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1 Einleitung

Jeder experimentell erzeugte Messwert ist mit Unsicherheiten behaftet, welche
der Aussagekraft jeder Methode Grenzen setzen. Die Validierung untersucht und
charakterisiert Prifverfahren auf diese Leistungsgrenzen. Sie belegt, dass ein Priif-
verfahren sich unter Beriicksichtigung der Unsicherheiten fiir die Erfiilllung einer
bestimmten Aufgabe eignet.

Dieser Leitfaden beschreibt ein Vorgehen zur Validierung und Abschitzung der
Messunsicherheit von chemisch-physikalischen Priifverfahren durch ein Einzellabor.

Chemisch-physikalische Priifprozesse bestehen in der Regel aus folgenden
6 Schritten:

Probenahme
Transport/Lagerung Praanalytischer Teil
Probenvorbereitung (z.B. homogenisieren)

Probenaufbereitung (z.B. extrahieren)
Messung Analytischer Teil

Auswertung

Ziel des praanalytischen Teils ist es, das zu untersuchende Probenmaterial so zu
entnehmen, zu lagern und zu bearbeiten, dass der Gehalt der Probe an der zu
bestimmenden Substanz unverindert bleibt und das zu entnehmende Aliquot repra-
sentativ flir die Gesamtheit des zu untersuchenden Materials ist. Dieser praanalyti-
sche Teil ist schwierig quantitativ zu erfassen und die Unsicherheit bei der Probe-
nahme ist in den wenigsten Fillen vernachlissigbar klein.

Der vorliegende Leitfaden behandelt den analytischen Teil; fiir die Aspekte des
praanalytischen Teils wird auf die Literatur verwiesen (17-22).

Im Anhang 4 sind fiir alle wichtigen Begriffe die Definitionen aus Normen
zusammengestellt. Erliuterungen von einzelnen Begritfen finden sich im Text bei
den entsprechenden Kapiteln.

2 Validierung

Die Validierung ist gemass ISO/IEC 17025 (1) «die Bestdtigung durch Unter-
suchung und Bereitstellung eines Nachweises, dass die besonderen Anforderungen
fiir einen speziellen beabsichtigten Gebrauch erfillt werden».

2:11 Vorbemerkungen

Das Ziel der Validierung von Priifverfahren ist, nachvollziehbar den Nachweis
zu erbringen, dass mit einem Priifverfahren die vorgegebene, spezifische Priifauf-
gabe erfiillt werden kann. Bei chemischen Priifverfahren steht die Erkennung und
Vermeidung systematischer Fehler (Richtigkeit) und die Prazision der Messergeb-
nisse (Ergebnisunsicherheiten) im Vordergrund. Zusitzlich sind Aussagen iiber die
Robustheit gegentiber dusseren Einflissen und die Querempfindlichkeit bedingt
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durch Matrixstorungen sowie den Einfluss verschiedener Laborbedingungen
(Laborprizision) erforderlich.

Eine Validierung ist kein einmaliger und danach abgeschlossener Vorgang. Wih-
rend der Verwendung einer Methode erhoht sich die Zahl der untersuchten Proben.
Mit zunehmender Erfahrung verringert sich oft der Schwankungsbereich der Resul-
tate, der Vertrauensbereich auf Regelkarten und die Messunsicherheit. Der
beschriebene Validierungsaufwand erfillt die Minimalanforderungen fir die
Akkreditierung. Je grosser die Folgen eines Ergebnisses sind, desto grosser muss der
Autwand tiir die Absicherung sein.

Die Auswahl der Matrices und der Umfang der Validierung (Anzahl Proben,
Aufwand fir die einzelnen Validierungskriterien) richten sich deshalb nach dem
Untersuchungsziel. Eine Validierung sollte die typischen Matrices umfassen und
eine moglichst genaue Aussage iiber das gewtlinschte Untersuchungsziel (z.B. die
Einhaltung einer Spezifikation) machen. Wird das Untersuchungsziel gedndert (z.B.
andere Matrices, neue Spezifikationen) ist die Validierung zu erginzen.

