekt hinzuge-
fligt werden muss. Solche Effekte konnen
sinnvollerweise durch Robustheitsstudien
(siche Abschnitt 6.8) oder durch dhnliche Stu-
dien, die die Stirke eines Effekts auf das Er-
gebnis feststellen, quantifiziert werden.

Dort wo der Beitrag einzelner Effekte wichtig ist,
beispielsweise in Kalibrierlaboratorien, ist es not-
wendig, die einzelnen Beitrége von allen einzelnen
Effekten separat zu betrachten.

12 association of Official Analytical Chemists
13 Gewshnlich wird der Effekt auf die Messgrofie untersucht; aber
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Es ist zu beachten, dass, vorbehaltlich der zusétzli-
chen Beriicksichtigung von Effekten auferhalb der
Ringversuchs-Studie, die Standardabweichung der
erweiterten Vergleichprizision einen vorldufigen
Schitzwert der kombinierten Standardunsicherheit
bildet, vorausgesetzt, der an den entsprechenden Ma-
terialien gemessene Laborbias ist klein im Vergleich
zur Standardabweichung der erweiterten Vergleich-
préazision, die hausinterne Wiederholprézision ist
vergleichbar mit der Wiederholprézision des Norm-
verfahrens, und die Vergleichprézision (Prézision
unter Zwischenbedingungen) des Labors ist nicht
grofler als die veroffentlichte erweiterte Vergleich-
prizision der Standardabweichung [67].

6.8 Robustheit
6.8.1 Definition

Die ‘Robustheit’ eines analytischen Verfahrens ist
“ein MaB fiir dessen Fahigkeit, von kleinen, aber ab-
sichtlichen Verdnderungen der Verfahrensparame-
ter unberithrt zu bleiben. Die Robustheit liefert
einen Hinweis auf die Zuverldssigkeit des Verfah-
rens unter normalen Einsatzbedingungen” [13].

6.8.2 Robustheitstest

Bei jedem Verfahren gibt es bestimmte Phasen, die,
wenn sie nicht sorgfaltig genug durchgefiihrt werden,
einen erheblichen Effekt auf die Leistungsfihigkeit
des Verfahrens haben und sogar zur Folge haben kon-
nen, dass das Verfahren iiberhaupt nicht funktioniert.
Diese Phasen sollten in der Regel bei der Verfahrens-
entwicklung identifiziert und ihr Einfluss auf die
Leistungsféhigkeit des Verfahrens mdoglichst durch
einen ‘Robustheitstest” bewertet werden. Die
AOAC' hat diesen Begriff definiert und beschreibt
eine bewédhrte Verfahrensweise, wie ein solcher Test
unter Verwendung eines experimentellen Designs
nach Plackett-Burman durchzufiihren ist [74].

In einem ‘Robustheitstest” werden absichtliche Ver-
dnderungen an dem Verfahren vorgenommen und die
daraus folgenden Effekte auf die Leistungsfahigkeit
des Verfahrens untersucht.'® Es ist dann moglich, die
Variablen, die die signifikantesten Effekte haben, in
dem Verfahren zu identifizieren und sicher zu stellen,
dass diese beim Einsatz des Verfahrens streng kon-
trolliert werden. Wenn eine Weiterentwicklung des
Verfahrens erforderlich ist, konnen Verbesserungen
vermutlich durch den Fokus auf die bekannt kriti-
schen Teile des Verfahrens erreicht werden.

alternativ dazu kann auch der Effekt auf einen experimentellen Para-
meter untersucht werden, z. B. die Peakauflgsung in einem Chromato-
gramm.
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Die Robustheit eines Verfahrens muss fiir Haus-
verfahren bestimmt werden, die auf der Grundlage
wissenschaftlicher Literatur entwickelt wurden
und fir Normverfahren, die auflerhalb des
Bereichs, der im Normverfahren angegeben ist,
angewandt werden. Wenn Normverfahren inner-
halb des Geltungsbereichs des Verfahrens ange-
wandt werden, ist die Robustheit in der Regel als

Teil des Normungsprozesses untersucht worden.
Deshalb ist eine Robustheitsstudie auf der Ebene
einzelner Laboratorien in den meisten Fillen nicht
erforderlich. Informationen iiber die Robustheit
sollten im laboreigenen Verfahren fiir die kriti-
schen experimentellen Parameter in Form von To-
leranzgrenzen angegeben werden (Siehe Beispiel 5
und Kurzanleitung 8).

experimenteller Parameter.

Beispiel 5 — Ausziige aus ISO 11732 [58]. Die Anweisungen kennzeichnen die Kritikalitat einiger

e NH4Cl bei 105 + 2 °C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.
e Die angegebenen Massen konnen reduziert werden (z. B. um ein Zehntel).

Die Losung ist, bei Raumtemperatur in einer Kunststoffflasche (Polyethylen) aufbewahrt, einen Mo-
nat haltbar.

Die Extinktion dieser Losung sollte 0,3 — 0,5 betragen.

Die Losung membranfiltrieren und entgasen, in das Reagenzienreservoir fiillen und dort mindestens
2 h stehen lassen.

Diese Losung ist, im Kiihlschrank aufbewahrt, bis zu einer Woche haltbar.

Zur Probenahme eignen sich Gefdlle aus Glas, Polyalken und Polytetrafluorethen (PTFE).
Ausnahmsweise ist nach Ansiduern und Membranfiltration der Proben eine Lagerung bis zwei

Wochen moglich.

Kurzanleitung 8 — Robustheit

Experimente (Analysieren
von RM oder Priifproben)
durchfiihren, um die Effekte
systematisch verdanderter Va-
riablen auf die Messergeb-
nisse feststellen zu konnen.

Z. B. koénnen 7 Para-
meter in 8 Experi-
menten durch Ver-
wendung des
Plackett-Burman
Modells untersucht
werden [74].

Eine Rangfolge der Variablen mit
dem grofiten Effekt auf die
Leistungsfahigkeit des Verfah-
rens ermitteln.

Signifikanztests durchfiihren, um
zu ermitteln, ob die beobachteten
Effekte statistisch signifikant
sind.
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Was ist zu tun Wie oft Was ist aus den Daten zu Anmerkungen
berechnen/ermitteln
Variablen identifizieren, die | Wirkungsvollste Effekt jeder Verdnderung einer | Qualitdtskontrolle so gestal-
einen signifikanten Effekt auf | Bewertung mittels Bedingung auf die Messergeb- ten oder das Verfahren so
die Leistungsfahigkeit des experimenteller nisse bestimmen. modifizieren, dass die kriti-
Verfahrens haben konnten. Modelle schen Variablen kontrolliert

werden, z. B. durch Angabe
geeigneter Toleranzgrenzen
in den Standardarbeitsan-
weisungen.
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7 Einsatz validierter Verfahren

Bei der Verwendung des Verfahrens eines ande-
ren, egal ob es sich dabei um ein Verfahren, das an
anderer Stelle im Laboratorium entwickelt wurde,
ein verdffentlichtes Verfahren oder gar ein Norm-
oder gesetzlich vorgeschriebenes Verfahren han-
delt, ergeben sich zwei Fragen, die beriicksichtigt
werden miissen:

Erstens: Reichen die bestehenden Validierungsda-
ten fiir den beabsichtigten Zweck aus oder ist eine
weitere Validierung notwendig? Es sollte beachtet
werden, dass zusétzlich zu der Menge an bereitge-
stellten Informationen iiber die Leistungsfahigkeit
des Verfahrens die Zuverldssigkeit der Quellen der
Validierungsdaten auch ein Thema ist. Daten aus
Ringversuchsstudien oder von anerkannten Nor-
mungsorganisationen werden in der Regel als zu-
verldssig betrachtet; weniger zuverldssig sind Da-
ten, die nur in wissenschaftlicher Literatur verof-
fentlicht wurden, oder solche, die von Herstellern
von Geréten und/oder Reagenzien zur Verfiigung
gestellt wurden. Zweitens: Wenn die vorhandenen
Validierungsdaten angemessen sind, ist das Labo-
ratorium dann in der Lage, die moglicherweise im
Verfahren behauptete Leistungsfahigkeit zu verifi-
zieren? (Sieche Abschnitt 2.2). Sind die verfligba-
ren Geridte und Einrichtungen angemessen? Wenn
das Verfahren in umfangreichen Tests unter allen
extremen Betriebsbedingungen validiert worden
ist, dann wird ein neuer kompetenter Analytiker
wahrscheinlich zufriedenstellend innerhalb der
vorhandenen Leistungskenndaten arbeiten. Dies
sollte jedoch immer zumindest kontrolliert wer-
den. Wenn ein Normverfahren innerhalb seines
Anwendungsbereichs eingesetzt wird, sollte es in
der Regel geniigen zu kontrollieren, ob der Analy-
tiker die angegebene Wiederholprizision erreichen
kann und auf etwaigen Bias zu priifen. Dies wird
weiter unten detaillierter behandelt.

Normverfahren werden gewdhnlich mit irgendei-
ner Form von Ringversuchen erstellt und Nor-
mungsgremien, die hdufig Normen erstellen, ver-
fiigen iiber Statistikexperten, die dazu beitragen si-
cherzustellen, dass Validierungsstudien sorgfaltig
geplant, durchgefiihrt und bewertet werden. Die
Norm ISO 5725 [29] beschreibt ein Modell, das als
Grundlage fiir Ringversuche zur Verfahrensvali-
dierung dienen sollte, um zuverldssige Informatio-
nen iiber die Leistungsfihigkeit der Verfahren be-
reit zu stellen. Dieses Modell wird zunehmend an-
gewandt, aber nicht alle Normverfahren sind ihm
unterzogen worden. Es wére gefahrlich anzuneh-
men, dass alle Normverfahren korrekt validiert
worden sind, und es liegt in der Verantwortung des
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Analytikers zu priifen, ob die iiber die Leistungsfa-
higkeit des Verfahrens zur Verfligung gestellten In-
formationen angemessen sind oder nicht.