Die Validierung darf nur mit homogenen Proben durchgefiihrt werden. Die
Homogenitit ist beispielsweise durch eine Priifung auf Normalverteilung bei der
Prazisionsbestimmung zu verifizieren.

Die laborinterne Einfiihrung bereits bestehender, anderweitig validierter
Methoden kann fallweise mit einem vereinfachten Validierungsverfahren durchge-
fithrt werden. Dies bedingt jedoch eine entsprechende Erfahrung des Laborperso-
nals. Auch wenn genormte Prifanweisungen (z.B. ISO, EN, SLMB, DIN, AOAC)
als validiert gelten, muss ein Labor belegen konnen, dass die Methode intern
beherrscht wird (z.B. Uberpriifung Prizision, Richtigkeit, Entscheidungsgrenze).

Der Umtfang einer Validierung wird auch durch die der Methode zu Grunde lie-
genden Fragestellung bestimmt. Diese ldsst sich in drei Klassen einteilen:

A.) Ja/Nein Entscheid

Bei qualitativen Verfahren (z.B. Nachweis verbotener Substanzen) geht es um
die Frage, ob eine Substanz in einer bestimmten Matrix vorhanden ist oder nicht.
Fir die Validierung geniigt es, die Entscheidungsgrenze (inkl. a-Fehler, siehe
Anhang 3) zu bestimmen, sowie die Selektivitit und die Leerwerte zu tiberpriifen.

B.) Vergleich mit Limiten

Bei Methoden zur Uberwachung von Limiten (Grenzwerte, Spezifikationen)
konzentriert sich der Validierungsaufwand auf den Konzentrationsbereich um die
fragliche Limite.

C.) Monitoring

Den grossten Validierungsautwand benotigen Methoden, mit denen Substanzen
tber einen grossen Konzentrationsbereich und eventuell iiber grosse Zeitintervalle
bestimmt werden miissen.
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Validierungsdaten miissen grundsitzlich ausreisserfrei sein. Bei ausreisserver-
dichtigen Werten sind Ausreissertests (z.B. Test nach Dixon, Grubbs oder Nalimov
(5, 12)) mit einem definierten Signifikanzniveau (z.B. 99 %, Wahl ist zu begriinden)
anzuwenden. Jeder eliminierte Ausreisser ist durch 2 bis 3 neue Werte zu ersetzen.

2.2 \Validierungskriterien

In der Regel hat die vollstindige Validierung einer quantitativen Methode
folgende Kriterien zu umfassen:
Anwendungsbereich (Kap. 2.3)
Selektivitat/Spezifitit (Kap. 2.4)
Kalibrierfunktion (Kap. 2.5)
Prazision (Kap. 2.6)

Richtigkeit (Kap. 2.7)
Entscheidungsgrenze (Kap. 2.8)
Bestimmungsgrenze (Kap. 2.9)
Robustheit (Kap. 2.10)
Messunsicherheit (Kap. 3)

Falls auf die Bearbeitung einzelner Punkte verzichtet wird, ist dies schriftlich
zu begriinden und festzuhalten (z.B. Anwendungsbereich ist weit von moglicher
Entscheidungsgrenze entfernt, Hinweis auf Erfahrungswerte aus Laborvergleichs-
studien).

2.3  Anwendungsbereich

Im Anwendungsbereich werden die Analyten, der interessierende Konzentra-
tionsbereich und die zu untersuchenden Matrixklassen festgelegt. Eine neu zu
untersuchende Matrixklasse kann zu einer Anderung relevanter Validierungskrite-
rien wie z.B. der Entscheidungsgrenze, der Selektivitat, der Prizision und der Rich-
tigkeit fithren. Deshalb bedingen Erweiterungen des Anwendungsbereiches zusatz-
liche Abklirungen und allfallige Validierungen.

2.4  Selektivitat/Spezifitat

Selektivitat ist die Fihigkeit einer Methode, verschiedene, nebeneinander zu
bestimmende Komponenten ohne gegenseitige Storung zu erfassen und sie somit ein-
deutig zu identifizieren (12).