Ebenso wird oft angenommen, dass Normverfahren
,sofort einsatzbereit’ verwendet werden konnen und
die veroffentlichten Leistungskenndaten sofort er-
zielt werden, wer auch immer das Verfahren einsetzt.
Dies ist keine sichere Annahme. Selbst diejenigen,
die mit dem entsprechenden Bereich der Chemie,
welcher von dem Verfahren abgedeckt wird, vertraut
oder darin Experte sind, miissen iiben, bevor sie es
vollstandig beherrschen.

Um sicherzustellen, dass eine akzeptable Leistung
erreicht wird, werden bei der Verwendung validier-
ter Verfahren (oder eigentlich bei jedem Verfahren)
die folgenden Regeln empfohlen:

1. Erstens sollte der Analytiker vor dem erstmaligen
Einsatz eines neuen Verfahrens vollsténdig mit
diesem vertraut sein. Im Idealfall wird das Ver-
fahren dem Analytiker von jemandem demons-
triert, der bereits Experte in seiner Anwendung
ist. Anfangs sollte der Analytiker es dann unter
strenger Aufsicht verwenden. Das Ausmal} der
Beaufsichtigung wird dann zuriickgefahren, bis
der Analytiker als ausreichend kompetent erach-
tet wird ‘es allein zu verwenden’. Zum Beispiel
konnte die Kompetenz im Hinblick auf die Fa-
higkeit des Analytikers, das in dem Verfahren
angegebene Leistungsniveau zu erreichen, fest-
gelegt werden, wie beispielsweise die Wieder-
holprézision, die Nachweisgrenze usw. Dies ist
typisch dafiir, wie jemand in der Anwendung
eines neuen Verfahrens geschult werden konnte.
Schulungsverfahren fiir Laboratorien werden
hiufig in dieser Weise mit objektiven Uberprii-
fungen gestaltet, um die Kompetenz wihrend
des Trainings in Abstdnden zu priifen. In jedem
Fall sollte sich der Analytiker in das Verfahren
eingelesen haben und sich mit der hinter den
Messungen stehenden Theorie vertraut gemacht
haben, im Geiste die verschiedenen Stadien
iiben, Punkte, an denen Unterbrechungen vorge-
nommen werden konnen, sowie Bereiche des
Prozesses identifizieren, wo der Analytiker zu
ununterbrochener Arbeit verpflichtet ist. Wo
Reagenzlosungen vorbereitet werden miissen:
wie stabil sind diese, nachdem sie einmal vorbe-
reitet wurden? Miissen sie im Voraus zubereitet
werden? Ein klassischer Fallstrick ist es, meh-
rere Stunden damit zuzubringen, eine Reihe von
Proben vorzubereiten und dann herauszufinden,
dass die Vorbereitung fiir die Reagenzldsung zu
finden, die fir die nédchste Arbeitsstufe
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gebraucht wird, eine komplizierte Synthese be-
inhaltet; in der Zwischenzeit konnen sich die
Proben abbauen.

. Zweitens muss geklart werden, wie viele Pro-
ben zu einem Zeitpunkt leicht gehandhabt wer-
den konnen. Es ist besser, ein paar Proben gut
zu analysieren, als zu versuchen, eine grof3e
Anzahl zu analysieren und die meisten von
ihnen wiederholen zu miissen.

. SchlieBlich ist sicherzustellen, dass alles, was
fiir das Verfahren benoétigt wird, vor Arbeitsbe-
ginn zur Verfiigung steht.
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Dies beinhaltet das Zusammenstellen der richtigen
Ausriistung, der Reagenzien und der Standards
(mit allen begleitenden Vorbereitungen), vielleicht
auch Platz in den Abzugshauben reservieren, usw.

Wenn es erforderlich ist, das validierte Verfahren
von jemand anderem anzupassen oder zu dndern,
dann wird eine entsprechende Re-Validierung erfor-
derlich sein. Je nach Art konnen die Anderungen die
urspriinglichen Validierungsdaten irrelevant ma-
chen.
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8 Verwendung von Validierungsdaten zur Gestal-
tung der Qualitatskontrolle

8.1 Einflhrung

‘Qualitétssicherung’ (QS) und ‘Qualitdtskontrolle’
(QK)' sind Begriffe, deren Bedeutung oft je nach
Kontext variiert. Nach ISO spricht die Qualitétssi-
cherung diejenigen Tatigkeiten an, die das Labora-
torium ausfiihrt, um Vertrauen in die Erfiillung der
Qualititsanforderungen zu schaffen, wohingegen
Qualitatskontrolle die einzelnen Mallnahmen be-
schreibt, die tatsdchlich angewandt werden, um die
Anforderungen zu erfiillen [9].

Die Verfahrensvalidierung gibt eine Vorstellung
von der Leistungsfahigkeit und den Grenzen eines
Verfahrens, die sich bei der Routinenutzung des
Verfahrens gezeigt haben konnen, wéhrend das
Verfahren unter Kontrolle ist. Spezielle Uberprii-
fungen miissen durchgefiihrt werden, um sicher zu
stellen, dass es unter Kontrolle bleibt, d. h., dass
seine Durchfiihrung so verlauft wie erwartet. Wah-
rend der Validierungsphase wurde das Verfahren
weitgehend auf Proben mit bekanntem Gehalt an-
gewandt. Sobald das Verfahren im Routineeinsatz
ist, wird es fiir Proben mit unbekanntem Gehalt
eingesetzt. Geeignete interne QK kann die konti-
nuierliche Messung stabiler Priifproben beinhal-
ten, wodurch der Analytiker befahigt wird zu ent-
scheiden, ob die zahlreichen erzielten Antworten
wirklich die Vielfalt der analysierten Proben wi-
derspiegeln oder unerwartete und unerwiinschte
Anderungen in der Leistungsfihigkeit des Verfah-
rens auftreten. Als Teil des Qualitdtskontrollpro-
zesses sollten diese bekannten Proben in der Praxis
mit jeder Probenserie gemessen werden. Die
durchzufiihrenden Uberpriifungen héingen ab von
der Art, der Kritikalitdt und der Haufigkeit der
Analyse, der Seriengrofle, dem Grad der Automa-
tisierung und dem Schwierigkeitsgrad der Priifung
sowie auch von den Erfahrungen, die wéhrend der
Entwicklungs- und Validierungsprozesse gemacht
wurden. Die Qualitdtskontrolle kann zahlreiche
Formen annehmen, sowohl im Laboratorium (in-
tern) als auch zwischen dem Laboratorium und an-
deren Laboratorien (extern).

8.2 Interne Qualitatskontrolle

Die interne Qualitédtskontrolle bezieht sich auf vom
Personal des Laboratoriums ausgefiihrte Verfahren
zur kontinuierlichen Uberwachung der Betriebsab-
laufe im Laboratorium sowie der Messergebnisse,

4 Anm. d. Ubers.: Im Qualitdtsmanagement wird fiir
»quality control”im Deutschen hdufig der Begriff ,,Qua-
litdtslenkung” verwendet. In Laboratorien wird jedoch
in der Regel der Begriff , Qualitétskontrolle” und z. B.
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um entscheiden zu konnen, ob die Ergebnisse fiir
eine Freigabe zuverldssig genug sind [18, 75]. Fiir
die Uberwachung von Ergebnissen aus Qualitiits-
kontrollproben wird die Nutzung von Regelkarten
empfohlen [76, 77]. Die Verfahren zur Qualitits-
kontrolle miissen nachweislich die Giiltigkeit der
Ergebnisse sicherstellen kénnen. Zur Uberwa-
chung verschiedener Variationsarten innerhalb des
Prozesses konnen verschiedene Arten der Quali-
tatskontrolle verwendet werden. QK-Proben, die in
gewissen Abstinden in der analytischen Messserie
analysiert werden, zeigen eine Drift im System an;
die Verwendung verschiedener Arten von Blind-
proben zeigt neben denen eines Analyten die Bei-
trage zum Signal eines Instruments an; Doppelana-
lysen priifen die Wiederholprazision.

QK-Proben sind typische Proben, die iiber einen be-
stimmten Zeitraum hinweg ausreichend stabil und ho-
mogen sind, um dasselbe Ergebnis zu liefern (das zu-
falligen Schwankungen im Hinblick auf die Leis-
tungsfahigkeit des Verfahrens unterliegt), und die in
ausreichender Menge verfiigbar sind, um die Analyse
iiber einen langeren Zeitraum wiederholen zu kénnen.
In diesem Zeitraum kann die Vergleichprézision (Pra-
zision unter Zwischenbedingungen) des Verfahrens
durch Uberwachung der Werte aus der Analyse der
QK-Probe iiberpriift werden, in der Regel durch Auf-
tragen der Werte in einer Regelkarte. Fiir die Werte
in der Regelkarte werden Grenzen gesetzt (konventi-
onell werden ,Warngrenzen® bei £2s um den Mittel-
wert gesetzt, und ,Eingriffsgrenzen‘ bei £3s um den
Mittelwert). Wenn die aufgetragenen QK-Werte be-
stimmten Regeln in Bezug auf die gesetzten Grenzen
entsprechen, wird die Qualititskontrolle als zufrie-
denstellend erachtet. Solange der QK-Probenwert
akzeptiert werden kann, ist es wahrscheinlich, dass
die Ergebnisse von Proben aus der gleichen Messserie
wie die QK-Proben als zuverldssig angenommen wer-
den konnen. Die Annehmbarkeit des aus der
QK-Probe erhaltenen Wertes sollte im Analysepro-
zess so frith wie moglich verifiziert werden, sodass
im Falle eines Problems so wenig Aufwand wie mog-
lich auf die unzuverlédssige Analyse der Proben selbst
verschwendet worden ist.

Wihrend der Verfahrensvalidierung gelangt man zu
ersten Schétzwerten der unterschiedlichen Préizisi-
onsmafle. Um auf der Regelkarte realistische Grenzen

,Qualitétskontrollprobe” verwendet. Im Interesse der
Verstéindlichkeit wird daher in diesem Leitfaden ,,Quali-
tdtskontrolle” benutzt.



Die Eignung von Analysenverfahren

Eurachem Guide

setzen zu kdnnen, miissen die Messungen widerspie-
geln, wie das Verfahren tagtéiglich tatséchlich ver-
wendet werden soll. So sollten Messungen wihrend
der Validierung alle mdglichen Variationen in den
Betriebsbedingungen imitieren: verschiedene Analy-
tiker, Variationen bei den Labortemperaturen usw.
Geschieht dies nicht, wird die Standardabweichung
unrealistisch klein sein, was dazu fiihrt, dass Grenzen
auf der Regelkarte gesetzt werden, die bei Normalbe-
trieb moglicherweise nicht eingehalten werden kon-
nen. Aus diesem Grund wird in der Regel empfohlen,
die angegebenen Grenzen nach einem Jahr neu zu be-
werten bzw. dann, wenn geniigend Ergebnisse
gesammelt worden sind [76].

Durch die Verwendung verschiedener Arten von
Blindproben kann der Analytiker sicherstellen, dass
die fiir den Analyten erfolgten Berechnungen ent-
sprechend korrigiert werden konnen, um jegliche
Beitrdge zum Response, die nicht dem Analyten zu-
geschrieben werden konnen, zu entfernen. Mit der
Wiederholungsanalyse von Proben aus Routineprii-
fungen konnen Verdnderungen in der Prézision ei-
nes analytischen Prozesses, die das Ergebnis nach-
teilig beeinflussen konnten, gepriift werden [78]. Wie-
derholungen kdnnen in einer Serie direkt hintereinan-
der erfolgen, um die Wiederholbarkeit zu iiberpriifen.

Die Analyse von verdeckten Proben ist gewisserma-
Ben eine Form der Wiederholungsanalyse und liefert
ein Mittel zur Priifung der Prézision. Sie besteht aus
wiederholt in die analytische Messserie platzierte
Teilproben, moglicherweise durch den Laborleiter,
und wird so genannt, weil der Analytiker normaler-
weise die Identitdt der Analysenproben nicht kennt
oder nicht weil}, dass sie Wiederholungen sind. So
hat der Analytiker keine vorgefasste Meinung, dass die
speziellen Ergebnisse zueinander in Beziehung stehen.

Standards (Normale) oder Materialien, die denen
ghnlich sind, die fiir die Kalibrierung verwendet
werden und die in Abstdnden in einer analytischen
Charge platziert werden, ermdglichen Kontrollen
dartiber, ob der Response des analytischen Verfah-
rens auf den Analyten stabil ist.

Es liegt in der Verantwortung der Laborleitung, ba-
sierend auf der Risikobewertung, ein angemessenes
MaB an Qualitétskontrolle festzulegen und zu recht-
fertigen, wobei die Zuverlassigkeit des Verfahrens,
die Kritikalitdt der Arbeit und die Durchfiihrbarkeit
von Wiederholungen der Analyse, wenn sie das
erste Mal nicht richtig funktioniert, zu berticksich-
tigen sind. Es wird im Allgemeinen angenommen,
dass bei Routineanalysen eine interne Qualitétskon-
trolle von 5 % sinnvoll ist, d. h. 1 von 20 analysier-
ten Proben sollte eine QK-Probe sein. Jedoch kann
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fiir robuste Routineverfahren mit einem hohen Pro-
bendurchsatz ein niedrigerer Grad an Qualitdtskon-
trolle sinnvoll sein. Bei komplexeren Verfahren ist
ein Grad von 20 % nicht ungew6hnlich und gele-
gentlich mdgen sogar 50 % erforderlich sein. Bei
selten durchgefiihrten Analysen sollte jedes Mal
eine vollstindige Systemvalidierung durchgefiihrt
werden. Dies kann typischerweise die Verwendung
eines RM beinhalten, das eine zertifizierte oder
bekannte Analytkonzentration enthélt, gefolgt von
wiederholten Analysen der Probe und einer aufge-
stockten Probe (eine Probe, der absichtlich eine be-
kannte Menge des Analyten hinzugefiigt wurde).
Héaufiger vorgenommene Analysen sollten einem
systematischen Qualititskontrollverfahren unterlie-
gen, welches die Verwendung von Regelkarten und
Kontrollproben beinhaltet.

8.3 Externe Qualitatskontrolle

Die regelmiBige Teilnahme an Eignungspriifun-
gen (EP), auch als externe Qualitdtsbewertung
(EQA) bekannt, stellt fiir ein Laboratorium eine
anerkannte Methode dar, seine eigene Leistungsfa-
higkeit zu iiberwachen sowohl in Bezug auf die
eigenen Anforderungen als auch gegeniiber dem
Leistungsstand anderer Laboratorien. EP helfen,
auf Variationen zwischen Laboratorien (erweiterte
Vergleichprizision) und systematische Messab-
weichungen (Bias) hinzuweisen.

Eignungspriifungsprogramme (EP) und andere
Arten von Ringversuchen werden als ein wichtiges
Mittel zur Uberwachung des Grads der Gleichwer-
tigkeit analytischer Ergebnisse auf nationaler und
internationaler Ebene akzeptiert. Akkreditierungs-
stellen erkennen den Nutzen dieser Programme an
und ermutigen Laboratorien ausdriicklich, an
EP/EQA als integralen Bestandteil ihres Qualitéts-
managements teilzunehmen [79]. Es ist wichtig,
Ergebnisse aus EP im Rahmen der Qualitdtskon-
trollverfahren zu {iberwachen und wo noétig MaB-
nahmen zu ergreifen.

In bestimmten Fillen konnen Akkreditierungsstellen
die Teilnahme an einem bestimmten EP-Programm
als Voraussetzung fiir die Akkreditierung festlegen.
Der Wert der EP ist natiirlich nur so gut wie die Pro-
gramme selbst. Anforderungen an die Kompetenz
von Anbietern fiir EP sind in der Norm ISO/IEC
17043 beschrieben [80]. Praktische Informationen
zur Auswahl, Nutzung und Auslegung von EP-Pro-
grammen sind in einem Eurachem Guide dargestellt
[81]. Informationen iiber eine groe Anzahl von Pro-
grammen sind in der EPTIS Datenbank zu finden
(www.eptis.bam.de). Jedoch kann es sein, dass fiir
neue Analysebereiche oder insbesondere seltene
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Anwendungen kein Programm vollumfinglich ge- betrachtet [82], das von akkreditierten Laboratorien
eignet ist. Diese und andere Einschrankungen wer- fordert, eine Strategie fiir ihre Teilnahme an EP ab-
den jetzt in einem aktuellen Anleitungsdokument zuleiten.
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9 Dokumentation validierter Verfahren

9.1 Vom Entwurf bis zur endgultigen
Version

Das Verfahren, das einer Validierung unterzogen
wird, wird unter Verwendung einer Dokumenta-
tion des Verfahrens durchgefiihrt, die bis zur Ge-
nehmigung des Validierungsberichts als Entwurf
angesehen werden sollte. Sobald der Validierungs-
prozess abgeschlossen ist, ist es wichtig, das Ana-
lysenverfahren so zu dokumentieren, dass das
Verfahren klar und eindeutig umgesetzt werden
kann. Dies hat mehrere Griinde.

Die verschiedenen Bewertungen des Verfah-
rens, die wihrend des Validierungsprozesses
vorgenommen werden, gehen davon aus, dass
das Verfahren bei seinem Einsatz jedes Mal in
der gleichen Weise verwendet wird. Falls nicht,
entspricht die tatsdchliche Leistungsfahigkeit
des Verfahrens nicht der Leistungsfahigkeit,
die durch die Validierungsdaten vorhergesagt
wird. Folglich muss die Dokumentation den
Anwendungsbereich fiir die Einflihrung einer
zufilligen Variation des Verfahrens einschrén-
ken.

Eine gute Dokumentation ist auch zum Zwecke
der Auditierung und Bewertung erforderlich;
sie kann auch aus vertraglichen oder rechtli-
chen Griinden erforderlich sein.

Eine angemessene Dokumentation des Verfah-
rens stellt sicher, dass das Verfahren jedes Mal
konsistent angewandt wird. Da die Qualitét der
Dokumentation einen direkten Einfluss darauf
hat, wie konsistent das Verfahren angewandt
werden kann, ist es wahrscheinlich, dass diese
auch einen Einfluss auf die Prézision und
Messunsicherheit hat. Tatséchlich konnte der
Unsicherheitsbeitrag, der mit unzureichend do-
kumentierten Verfahren im Zusammenhang
steht, so groB} sein, dass er das Verfahren fak-
tisch unbrauchbar macht. Alle Abweichungen
in der Dokumentation miissen geklirt werden,
bevor ein verniinftiger Schéitzwert der Unsi-
cherheit erhalten werden kann.