Spezifitat ist die Fihigkeit einer Methode, eine Substanz oder eine Substanz-
klasse obne Verfilschung durch andere in der Probe vorbandene Komponenten zu
erfassen und sie somit eindentig zu identifizieren (12).

Eine selektive Methode liefert direkt interpretierbare Ergebnisse fiir alle interes-
sierenden Analyten, wohingegen eine spezifische Methode direkt interpretierbare
Ergebnisse flir einen Analyten liefert, wihrend andere Analyten sich gegenseitig
storen konnen (12).
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Liegen Zweifel an der Selektivitat/Spezifitit vor, gibt es grundsitzlich zwei
Moglichkeiten der Uberpriifung. Entweder wird das zu validierende Trenn- oder
Detektionsverfahren mit einem Verfahren hoheren Informationsgehaltes (z.B. GC-
MS statt GC-FID) verglichen, oder potenziell storende Matrixbestandteile werden
addiert und deren Auswirkung auf das Messsignal beobachtet.

Dazu ist entweder eine geeignete Anzahl Leerwertproben undotiert zu analysie-
ren und auf Stérungen zu untersuchen und/oder es sind Leerwertproben mit Kon-
zentrationen von Substanzen, welche die Identifizierung von Analyten storen
konnten, zu dotieren und nach der Analyse zu priifen, ob ihr Vorhandensein zu
einer falschen Identifizierung fithren kann, die Identifizierung des Zielanalyten
beeintrichtigt oder die Quantifizierung beeinflusst wird (12).

2.5  Kalibrierfunktion

Die Kalibrierfunktion ist der funktionale Zusammenhang zwischen der Mess-
grosse, z.B. der Extinktion, und dem Gehbalt, z.B. einer Massenkonzentration (31).

Die Kalibrierfunktion kann linear, linearisiert oder nicht linear sein. Die Linea-
ritat ist die Fahigkeit eines Verfahrens/einer Methode, innerhalb eines bestimmten
Konzentrationsbereichs Messergebnisse zu generieren, deren Abhingigkeit von der
Konzentration bzw. Menge des Analyten in der Probe durch eine statistisch signifi-
kante Geradengleichung (lineare Regression) zu beschreiben ist.

Wird eine Kalibrierfunktion verwendet, ist sie mit mindestens 5 Standardlosun-
gen (Dreifach-Bestimmung) mit Konzentrationen, welche aquidistant iiber den
Messbereich verteilt sind, zu bestimmen (15). Liegen Zweifel iiber den Grad der

Kalibrierfunktion vor, sind statistische Tests durchzufiihren (z.B. Anpassungstest
nach Mandel, Residualanalyse (13)).

2.6  Préazision

Die Prazision beschreibt die zufillige Abweichung von Werten um einen Mittel-
wert. Man unterteilt sie in Wiederhol-, Labor- und Vergleichprizision.

Die Prizision wird als Standardabweichung einer Datenreihe angegeben. Die
Validierung von Priifverfahren umfasst mindestens die Laborprizision. Es ist unbe-
dingt darauf zu achten, dass alle relevanten Schritte des Prifverfahrens dabei
berticksichtigt werden, da jeder Schritt einen Beitrag zur Prazision leistet.

Die Vergleichprizision (reproducibility) ergibt sich aus Methodenvergleichsstu-
dien (5). Die Bestimmung ist nicht Gegenstand dieses Leitfadens, da sie die Mitwir-
kung mehrerer Laboratorien voraussetzt.

2.6.1 Wiederholprazision

Prizision, welche mit einem festgelegten Verfabren unter Wiederholbedingun-
gen (gleiche Probe, gleicher Analytiker, gleiches Gerit, gleiche Reagenzien etc.)
bestimmt wird (englisch: repeatability).
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Zur Bestimmung der Wiederholprizision sind die Konzentrationen in typischen
Matrices jeweils 6—10 mal zu bestimmen und die mittleren Konzentrationen sowie
die Standardabweichungen (s,) zu berechnen. Die Wiederholgrenze (7) kann aus der
Wiederholstandardabweichung (s,) wie folgt berechnet werden:

=52 U7

Weiterfithrende Angaben zur Auswahl der Proben und dem exakten Vorgehen
finden sich in (5).