9.2 Empfehlungen
9.2.1 Priifen der Anweisungen

Es ist nicht einfach, ein Verfahren richtig zu
dokumentieren. Die Informationen sollten in etwa
in der Reihenfolge erscheinen, in der sie vom An-
wender erwartungsgemif gebraucht werden. Eine
weit verbreitete Falle ist es anzunehmen, dass jeder
die Technik des Verfahrens in demselben Malle
versteht, wie die Person, die es entwickelt und do-
kumentiert hat.
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Dieses Wissen vorauszusetzen kann geféhrlich sein.
Sinnvoll ist es, wenn sich ein kompetenter Kollege
durch die gesamte Dokumentation exakt so hin-
durcharbeitet wie es das Verfahren beschreibt. Wenn
dies dem entspricht, was beabsichtigt ist, dann sollte
das dokumentierte Verfahren gut von zahlreichen
Analytikern verwendet werden koénnen und konsis-
tente Ergebnisse liefern. Wenn nicht, dann ist eine
Umformulierung erforderlich, damit die Verfahren
detaillierter beschrieben und Mehrdeutigkeiten ein-
geschriankt werden.

9.2.2 Empfehlungen in Normen

In einer Reihe von Normen sind Hinweise dariiber
enthalten, welche Art von Informationen bei der
Dokumentierung eines Verfahrens einflieen
sollte. Aus Sicht der Chemiker ist die ISO 78-Serie
wohl die niitzlichste; sie beschreibt die Dokumen-
tation verschiedener Arten chemischer Analysen-
verfahren (Normungsgremien erstellen, validieren
und dokumentieren natiirlich auch jedes Jahr eine
groBe Anzahl von Verfahren, benétigen eine mog-
lichst einheitliche Vorgehensweise und erarbeiten
diese Normen in erster Linie zum Nutzen ihrer ei-
genen Fachausschiisse). ISO 78-2 [83] empfiehlt
eine Verfahrensdokumentation fiir allgemeine che-
mische Verfahren. Anhang A enthilt ein Layout
basierend auf dieser Norm. Die Normen zeigen
eine logische Reihenfolge fiir Materialien mit emp-
fohlenen Uberschriften und empfehlen, welche In-
formationen unter jedem Stichwort erscheinen
sollten. Bei der Nutzung dieser Normen sollte der
Leser darauf achten, dass er einen Ausgleich
schafft beziiglich einer gewissen Flexibilitdt der
Herangehensweise und Konsistenz. Obwohl es
wiinschenswert ist, dass alle Verfahren dasselbe
Dokumentenformat aufweisen, ist auch zu beach-
ten, dass nicht bei allen Verfahren dieselbe Detail-
treue gerechtfertigt ist, und dass es hdufig ange-
messen ist, einige der empfohlenen Abschnitte aus
der Dokumentation wegzulassen.

9.2.3 Dokumentenlenkung

Ein Laboratorium, das seine eigenen Verfahren
dokumentiert, kann auch gut einen Nutzen daraus
ziechen, einen ‘hauseigenen’ Stil zu entwickeln.
Neben der Darstellung relevanter Informationen in
einer leicht nutzbaren und logischen Art und Weise
ermoglicht er es auch, die Last der Dokumentati-
onsarbeit auf eine Reihe weiterer Autoren zu ver-
teilen. Entwiirfe, die von mehreren Autoren erstellt
worden sind, kdnnen von einer einzigen Kontroll-
stelle auf Konsistenz gepriift werden.
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Dokumentierte Verfahren bilden einen wichtigen
Teil des Qualititsmanagementsystems eines
Laboratoriums und sollten in angemessenem
Umfang einer Dokumentenlenkung unterliegen.
Ziel ist es sicherzustellen, dass nur Verfahren ver-
wendet werden, die als einsatztauglich zugelassen
worden sind. Daher sollten Verfahren als Teil des
Dokumentationsprozesses Informationen enthal-
ten, durch die der Nutzer beurteilen kann, ob das
Verfahren fiir die Verwendung genehmigt worden
istund ob es vollstindig ist. Weitere Informationen
sollten verfiigbar sein hinsichtlich: Versionsnum-
mer und Datum des Verfahrens, Autor, Anzahl der
existierenden Kopien des Verfahrens und jegliche
Einschrankungen hinsichtlich der Vervielfalti-

gung.
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Von Zeit zu Zeit kann eine Aktualisierung von Ver-
fahren erforderlich werden. Die dem Verfahren zu-
grundeliegende Technologie kann beispielsweise
verbessert worden sein. Dokumentenlenkung er-
moglicht das reibungslose Zuriickziehen veralteter
Verfahren und die Herausgabe iiberarbeiteter Ver-
fahren. Heutzutage ist der Prozess der Dokumen-
tenlenkung durch die Nutzung spezieller Software
stark vereinfacht. Anderungen sollten nur von je-
nen vorgenommen werden, die dazu berechtigt
sind. Dies kann softwaregesteuert erfolgen, indem
die entsprechenden Dateien einen weitverbreiteten
,Lese‘-Zugriff und nur einen sehr begrenzten
‘Schreib*-Zugriff haben.
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10 Auswirkungen von Validierungsdaten auf die Berechnung und
Angabe von Ergebnissen

Wichtig ist, dass der Analytiker die Daten, die
wéhrend der Probenanalyse unter Verwendung des
validierten Verfahrens gewonnen wurden, in Er-
gebnisse umwandeln kann, die einen direkten Bei-
trag zur Losung des Problems des Kunden leisten.
Die wiahrend des Validierungsprozesses bestimm-
ten Leistungsmerkmale sind dabei hilfreich. Daten
zur Wiederholprizision, Vergleichprézision (Pra-
zision unter Zwischenbedingungen) und erweiter-
ten Vergleichpréizision kdnnen genutzt werden, um
festzustellen, ob die bei der Probenanalyse erkann-
ten Unterschiede signifikant sind. Qualitétskon-
trollen, basierend auf den Validierungsdaten, kon-
nen eingesetzt werden, um zu bestétigen, dass das
Verfahren unter Kontrolle ist und aussagekriftige
Ergebnisse liefert. Die Schitzung der Messunsi-
cherheit ermoglicht es, das Ergebnis als einen Be-
reich von Werten mit einem akzeptierten Vertrau-
ensniveau anzugeben.

Wichtig ist, dass der Analytiker Zugriff auf die Va-
lidierungsdaten hat, die unterstiitzend in Bezug auf
die Giiltigkeit der Ergebnisse verwendet werden
konnen. Ob diese Informationen an den Kunden
weitergegeben werden oder nicht, ist eine
andere Sache. Sehr oft verfiigt der Kunde nicht
iiber die technische Kompetenz, die Signifikanz
der Daten zu wiirdigen. Unter diesen Umstdnden
ist es vielleicht sicherer, die Daten auf Anfrage zur
Verfiigung zu stellen.

Themen wie Verfahrensvalidierung, Variabilitit
und Messunsicherheit miissen unter bestimmten
Umsténden, zum Beispiel in rechtlichen oder
forensischen Kontexten, sorgfiltig behandelt wer-
den. Es kann von Vorteil sein, offen mit dem Be-
stehen der mit Messungen verbundenen Unsicher-
heit umzugehen und darauf vorbereitet zu sein,
Entscheidungen zu rechtfertigen, die in Anbetracht
der Kenntnis dieser Unsicherheit getroffen wur-
den.
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Achtsam muss man sein, wenn versucht wird, ein
analytisches Ergebnis mit seiner zugehdrigen Un-
sicherheit zu verwenden, um zu entscheiden, ob die
urspriingliche Ware, aus der die Probe genommen
wurde, einer Spezifikation entspricht oder
einen Grenzwert einhdlt [84]. Moglicherweise liegt
eine solche Entscheidung nicht in der Verantwor-
tung des Analytikers, aber es kann sein, dass vom
Analytiker gefordert wird, den Entscheidungspro-
zess technisch beratend zu unterstiitzen.

Wenn iiber die Ergebnisse berichtet wird, muss der

Analytiker entscheiden, ob etwaige Abweichun-

gen, die nachgewiesen wurden, zu Korrigieren
sind, oder ob Ergebnisse unkorrigiert zu berichten
sind, aber das Vorhandensein eines Bias ange-
merkt wird.

Vorsicht ist geboten beim Berichten von Ergebnis-
sen in Form von ‘nicht nachgewiesen®. Fiir sich ge-
nommen ist diese Aussage nicht informativ genug

und sollte mit einer Erklédrung dariiber einherge-
hen, was in diesem Fall die Nachweisgrenze ist.

Manchmal ist es angebracht, einen numerischen
Wert anzugeben, obwohl dieser unterhalb der
scheinbaren Nachweisgrenze liegen kann. Manch-
mal fordern Behorden, die Bestimmungsgrenze
anzugeben.

Wenn eine Angabe der Unsicherheit zum Ergebnis
gefordert wird, kann es sinnvoll sein, eine erwei-
terte Unsicherheit anzugeben, fiir die ein geeigne-
ter Erweiterungsfaktor verwendet wird. Zum Bei-

spiel entspricht ein Erweiterungsfaktor 2 einem In-

tervall mit einem Vertrauensniveau von etwa 95%.
Weitere Anleitung, wie die Messunsicherheit an-
zugeben ist, findet sich in Abschnitt 9 im Eura-

chem/CITAC Guide [22].
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Anhang A - Protokoll zur Verfahrensdokumentation

Angemessene Verfahrensdokumentation wird in Abschnitt 9 dieses Leitfadens erdrtert. Das folgende
Format dient als Referenz fiir ein geeignetes Layout. Es basiert auf ISO 78-2 [83], enthilt jedoch einige
zusitzliche Hinweise zu Kalibrierung, Qualitits- und Dokumentenlenkung. Anhang A dient lediglich als
Orientierungshilfe und sollte, um speziellen Anforderungen zu entsprechen, angepasst werden.