Die Wiederholprizision kann auch aus den Differenzen von Doppelbestimmun-
gen an mindestens 20 verschiedenen Proben ermittelt werden (34).

2.6.2 Laborprazision

Prézision, welche sich ans Wiederholungen der Bestimmung in einem Labor an
derselben Probe unter wechselnden Bedingungen ergibt (englisch: intermediate pre-
cision).

Eine Probe ist an verschiedenen Tagen mindestens je 6~10 mal unter verschie-
denen Bedingungen (Analytiker, Tage, Chargen von Reagenzien, Losungsmittel,
Gerite, Umgebungsbedingungen usw.) zu bestimmen. Die Laborprazision kann
auch durch Mittelwert-Regelkarten bestimmt werden.

2.7 Richtigkeit

Die Richtigkeir ist die systematische Abweichung eines eruierten Wertes von
einem als richtig angesehenen Wert (englisch: trueness, Messabweichung, englisch:
bias=lack of trueness).

Im Rahmen der Validierung ist die Richtigkeit der am schwierigsten zu bestim-
mende Parameter einer Methode. Griinde dafiir liegen beispielsweise in der man-
gelnden Kenntnis tiber Bindungsform und Verteilung des Analyten in der Matrix
oder iiber die Reinheit und Stabilitat eines Referenzmaterials. Da die Richtigkeit
konzentrationsabhingig ist, sollte sie immer an mehreren Proben unterschiedlichen
Gehaltes bestimmt werden. Die Richtigkeit kann als Prozentwert (Wiederfindung)
angegeben werden. Ist die Wiederfindung signifikant von 100% verschieden
(t-Test), ist anzugeben, ob die Resultate korrigiert sind oder nicht.

2.7.1 Bestimmung mit einem Referenzmaterial

Nach Moglichkeit ist die Richtigkeit mit zertifiziertem Referenzmaterial zu
bestimmen. Das genaue Verfahren und die notwendige Anzahl Bestimmungen sind
in (5) beschrieben. Im Allgemeinen gentigen 610 Bestimmungen. Wenn kein zerti-
fiziertes Referenzmaterial, aber ein gut beschriebenes Material (z.B. Proben aus
Ringversuchen) vorhanden ist, sollte die Richtigkeit mit diesem tiberpriift werden.
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2.7.2 Bestimmung mit einer Zweitmethode

Die Bestimmung der Richtigkeit kann mit einer validierten Zweitmethode,
wenn moglich einer Referenzmethode durchgefithrt werden. Das Messprinzip der
Zweitmethode muss sich von der zu validierenden Methode unterscheiden. Die
relative Richtigkeit ist der Grad der Ubereinstimmung der zu validierenden
Methode mit der Zweitmethode. Sie wird bestimmt, indem von 6-10 typischen
Proben die Konzentrationen, welche vorzugsweise einen grosseren Konzentra-
tionsbereich abdecken, mit beiden Methoden bestimmt, die Differenzen der Werte
aus beiden Methoden, der Mittelwert sowie die Standardabweichung der Differen-
zen gebildet werden und mit dem t-Test (paarweiser t-Test der Resultate beider
Methoden oder t-Test der Differenzen) getestet wird, ob bei einem vorgegebenen
Signifikanzniveau (im Normalfall 95 %) ein Unterschied besteht (ein Beispiel ist in
(13) gut beschrieben).

2.7.3 Bestimmung uber Aufdotierung
Wenn kein zertifiziertes Referenzmaterial und keine Zweitmethode zur Verfi-

gung stehen, wird die Richtigkeit durch Aufdotierung (Aufstockverfahren, Addi-

tionsmethode, «Spiken») bestimmt. Der Analyt wird zu 6-10 Proben zugegeben.