Al  Vorwort

A.1.1 Aktualisierung und Zusammenfassung

Dieser Abschnitt verfolgt zwei Ziele. Erstens wird beabsichtigt, kleinere Anderungen am Text zur Be-
schreibung des Verfahrens vornehmen zu diirfen, ohne das Verfahren vollsténdig iiberarbeiten zu miissen
und neu zu drucken. Zweitens wird empfohlen, dass die Eignung jedes Verfahrens in regelmafligen Ab-
standen gepriift werden sollte und die Zusammenfassung als Aufzeichnung dariiber dient, dass dies ge-
schehen ist. Ublicherweise wird die Zusammenfassung vor der Beschreibung des Verfahrens platziert,
auf der Innenseite der Titelseite.

A.1.2 Aktualisierungen

Jegliche handschriftlichen Anderungen am Text zur Beschreibung des Verfahrens wiirden akzeptiert
werden, vorausgesetzt die Anderungen wurden auch in der folgenden Tabelle aufgezeichnet (hand-
schriftliche Eintragungen sind akzeptabel) und ordnungsgeméif genehmigt. Dies wiirde implizieren, dass
mit der Freigabe die Tatsache bestétigt wurde, dass die Auswirkungen der Verdnderung auf die Verfah-
rensvalidierung untersucht worden sind und keine Probleme verursacht haben. Dies beinhaltet auch, dass
die Anderung an allen Kopien der Verfahrensdokumentation vorgenommen wurde.

# Abschnitt | Art der Anderung Datum | Genehmigung
1(z.B.) 34 Andern der Flussrate auf 1.2 ml min™" 8/2/96 | DGH

A.1.3 Uberprufung

Zu jedem beliebigen Zeitpunkt wire zu erwarten, dass das Datum, an dem zu sehen war, dass das Ver-
fahren im Einsatz war, zwischen der Uberpriifung und den ndichsten Uberpriifungsterminen liegen
wiirde, wie in der Tabelle dargestellt.

Datum der Ergebnis der Uberprifung Nachstes Uberprii- | Genehmigung
Uberprufung fungsdatum

A.2  Einleitung

Die Einleitung wird verwendet, um, falls erforderlich, Informationen bereitzustellen, wie zum Beispiel
Anmerkungen zum technischen Inhalt des Verfahrens oder die Griinde zu seiner Erstellung. Sind
Hintergrundinformationen zum Verfahren erforderlich, sollten sie vorzugsweise in diesem Abschnitt
aufgefiihrt sein.

A3  Titel

Der Titel enthélt die Probenarten, fiir die das Priifverfahren gilt, den Analyten oder das zu bestimmende
Merkmal und das Grundprinzip der Bestimmung. Er sollte, wann immer moglich, auf die folgenden
Angaben beschrankt werden. Bevorzugtes Format:

Bestimmung von A {Analyt oder Messgréfie} (in Anwesenheit von B{Stérfaktor}) in C {Matrix} mittels
D {Prinzip}.

A4 Warnhinweise

Auf mogliche Gefahren hinweisen und die Vorsichtsmaflnahmen beschreiben, die zu deren Vermeidung
notwendig sind. Detaillierte Vorsichtsmalnahmen kdnnen in den entsprechenden Abschnitten gegeben
werden; das Vorhandensein moglicher Gefahren und die Notwendigkeit von Sicherheitsvorkehrungen
miissen aber an dieser Stelle mitgeteilt werden. Geben Sie geeignete Hinweise zu mdglichen Gefahren,
die verbunden sind mit:
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* dem Umgang mit den Proben;

* dem Umgang mit oder der Vorbereitung von Losungsmitteln, Reagenzien, Standards oder ande-
ren Materialien;

* der Bedienung von Geriten;

* den Anforderungen an die besondere Umgebung fiir den Umgang mit den Proben, z. B. Laborab-
zige;

* den Folgen einer Malstabsvergroferung des Experiments (Explosionsgrenzen).

A5  Anwendungsbereich

Dieser Abschnitt gestattet es dem potentiellen Nutzer, schnell zu erkennen, ob das Verfahren wahr-
scheinlich fiir die gewlinschte Anwendung geeignet ist oder ob Einschriankungen existieren. Die folgen-
den Angaben sollten abgedeckt werden:

» cine Beschreibung der zugrundeliegenden Aufgabe (warum das Verfahren benétigt wird);

* der/die Analyt(en) oder MessgroBe(n), der/die mittels des Verfahrens bestimmt werden kann (kon-
nen);

* die Form, in welcher der/die Analyt(en) bestimmt wird/werden — Speziation, vollstdndig/verfiig-
bar etc.;

* die Probenmatrix (Matrices), in der (denen) diese/r Analyt(en) bestimmt werden kann (kénnen);

* ein Arbeitsbereich (Messbereich), in dem das Verfahren eingesetzt werden kann. Dieser sollte
sich auf Eigenschaften in der Laborprobe, z. B. Konzentration, beziehen;

* bekannte Stérungen, die den Einsatz des Verfahrens verhindern oder einschrianken;

e die in dem Verfahren verwendete Instrumententechnik;

* die Mindestprobengrofe.

Anm. d. Ubers.: An dieser Stelle wird in der englischen Version dieses Leitfadens auf die Verwen-
dung des Begriffs ,,applicability“ in der Lebensmittelbranche verwiesen [35]. Im Deutschen ist ein
entsprechend abweichender Begriff nicht tiblich.

A.6 (Normative) Verweise

Dieser Abschnitt stellt eine Liste an Dokumenten bereit, die fiir den Einsatz des Verfahrens notwendig
sind. Dokumente, die bei der Erstellung des Verfahrens lediglich als Referenz gedient haben, sind am
Ende des Dokuments in einem Literaturverzeichnis anzugeben.

A.7  Definitionen

Alle Definitionen fiir im Text verwendete Begriffe anfiihren, die fiir dessen vollstédndiges Verstindnis
notwendig sein konnen. Wo immer moglich, Definitionen von ISO verwenden. Quellen zitieren. Analy-
tische Strukturen kdnnen hier ebenfalls einbezogen werden.

A.8  Prinzipien

Die wesentlichen Schritte des Verfahrens skizzieren, die Prinzipien, nach denen die analytische Technik
arbeitet. Ein Flussdiagramm oder Ursache-Wirkungs-Diagramm kann hilfreich sein. Dieser Abschnitt
sollte so geschrieben sein, dass man auf einen Blick erkennt, wie das Verfahren funktioniert. Eine Erlau-
terung des Grundsatzes der Berechnung mit einbeziehen. Ggf. ist die Arbeitsweise des Verfahrens oder
der Berechnungen zu kléren, einschlieBlich der Angaben zu allen chemischen Reaktionen (dies kann
zum Beispiel relevant sein, wenn es sich um Derivatisierung oder um Titrimetrie handelt).

Z. B. “ Die Konzentration wird von einer 6-Punkte-Kalibrierkurve durch Bestimmung der Konzentration abgeleitet,
die der Extinktion der Probe entspricht, um den Blindwert korrigiert und mit dem Konzentrationsfaktor multipli-
ziert.”

A.9  Reaktionen

Dieser Abschnitt zeigt die wesentlichen Reaktionen, wenn sie fiir das Verstindnis des Textes oder der
Berechnungen als notwendig erachtet werden. Sie begriinden die Berechnungen aus den Daten, die {iber
die Bestimmungen erhalten wurden, und konnen zu einem besseren Verstindnis des Verfahrens fiihren,
insbesondere wenn mehrere aufeinanderfolgende Verdnderungen im Oxidationszustand des Elements,
das bestimmt wird, auftreten. Handelt es sich um Titrationen, sind diese insbesondere niitzlich, um fest-
zustellen, welche Anzahl von Aquivalenten in jedem Mol des Reaktanten enthalten sind.
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A.10 Reagenzien und Materialien

Alle fiir den analytischen Prozess benétigten Reagenzien und Materialien zusammen mit ihren wesent-
lichen Eigenschaften (Konzentration, Dichte usw.) auflisten und sie fiir spiteren Verweis nummerieren.
Folgende Angaben auffiihren:

+  CAS">-Nummern (falls vorhanden);

* Angaben zu allen damit verbundenen Gefahren, einschlieBlich Anweisungen fiir die Entsorgung;

* Reinheit oder Reinheitsgrade;

» die Notwendigkeit, dass Kalibrier- und Kontroll-Materialien aus unabhédngigen Chargen stam-
men miissen;

* Angaben zur Vorbereitung, einschlieBlich der Notwendigkeit einer friihzeitigen Vorbereitung;

* Anforderungen an Behilter und Lagerung;

* Haltbarkeit von Rohmaterial und vorbereiteten Reagenzien;

» erforderliche Zusammensetzung mit Angaben zur Art der Konzentration oder anderen Mengen;

* Kennzeichnungsvorschriften.

A1l Apparatur

Ausfiihrliche Beschreibung der einzelnen Geréte und wie sie verbunden sind, um einen unzweideutigen
Aufbau zu gewihrleisten. Die Elemente flir spiteren Verweis nummerieren. Diagramme und Flussdia-
gramme konnen fiir eine groBere Klarheit sorgen. Jede Uberpriifung der Funktionsweise der zusammen-
gebauten Geridte muss im Abschnitt ,,Durchfiihrung® in einem Unterabschnitt mit der Uberschrift ,,Vor-
versuch” oder “Kontrollversuch/Gegenprobe” (siehe A.13) beschrieben werden.

Mindestanforderungen an die Leistungsféhigkeit und an die Verifizierung auflisten, mit Querverweisen
zum Kalibrierungsabschnitt (A.13) sowie zu allen relevanten Gerdtehandbiichern. Ggf. Bezug zu inter-
nationalen Normen bzw. zu anderen international anerkannten Dokumenten fiir Laborgerite und deren
Zubehor. Anforderungen an die Umgebung aufnehmen (Laborabziige usw.).

A.12 Probenahme

Die Probenahme in diesem Protokoll umfasst sowohl die Probenahme, um eine Laborprobe zu erhalten
als auch die Probenahme (Entnahme von Teilproben) im Laboratorium, um eine Priifprobe zu erhalten,
aus welcher die Priifmenge gezogen wird.

Ist die Probenahme zum Erhalt der Laborprobe von der chemischen Analyse als solche unabhéngig, so
ist es in der Regel ausreichend, sich informativ auf das einschldgige Verfahren zu beziehen, das sich
speziell mit dieser Frage beschéftigt. Existiert ein entsprechendes Verfahren nicht, kann der Abschnitt
zur Probenahme einen Probenahmeplan und ein Probenahmeverfahren umfassen, die Anleitung dariiber
geben, wie eine Verdnderung des Produkts vermieden werden kann und die Anforderungen an die An-
wendung statistischer Methoden beriicksichtigen.

Der Abschnitt zur Probenahme sollte alle Informationen enthalten, die zur Vorbereitung der Priifprobe
aus der Laborprobe notwendig sind, unter Beriicksichtigung von Einzelheiten zur Lagerung, Probenauf-
bereitung/Vorbehandlung sowie Entsorgung. Wenn diese Phase besonders kompliziert ist, kann ein
separates Dokument, das die einzelnen Schritte beschreibt, gerechtfertigt sein.

A.13 Durchfuhrung

Alle Arbeitsablaufe beschreiben. Ist das zu beschreibende Verfahren bereits in einer anderen Norm ent-
halten, so ist die Formulierung ,,Einsatz des in ISO 12345 beschriebenen Verfahrens* oder ,,Einsatz eines
der in ISO 12345 beschriebenen Verfahren zu verwenden, falls erforderlich unter Hinweis auf Modifi-
kationen. Arbeitsabldufe erwdhnen, die besonderer Sicherheitsvorkehrungen bediirfen. Der Abschnitt
,Durchfithrung‘ enthilt iiblicherweise folgende Unterabschnitte:

* Priifmenge (deren Gewinnung aus der Priifprobe oder aus der Laborprobe und die benétigte
Menge bzw. das bendtigte Volumen);

* Blindversuche (Bedingungen und Einschrinkungen);

*  Vorabpriifungen oder Kontrollpriifungen (z. B. um die Leistung eines Messgeréts zu
verifizieren);

*  Bestimmung(en) oder Priifung(en). Dies umfasst auch die Nennung der Anzahl der Messungen
bzw. Priifungen (z. B. Doppelpriifungen) und ausfiihrliche Beschreibung aller Schritte;

15 Chemical Abstract Service
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» Kalibrierung. Kritische Teile des analytischen Prozesses identifizieren. Diese miissen durch eine
sorgfiltige Arbeitsweise und Kalibrierung gesteuert werden. Querverweis auf die entsprechen-
den obigen Abschnitte. Kalibrierung von Geréten einbeziehen — was muss kalibriert werden, wie,
womit und wie oft? Berlicksichtigen entsprechender messtechnischer Riickfithrung von Kalib-
rierproben.

A.14 Berechnung

Beschreiben, wie das/die Ergebnis/se berechnet wird/werden. Informationen zu den Einheiten aufneh-
men, in welchen das Ergebnis und andere GroBen ausgedriickt werden; die Gleichung, die zur Berech-
nung verwendet wird; die Bedeutungen der algebraischen Formelzeichen, die in der Gleichung verwen-
det werden; die Anzahl der Dezimalstellen oder signifikanten Ziffern, nach denen das Ergebnis anzuge-
ben ist. Die Symbole der GroBen sind nach ISO 80000 anzugeben [14].

A.15 Prazision

Fiir Verfahren, die einem Ringversuch unterzogen worden sind, sind die Prizisionsdaten anzugeben
(d. h. die Wiederholprizision und die erweiterte Vergleichprizision). Die Prizisionsdaten sind zu be-
rechnen und sollten vorzugsweise in Anlehnung an den entsprechenden Teil von ISO 5725 oder gemal3
einer anderen geeigneten Internationalen Norm (auf die verwiesen werden muss) verdffentlicht werden.
Eindeutig angeben, ob die Prizisionswerte in absoluten oder relativen Zahlen ausgedriickt werden oder
als Prézisionsgrenzen.

A.16  Qualitatssicherung und Qualitatskontrolle

Ein Ergebnis des Validierungsprozesses sollte auch eine Beschreibung der internen und externen Ver-
fahren zur (Eignungspriifungs-)Qualitétskontrolle sein, die zu befolgen sind. Erkldren, in welcher Form
die Qualitdtskontrolle stattfindet, Haufigkeit der Qualitdtskontrollen wihrend der Chargenanalyse, Kri-
terien fiir Bestehen/Nicht Bestehen, Mal3nahmen, die im Falle von Fehlfunktionen zu treffen sind. Quer-
verweis auf die relevanten obigen Abschnitte.

A.17 Spezialfalle

Aufnahme etwaiger Anderungen am Verfahren, die durch die Anwesenheit oder Abwesenheit spezifi-
scher Komponenten am zu analysierenden Produkt notwendig sind. Auf diese Anderungen muss bereits
im Abschnitt ,,Anwendungsbereich® verwiesen worden sein. Jedem Spezialfall muss ein anderer Titel
gegeben werden.

A.18 Prifbericht
Dieser Abschnitt sollte die Informationen festlegen, die im Priifbericht anzugeben sind. In der Regel
sollten die folgenden Aspekte der Priifung enthalten sein:

« ein Verweis auf das verwendete Verfahren;

» das/die Ergebnis/se und ein Hinweis auf die damit verbundene Qualitit (Prazision, anzugebende
Unsicherheit; Vertrauensintervall), ggf. mit einem Hinweis auf den Abschnitt “Berechnung”;

+ etwaige Abweichungen vom Verfahren;

* ectwaige uniibliche Besonderheiten, die beobachtet wurden;

* das Datum der Priifung.

A.19 Anhénge

Zur besseren Lesbarkeit werden einige Informationen in einem Anhang dargestellt. Es muss klar ange-
fiihrt werden, ob der Anhang normativ oder informativ ist. Beispiele fiir Informationen, die im Anhang
beigefiigt werden konnen, sind Daten aus der Verfahrensvalidierung, Risikoanalyse und Unsicherheits-
berechnungen. Bei Letzteren sollten die Hauptunsicherheitsquellen im Verfahren ermittelt und die zuge-
wiesenen Werte aufgelistet werden. Geringfiigige Beitrdge, die in der Endberechnung keine Verwendung
finden, sollten erwdhnt werden. Die kombinierte Standardunsicherheit und/oder die erweiterte Unsicher-
heit sollten zusammen mit einer Erlduterung, wie diese abgeleitet wurden, aufgefiihrt werden. Eine aus-
fiihrlichere Behandlung kann in einer Querverweis-Datei erfolgen.

A.20 Literaturnachweis

Falls informative Verweise als notwendig erachtet werden, konnen diese an der Stelle im Text angegeben
werden, an der auf diese verwiesen wird oder, wenn es mehrere informative Verweise gibt, in einer Bib-
liographie am Ende des Dokuments.
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Anhang B - Statistische Grundlage fuir Berechnungen der Nachweisgrenze!®

Die Kurzanleitung 2 in Abschnitt 6.2.3 zeigt, dass die Nachweisgrenze durch Multiplikation einer geeig-
neten Standardabweichung mit dem Faktor 3 berechnet werden kann. In diesem Anhang wird die statis-
tische Grundlage fiir diesen Faktor beschrieben.

Das Ziel der Bestimmung der Nachweisgrenze ist typischerweise, die kleinste Konzentration des Analy-
ten in einer Probe festzustellen, die mit einem gegebenen Messverfahren und einem spezifizierten Ver-
trauensgrad nachgewiesen werden kann. Die Nachweisgrenze zu definieren ist ein Zweistufen-Prozess.
Zunéchst wird ein ‘kritischer Wert” ermittelt. Dieser Wert wird so festgesetzt, dass die Wahrscheinlich-
keit ein Messergebnis zu erhalten, das grofer ist als der kritische Wert, nicht grof3er ist als o, wenn die
Probe tatséchlich keinen der Analyten enthilt. Der kritische Wert legt ein Kriterium fest, eine Probe fiir
‘positiv* zu erkldren. Ublicherweise wird eine falsch-positive Wahrscheinlichkeit von o = 0.05 verwen-
det; dies fiihrt zu einem kritischen Wert von ungefahr 1.65s (wobei s die Standardabweichung einer gro-
en Anzahl von Ergebnissen fiir eine Leerprobe oder fiir eine Probe ist, die nur eine geringe Konzentra-
tion des Analyten enthélt und 1.65 ist der einseitige Student #-Wert fiir unendlich viele Freiheitsgrade auf
einem Signifikanzniveau von a = 0.05). Der kritische Wert wird gewdhnlich als Konzentration ausge-
driickt, obwohl er prinzipiell irgendeine Beobachtung, wie z. B. eine Peakflache, sein kann. Jedes Ergeb-
nis, das den kritischen Wert iibersteigt, sollte fiir positiv erklart werden.