Dann werden die Konzentrationen der undotierten sowie dotierten Proben

bestimmt. Die Differenz zwischen den beiden Resultaten im Verhiltnis zur dotier-

ten Konzentration ergibt die Wiederfindung (6).

Obwohl dieses Verfahren sehr oft angewandt wird, hat es einige gravierende

Nachteile:

— Es sind nur Aussagen tiber die Stufen nach der Aufstockung moglich.

— Die Wechselwirkungen zwischen dem Analyt und der Matrix sind bei den realen
Proben und bei den aufgestockten Proben hiufig unterschiedlich.

— Die Wiederfindung und die Messunsicherheit hingen normalerweise vom Ge-
halt des Analyten ab. Es muss deshalb darauf geachtet werden, dass die dotierte
Probe ungefihr den Gehalt aufweist bei dem Aussagen gemacht werden sollen.

— Die beste Aussage kann mit der Dotierung von realen Proben gemacht werden.
In der Spurenanalytik stehen aber reale Proben ohne Analyt oder mit bekann-
tem Analytgehalt meist nicht zur Verfiigung, weil ja eben mit dieser Methode
der Analytgehalt bestimmt werden soll.

2.8 Entscheidungsgrenze (CCa)

Die Entscheidungsgrenze (CCa) ist jener Wert, bei und iiber dem mat einer Irr-
tumswahrscheinlichkeit von « bestimmt werden kann, dass eine Probe positiv ist
(16). o entspricht der Rate falsch positiver Ergebnisse, typische Werte sind 1% falls
keine zulissige Hiochstmenge festgesetzt wurde oder 5% in allen andern Fillen
(siehe Anhang 3).
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2.8.1 Bestimmung ohne Festlegung eines zulassigen Hochstwerts

Im Fall von Stoffen, fiir die kein zuldssiger Hochstwert festgelegt worden ist,
kann die Entscheidungsgrenze CCa wie folgt bestimmt werden (16):

Durch das Verfahren der Kalibrierkurve gemass ISO 11843 (10). In diesem Fall
missen Leerwertproben verwendet werden, die in gleichmissigen Schritten in der
Konzentration der geforderten Mindestleistungsgrenze (z.B. 1 mg/kg) und hoheren
Konzentrationen dotiert sind. Die gemessenen Signale werden gegen die zugesetzte
Konzentration aufgetragen. Das extrapolierte Signal am y-Achsenabschnitt plus das
2,33fache der aus der Regressionsberechnung erhaltenen Standardabweichung des
y-Achsenabschnitts ergibt auf der X-Achse die Konzentration, die der Entschei-
dungsgrenze entspricht (¢=1%). Dieses Verfahren ist nur auf quantitative Bestim-
mungen anwendbar.

2.8.2 Bestimmung bei Festlegung eines zulassigen Hochstwerts
Im Fall von Stoffen mit einem festgelegten zulassigen Hochstwert kann die Ent-

scheidungsgrenze CCa wie folgt bestimmt werden (16):

— Entweder durch das Verfahren der Kalibrierkurve gemiss ISO 11843 (10). In
diesem Fall miissen Leerwertproben verwendet werden, die in gleichmissigen
Schritten in Konzentrationen um den zulassigen Grenzwert dotiert sind. Die ge-
messenen Signale werden gegen die zugesetzte Konzentration aufgetragen. Das
gemessene oder extrapolierte Signal am zuldssigen Grenzwert plus das 1,64fache
der Standardabweichung bei dieser Konzentration ergibt auf der X-Achse die
Konzentration, die der Entscheidungsgrenze entspricht (a=5%);

— oder durch Analysieren von 6 (12) bis 20 (16) Leerwertproben pro Matrix, do-
tiert mit dem (den) Analyten in der Konzentration des zulidssigen Grenzwerts.
Die Konzentration am zulissigen Grenzwert plus das 1,64fache der entspre-
chenden Standardabweichung ist gleich der Entscheidungsgrenze (a=5 %).

2.8.3 Bestimmung bei qualitativen Tests
Eine negative Probe wird mit unterschiedlichen Mengen an Analyten aufge-
stockt und die unterste Konzentration mit positivem Testergebnis bestimmt.