Wenn jedoch der wahre Wert der Konzentration in einer Probe exakt gleich dem kritischen Wert (ausge-
driickt als Konzentration) wire, wiirde erwartet werden, dass ungefahr die Halfte der Messergebnisse
unterhalb des kritischen Werts liegt, was eine Falsch-negativ-Rate von 50 % angibt. Eine Falsch-negativ-
Rate von 50 % ist offensichtlich zu hoch fiir einen praktischen Nutzen; das Verfahren zeigt nicht zuver-
lassig Ergebnisse oberhalb des kritischen Werts an, wenn der wahre Wert der Konzentration gleich dem
kritischen Wert ist. Die Nachweisgrenze soll die wahre Konzentration wiedergeben, bei der die Falsch-
negative-Rate bei einem gegebenen kritischen Wert akzeptabel ist. Der falsch-negative Fehler § wird,
hauptséchlich aus historischen Griinden, gewdhnlich gleich dem falsch-positiven Fehler gesetzt (IUPAC
empfiehlt als iiblichen Wert o = 5= 0,05 [49]). Mit a = f = 0,05 muss die Nachweisgrenze 1,65s oberhalb
des kritischen Werts liegen. Der Faktor zur Berechnung der Nachweisgrenze mit o = = 0,05 ist damit
1,65+1,65 = 3,30. Dies wird haufig gerundet, damit sich der in der Kurzanleitung 2 angezeigte Faktor
‘3s’ ergibt. Dieser Ansatz basiert auf einigen Anndherungen, die in der Literatur beschrieben sind [49].

Der nach dem vorherigen Absatz errechnete Multiplikator 3 entsteht aus dem einseitigen Student
t-Wert fiir unendliche Freiheitsgrade, abgerundet auf eine signifikante Zahl. Fiir eine statistisch strenge
Schitzung der Nachweisgrenze sollte der verwendete Multiplikationsfaktor die Anzahl der mit der Schit-
zung von s verbundenen Freiheitsgrade bertlicksichtigen. Wenn beispielsweise s aus 10 Wiederholungs-
messungen erhalten wird, dann ist bei a = 0.05 der Student +~Wert 1.83 (9 Freiheitsgrade). Rechnerisch
ergibt dies eine Nachweisgrenze von 3.7s.

16 Grundlage des Textes ist folgendes Dokument: Eurachem Guide on Terminology in Analytical Measurement [8].
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Anhang C - Varianzanalyse (ANOVA)

Die zentrale Idee hinter der ‘Varianzanalyse’ (ANOV A) ist, dass wenn ein Satz von Wiederholungen in
irgendeiner Weise gruppiert werden kann, z. B. nach Analytiker, Gerit, Tag, Laboratorium, Verfahren
usw., die Gesamtvariation im gesamten Satz als Kombination von Varianzen (s*) zwischen den Gruppen
und innerhalb der Gruppe dargestellt werden kann. ANOV A kann verwendet werden, um Ergebnisse aus
der in Abb. C 1 gezeigten Art einer experimentellen Studie zu bewerten. In diesem ,geschachtelten
Design® werden Wiederholungsmessungen (in der Regel unter Wiederholbedingungen erhalten) in un-
terschiedlichen Messserien wiederholt, um p Datengruppen zu liefern. Zur Schitzung der Vergleichpra-
zision (Prézision unter Zwischenbedingungen) aus einer solchen Studie sollten die Bedingungen zwi-
schen den Laufen maximal variieren (verschiedene Tage, Analytiker, usw.).

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe p

o".
) drgil, Al

Abbildung C1 - Beispiel eines ‘geschachtelten Designs’ fir ein Experiment, bei welchem unter Ver-
wendung von ANOVA (Analysis Of Variance) verschiedene Prazisionsmalie bewertet werden kénnen

Abbildung C2 zeigt die allgemeine Form einer Tabelle fiir eine einfache ANOVA, fiir insgesamt
N Ergebnisse in p Gruppen mit » Beobachtungen und mit v Freiheitsgraden. Jede Zeile der Tabelle bezieht
sich auf eine andere Quelle der Variation. Die erste Reihe bezieht sich auf die Variation zwischen den
Mittelwerten der Gruppen; die zweite Reihe beschreibt die Variation innerhalb der Gruppen und die dritte
Reihe beschreibt die Variation der Daten als Ganzes. Tabellenkalkulationsprogramme und statistische Soft-
ware liefern auch den Wert F und den kritischen Wert F und den entsprechenden (Wahrscheinlichkeits-)Wert P.

Quielle der Variation Quadratsumme (SS) y Quadratischer F P | F,;
Mittelwert (MS)

Zwischen den Gruppen | SS, p-1 | MS,=SSy/(p-1) MS,/MS,,

Innerhalb der Gruppe SSw N-p | MSy, = SS,/(N-p)

(Residuen)

Gesamt SSi0t = SSpHSSy N-1

Abbildung C2 — Anatomie einer Tabelle fiir eine einfache ANOVA

Die Werte im Zusammenhang mit der Variation zwischen den Gruppen werden entweder fast immer als
Glieder “Zwischen den Gruppen‘ bezeichnet oder durch den Gruppierungsfaktor bestimmt (z. B. Analy-
tiker, Tag, Laboratorium). Zur Beschreibung der Variation innerhalb der Gruppe werden in der Software,
in Lehrbiichern usw. mehrere verschiedene Begriffe verwendet — ,.innerhalb der Gruppe®, ,,Residuen®,
»Fehler oder ,,Messung* sind die am haufigsten verwendeten.

Unter der Annahme, dass das geschachtelte Design in Abb. C 1 durch ein einzelnes Laboratorium aus-
gefiihrt wird, dass die Wiederholungen innerhalb jeder Gruppe unter Wiederholbedingungen erhalten
wurden und dass die analytischen Bedingungen zwischen den Gruppen variieren, konnen die Wieder-
holprézision und die Vergleichprézision (Prézision unter Zwischenbedingungen) wie folgt berechnet
werden:
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1. Die Wiederholprizision-Standardabweichung s, wird ermittelt, indem die Quadratwurzel vom
quadratischen Mittelwert innerhalb der Gruppe gebildet wird, der die Varianz innerhalb der
Gruppe darstellt:

s, = \/MS,, (C1)

2. Der Beitrag zur Gesamt-Variation vom Gruppierungsfaktor (Spemween) Wird ebenfalls aus der
ANOVA-Tabelle ermittelt:

MSp—MS
Spetween = = (C2)

n

3. Die Vergleichprizision (Prézision unter Zwischenbedingungen) s; kann nun errechnet werden,
indem die o. g. Varianzkomponenten innerhalb der Gruppe und zwischen den Gruppen kombi-
niert werden:

Sp = ,’ST% + Sl%etween (C3)

Das Experiment geméf Abschnitt 6.6.4 kann wie folgt dargestellt werden. Als Teil einer Verfahrensva-
lidierung in einem Einzellabor wurden Doppelmessungen an je acht Tagen durchgefiihrt (Tabelle C1).
Die tdglichen Messungen wurden unter Wiederholbedingungen durchgefiihrt, an den einzelnen Tagen
allerdings von unterschiedlichen Analytikern, mit unterschiedlicher Ausriistung usw., um die Bedingun-
gen zu imitieren, unter denen das Verfahren routineméfig durchgefiihrt wird.

Tabelle C1 — Beispiel eines Versuchsaufbaus, der Wiederholprézision und Vergleichprézision (Préazision un-
ter Zwischenbedingungen) ermdglicht, die unter Nutzung der einfachen ANOVA mit akzeptablen Freiheits-
graden auszuwerten sind

Tag: 1 2 3 4 5 6 7 8

Ergebnis: | xiy | Xi1o | X2 | Xao | X310 | X3o | Xan | Xap | Xsa | Xs2 | Xe1 | Xeo | X71 | X72 | Xsq | Xso

Eine einfache ANOVA kann verwendet werden, um die dem Verfahren innewohnende Variation (Wie-
derholprézision) von der Variation infolge von Unterschieden bei den Messbedingungen zu trennen, d. h.
verschiedene Analytiker, unterschiedliche Ausriistung, lange Zeitraume (Vergleichprézision/Zwischen-
bedingungen). Zu beachten ist, dass es bei diesem Ansatz nicht mdglich ist, Schlussfolgerungen dariiber
zu ziehen, welcher der Parameter — Analytiker, Ausriistung, Zeit — am meisten zur Vergleichprézision
(Préazision unter Zwischenbedingungen) beitrégt; aber dies ist in der Regel in der Validierungsphase nicht
erforderlich.

Die Anwendung einer einfachen ANOVA auf die Ergebnisse in Tabelle C1 liefert eine Ergebnistabelle
dhnlich der in Abbildung C2. Uber F, kritischer Wert F und P konnen direkte Schlussfolgerungen dariiber
gezogen werden, ob die Variation zwischen den Ergebnissen, die an verschiedenen Tagen erhalten wur-
den, deutlich grofer ist als die Variation von Ergebnissen, die an demselben Tag erhalten wurden. Die
Werte fiir die zwei Prézisionsmessungen (s; and s;) lassen sich dann leicht aus den obigen Gleichungen
C1 — C3 berechnen. Die zugehorige Anzahl von Freiheitsgraden (v) ist fiir s, N-p = 16-8 = 8. Der Wert
von v fiir die Prézision unter Zwischenbedingungen ist komplexer, aber nicht kleiner als p-1, d. h. in
diesem Beispiel betrdgt er 7 (sieche Abbildung C2). Dies fiihrt zu einem verniinftigen Kompromiss
zwischen dem Arbeitsaufwand und der Unsicherheit der Prazisionsschitzungen.
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Anhang D - Hinweise zur qualitativen Analyse

Die qualitative Analyse folgt den grundlegenden Prinzipien der quantitativen Analyse; allerdings miissen
bei der Beschreibung der Eigenschaften des Verfahrens und der Interpretation der Ergebnisse spezielle
Konzepte angewandt werden. Dieser Anhang stellt die qualitative Analyse kurz vor und verweist auf
entsprechende Leitlinien.

IUPAC definiert die qualitative Analyse als: Analyse, in welcher Substanzen basierend auf ihren chemi-
schen oder physikalischen Eigenschaften identifiziert bzw. klassifiziert werden, wie z. B. chemische
Reaktivitit, Loslichkeit, Molekularmasse, Schmelzpunkt, Strahlungseigenschaften (Emission, Absorp-
tion), Massenspektren, radioaktive Halbwertzeit usw. [17]. Dies bedeutet, dass die Ergebnisse auf einer
Nominalskala angegeben werden, die einer Angabe von Ergebnissen auf einer Verhiltnisskala unterlegen
ist. Daher wird die qualitative Analyse anstatt der quantitativen Analyse in erster Linie fiir Screening-
Zwecke unter Einsatz von kostengiinstigen Verfahren oder bei Analytkonzentrationen nahe der Nach-
weisgrenze empfohlen.

Ein ‘qualitatives Verfahren’ liefert effektiv einen ‘Ja’/’Nein’-Response bei einer bestimmten Schwellen-
konzentration eines Analyten [55]. Validierung schliet die Bestimmung der Schwellenkonzentration
ein, um eine Bedingung zu klassifizieren/diagnostizieren, z. B. das Vorhandensein bzw. Fehlen eines
Schmutzstoffs in Wasser, und zwar in den Féllen, wo eine Richtlinie, ein Gesetz usw. definiert, welche
Schwellenkonzentration gilt.

Um die Eigenschaften eines qualitativen Verfahrens zu charakterisieren, ist ein quantitatives Verfahren
mit iliberlegenen messtechnischen Eigenschaften (Bestdtigungsverfahren), z. B. niedrigere Nachweis-
grenze, optimal, um den wahren Zustand mit oder ohne Bedingung zu bestimmen. Die Eigenschaften des
qualitativen Verfahrens sollten bei einer Reihe von Konzentrationen bestimmt werden, unterhalb, bei
oder oberhalb der Schwellenkonzentration. Der Einsatz eines quantitativen Bestitigungsverfahrens ist
der Verwendung von aufgestockten und nicht aufgestockten Leerproben vorzuziehen.

Bei qualitativen Verfahren kann die Prézision nicht als Standardabweichung oder relative Standardab-
weichung ausgedriickt werden, sondern als wahr- und falsch-positive und wahr- und falsch-negative
Werte [55, 85, 86, 87]. Dies wird in Abbildung D1 veranschaulicht.

Proben oberhalb der Schwelle  Proben unterhalb der Schwelle
Positiver Test Wahr-positive Tests Falsch-positive Tests Gesamtanzahl
(Typ-1-Fehler) positiver Tests
Negativer Test Falsch-negative T ests Wahr-negative T ests Gesamtanzahl
(Typ-11-Fehler) negativer Tests
Gesamtanzahl der Gesamtanzahl der Proben
Proben oberhalb der unterhalb der Schwelle
Schwelle

Abbildung D1 - Eine 2 x 2 Tabelle, die als Grundlage zur Berechnung falsch-positiver und falsch-negativer
Werte dient

Die ‘diagnostische Sensitivitdt’ ist der Anteil von Proben mit einer Bedingung, z. B. Konzentration ober-
halb der Schwelle, mit positiven qualitativen Testergebnissen. Die diagnostische Sensitivitét ist ein
grundlegendes Merkmal eines qualitativen Verfahrens; sie driickt dessen Féahigkeit aus, kleine Mengen
des Analyten in einer Probe zu erkennen, um den bindren Ja/Nein-Response bei einer vorgegebenen
Wahrscheinlichkeit zu erzeugen.

Anzahl wahr-positiver Proben (D1)

Diagnostische Sensitivitdt =
Gesamtzahl der Proben mit Bedingung
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Die ‘diagnostische Spezifitét’ ist der Anteil von Proben ohne eine Bedingung, d. h. Konzentration un-
terhalb der Schwelle, mit negativen qualitativen Testergebnissen.

Anzahl wahr-negativer Proben

Diagnostische Spezifitit =

(D2)

Gesamtanzahl von Proben ohne Bedingung

Sofern vorhanden, sollten Daten aus einem bestétigenden Verfahrensvergleich verwendet werden. An-
dernfalls konnen aufgestockte und nicht aufgestockte Leerproben gemessen werden.

Die wesentlichen Parameter fiir die Messqualitit in einer qualitativen Analyse sind die Nachweisgrenze
und die Schwelle (Abbildung D2). Die Nachweisgrenze ist dhnlich definiert wie in der quantitativen
Analyse: die Konzentration eines Analyten, der ein Signal liefert, welches statistisch vom Mittelwert des
Signals entsprechender Blindproben unterschieden werden kann. Die Schwelle, falls richtig ermittelt,
liegt dort, wo falsch-negative Werte bei Konzentrationen oberhalb der Grenze gering sind — mit einer
angegebenen Wahrscheinlichkeit. Bei der Validierung wird die vorgeschlagene Schwelle, die im doku-
mentierten Verfahren angegeben ist, festgelegt.

Nachweis- Schwelle
grenze Relative Skala
| » zunehmender
| Konzentrationen
. —> Erkennun des Analyten
Keine ! : keine > Erkennung vt
Erkennung | Erkennung

Mit einer bestimmten

Wahrscheinlichkeit

L, .
4— Elrrgljzgenisse

Abbildung D2 - Es gibt zwei quantitative Angaben, die eine Ja-/Nein-Antwort in der Probenklassifizierungs-
art bei der qualitativen Analyse erzeugen: 1. Die dem Verfahren innewohnende Nachweisgrenze, 2. Die im
dokumentierten Verfahren angegebene Schwelle. Sie werden auf einer imagindren ansteigenden Konzentra-
tions-Skala platziert. Im Detektionsbereich, oberhalb der Nachweisgrenze, erméglicht die Schwelle eine Un-
terscheidung von Konzentrationsbereichen derjenigen Komponente, bei der die richtige Ja/Nein-Antwort
erzeugt wird: d. h. Nein unterhalb der Grenzen und Ja oberhalb der Grenzen.

Mehrere zusitzliche Begriffe werden in der qualitativen Analyse verwendet (Tabelle D1). Die Vorher-
sagewerte der Ergebnisse konnen durch Erhohung der Privalenz der Konzentration oberhalb der
Schwelle bei den mit dem qualitativen Verfahren getesteten Proben erhoht werden, z. B. durch andere
Quellen der Information als die des qualitativen chemischen Verfahrens. Im Wesentlichen verbessert
dies den praktischen Wert des qualitativen Messverfahrens.

Die Selektivitat eines qualitativen Verfahrens ist ein Ordnungsbegriff: das AusmaB, in dem andere Ana-
lyten als der in der Spezifikation enthaltene die Analyse storen. Dieses grundlegende Merkmal des Ver-
fahrens kann auch als dessen Féahigkeit definiert werden, Ergebnisse zu erzeugen, die nicht durch Mat-
rixeffekte beeinflusst werden. Je besser die Selektivitét, desto sicherer die Identitdt und Klassifizierung
der Probe.
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Tabelle D1 - Definition und Berechnung von Begriffen, die die diagnostischen Eigenschaften von Messver-
fahren, einschlief3lich qualitativer Messverfahren, beschreiben

Konzept (Symbol) Beschreibung Formel
Positives Wahrscheinlich- | Das Verhéltnis der wahr-positiven Rate diagnostische Sensitivitdt
keitsverhéltnis zur falsch-positiven Rate. LR+=
(LR+) 1- diagnostische Spezifitt
Negatives Wahrscheinlich- | Das Verhiltnis der falsch-negativen Rate zur 1 — diagnostische Sensitivitit
keitsverhéltnis wahr-negativen Rate. LR—= " diagnostische Spezifitdit
(LR-)
Diagnostisches Chancen- Dies ist eine Kombination der Begriffe diag- LR+
verhéltnis (DOR) nostische Sensitivitit, diagnostische Spezifitdf DOR =
und Wahrscheinlichkeitsverhéltnisse in einer LR —
einzigen Zahl.
Positiver Vorhersagewert | Der Anteil der Proben mit einem positiven Anzahl der wahren Positiven
(PPV) qualitativen Testergebnis, welches die Bedin- | ppy =
gung aufweist. Dies beriicksichtigt die Pré- Gesamtanzahl der Positiven
valenz der Bedingung in der Zielpopulation
der Proben.
Negativer Vorhersagewert | Der Anteil der Proben mit negativen qualita- Anzahl der wahren Negativen
(NPV) tiven Testergebnissen, welche die Bedingung | PPV =

nicht aufweisen. Dies beriicksichtigt die Pra-
valenz der Bedingung in der Zielpopulation
der Proben.

Gesamtanzahl der Negativen
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