2.9 Bestimmungsgrenze

Die Bestimmungsgrenze ist der Gehalt eines Analyten, der mit einer vorgegebe-
nen Richtigkeit und Prizision quantitativ erfasst werden kann (12).

Die vorgegebene Richtigkeit und Prizision, welche die Bestimmungsgrenze aus-
machen, hingen von der analytischen Fragestellung ab. Die Bestimmungsgrenze
entspricht der Analytkonzentration mit definiertem relativen Vertrauensbereich. Sie
kann mit den Validierungsdaten an Proben mit gentigend tiefen Gehalten abge-
schitzt oder durch Mehrfachmessungen (n=6 bis 10) von dotierten Leerwertproben
bestimmt werden. Die aus den Mehrfachmessungen berechnete relative Standard-
abweichung darf dabei einen vorgegebenen Wert (z.B. 25%) nicht iiberschreiten.
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Die Bestimmungsgrenze sollte hochstens 50% der unteren Spezifikationsgrenze
betragen (12).

2.10 Robustheit

Fihigkeit einer Methode, gleichbleibende Resultate unter variierenden Bedin-
gungen zu liefern (englisch: ruggedness, robustness).

Zu einer Validierung gehoren Uberlegungen zur Robustheit. Die kritischen
Faktoren der Probenvorbereitung, der Aufbereitung und der Analyse, welche die
Messergebnisse beeinflussen konnten, werden hinterfragt. Kritische Faktoren kon-
nen sein: der Analytiker; Gehalt und Stabilitit von Reagenzien, Standards, Proben
sowie deren Losungen; Gerite- und Umgebungsbedingungen.

Sind Zweifel oder Anhaltspunkte (z.B. Resultate aus Regelkarten) vorhanden,
dass eine Methode beim vorgeschriebenen Vorgehen unstabil ist, miissen die Ursa-
chen abgeklirt werden. Eine bewihrte Moglichkeit ist, die kritischen Faktoren des
Priifverfahrens gezielt zu verindern und ihre Auswirkungen zu bestimmen. Die
Faktoren werden in der Grossenordnung verdndert, wie sie im Labor vorkommen
und in ihren Extremen untersucht (8, 9). Grundsitzlich sollten nicht einzelne Para-
meter, sondern mehrere Faktoren auf einmal untersucht werden. Das genaue Vorge-
hen ist in (12) beschrieben. Beeinflusst ein Faktor das Ergebnis wesentlich, sind mit
weiteren Tests die Akzeptanzgrenzen zu bestimmen und die Grenzen in der Priif-
anweisung deutlich anzugeben.

3 Messunsicherheit

Die Messunsicherheit ist ein «dem Messergebnis zugeordneter Parameter, der die
Streuung der Werte kennzeichnet, die verniinftigerweise der Messgrosse zugeordnet
werden konnte» (14).

Die Messunsicherheit resultiert aus experimentell bestimmten Unsicherheiten
und/oder geschitzten Unsicherheiten. Sie muss das gesamte Prifverfahren umfas-
sen. Bezieht sich das Ergebnis auf eine homogenisierte Probe, umfasst die Messun-
sicherheit nur den analytischen Teil. Andernfalls muss auch der praanalytische Teil
berticksichtigt werden. Es muss aus dem Priifbericht hervorgehen, worauf sich die
Messunsicherheit bezieht.

Der Aufwand fiir die Ermittlung der Messunsicherheit hingt von der analyti-
schen Problemstellung ab.

3.1 Abschatzung der Messunsicherheit durch statistische Auswertung
von experimentellen Daten

Fur die Abschitzung der Messunsicherheit konnen Daten aus der Validierung,

aus Ringversuchen und aus Regelkarten verwendet werden. Allerdings muss sicher-

gestellt sein, dass zum Zeitpunkt, bei welchem die Messunsicherheit abgeschitzt

wird, keine signifikant anderen Bedingungen (z.B. andere Probenvorbehandlung,
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Veranderungen in Proben-Matrices, Umweltfaktoren) herrschen als zum Zeitpunkt
der Validierung.

3.1.1 Vorgehen

— Spezifizierung der Messgrosse (Kap. 3.1.2)

— Identifizierung der Unsicherheitsquellen (Kap. 3.1.3)

— Quantifizierung des Beitrags durch die Prizision (Kap. 3.1.4)

- Quantifizierung des Beitrags durch die Richtigkeit (Kap. 3.1.5)

- Quantifizierung des Beitrags anderer Quellen (Kap. 3.1.6)

— Berechnung der kombinierten Messunsicherheit (Kap. 3.4)

— Berechnung der erweiterten Messunsicherheit und Angabe im Priifbericht

(Kap. 3.5)

3.1.2 Spezifizierung der Messgrosse

Die Messgrosse ist deutlich zu beschreiben, insbesondere ist die Beziehung zwi-
schen der Messgrosse und den Parametern, von denen sie abhingt, aufzufiihren.
Diese Information ist tiblicherweise im Priifverfahren niedergelegt.

3.1.3 Identifizierung der Unsicherheitsquellen

Eine vollstindige Liste der relevanten Unsicherheitsquellen wird erstellt. Dazu
ist ein Ursache-Wirkungsdiagramm geeignet (Ishikawa-Diagramme; Beispiele dazu
sind im Anhang 2 aufgefiihrt). Eine Liste moglicher Unsicherheitsquellen findet
sich in Kap. 3.1.6.

3.1.4 Quantifizierung des Beitrags der Prazision zur Messunsicherheit

Es wird geprift, ob die Standardabweichungen simtlicher bisher gepriiften
Matrices vergleichbar sind (F-Test). Ist dies der Fall, konnen sie zusammengefasst
werden, sonst muss die Messunsicherheit fiir die interessierende Probe separat
bestimmt und berechnet werden (Anhang 1, Gleichung 1a). Erfolgt die Abschit-
zung aus Ringversuchen gilt Gleichung 1b.

3.1.5 Quantifizierung des Beitrags der Richtigkeit zur Messunsicherheit
Die Messunsicherheit aus der Richtigkeit #(R,,) ergibt sich aus der Wiederfin-

dung R,, (Abschitzung mit einem Referenzmaterial (Gleichungen 2, 3), Vergleich

mit einer Referenzmethode (Gleichungen 4, 5) oder durch Aufdotierung (Gleichun-

gen 6, 7)).

Man unterscheidet:

— R, ist nicht signifikant von 1 verschieden (eventuell Priifung mit dem t-Test)
und das Resultat wird ohne Berticksichtigung der Wiederfindung angegeben.
Der Beitrag zur Messunsicherheit ist #(R,,).

— R, ist signifikant von 1 verschieden und das Resultat wird mit der Wiederfin-

dung korrigiert, so ist der Beitrag zur Messunsicherheit #(R,,)/R,,..
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— R, ist signifikant von 1 verschieden und das Resultat wird nicht mit der Wieder-
findung korrigiert (in begriindeten Ausnahmetillen), so ist die Messunsicherheit
hoher als bei einer Wiederfindung von 1. Sie wird mit Gleichung 8 berechnet.

3.1.6 Quantifizierung des Beitrags anderer Quellen zur Messunsicherheit
Beitrige aus Quellen, welche nicht durch die Prizisions- oder Richtigkeits-
experimente erfasst werden, miissen aus Literaturstudien oder experimentell mit
Robustheitstests abgeschatzt werden. Quellen, die kleiner als ein Drittel der gross-
ten Beitrige sind, miissen nicht im Detail bestimmt, sondern kénnen abgeschitzt
werden.
Typische Unsicherheitsquellen sind:
— Probenahme
— Probenvorbereitung
— Lagerung
— Instrumentelle systematische Abweichungen
— Reinheit der Reagenzien
— Reprisentativitat und Homogenitit des Referenzmaterials
—  Unvollstindige Reaktionen, Nebenreaktionen
— Umweltfaktoren (Temperatur, Luftfeuchtigkeit)
— Einfluss der Matrices
— Wabhl der Kalibrierfunktion
Diese Quellen kdnnen voneinander abhingen. In diesem Fall sind zusatzlich die
Kovarianzen zu berechnen oder abzuschitzen (3).

3.2 Abschétzung der Messunsicherheit auf Grund der Unsicherheits-
quellen der einzelnen Analysenschritte
Falls keine Daten aus Validierung, aus Ringversuchen oder aus Regelkarten vor-
handen sind, konnen die einzelnen Unsicherheitsquellen separat bestimmt und
kombiniert werden (3).

3.2.1 Vorgehen

— Spezifizierung der Messgrosse (Kap. 3.1.2)

— Identifizierung der Unsicherheitsquellen (Kap. 3.1.3)

— Quantifizierung der Unsicherheitskomponenten (3)

— Berechnung der kombinierten Messunsicherheit (Kap. 3.4)

— Berechnung der erweiterten Messunsicherheit und Angabe im Priifbericht
(Kap. 3.5)

3.3  Weitere Verfahren zur Ermittlung der Messunsicherheit

Ist eine Abschitzung der Messunsicherheit wie sie oben beschrieben wurde aut
Grund des Untersuchungsziels zu aufwindig (z.B. einmalige Fragestellung, erstes
orientierendes Resultat), kann sie wie folgt abgeschitzt werden:
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— aus Literaturwerten von anderen Priifverfahren oder Ringversuchen;

— durch Expertenbeurteilung (3) (z.B. durch Analogiebetrachtungen von dhnli-
chen Priifverfahren oder ahnlichen Matrices);

— Die Messunsicherheit kann mit Hilfe der empirischen Horwitzgleichung abge-
schatzt werden.

#.>0.02,c08495

c: Konzentration in kg/kg (5% =0.05)
u.: Kombinierte Messunsicherheit

Dieses Vorgehen kann nur in Ausnahmefallen verwendet werden und ist klar zu
begriinden. Die resultierende Schitzung ist mit eigenen Experimenten zu verifizieren.

3.4  Berechnung der kombinierten Messunsicherheit u,

Zur Berechnung der kombinierten Messunsicherheit werden die bestimmten
und abgeschatzten Unsicherheiten in Standardunsicherheiten (=in der Form einer
Standardabweichung) umgerechnet. Anschliessend werden diese Standardunsicher-
heiten kombiniert. Man unterscheidet:

— die Beziehung zwischen der Messgrosse und den Parametern, von denen sie

abhingt y=1(p, q, r) enthalt nur Quotienten und Produkte (Gleichung 9).

— die Beziehung zwischen der Messgrosse und den Parametern, von denen sie

abhingt y=1(p, q, r) enthilt nur Additionen und Subtraktionen (Gleichung 10).
— die Beziehung zwischen der Messgrosse und den Parametern, von denen sie ab-

hangt y=1(p, q, r) enthilt Quotienten und Produkte, aber auch Additionen und

Subtraktionen: Die Beziehung kann in Teile gegliedert werden, die mit der

Gleichungen 9 und 10 zu behandeln sind. Beispielsweise fiir den Fall

y=(0o+p)/(q+r): (o+p) und (q+r) werden zuerst mit der Gleichung 10 berech-

net und anschliessend werden die Resultate in die Gleichung 9 eingesetzt.

3.5  Berechnung und Angabe der erweiterten Messunsicherheit U(y)

Fiir ein Einzelresultat ist die erweiterte Messunsicherheit U(y) das Produkt der
kombinierten Messunsicherheit (Kap. 3.4) mit einem Erweiterungsfaktor (k=2,
Gleichung 12).

Der Messwert (y) und die dazugehorige erweiterte Messunsicherheit (U(y))
geben den Bereich (y+ U(y)) an, der den «wahren» Wert der gemessenen Grosse mit
einer Wahrscheinlichkeit von ca. 95 % enthalt (Normalverteilung).

Die Messunsicherheit muss gemass ISO 17025 (1) auf dem Prufbericht angege-
ben werden, wenn sie
— fir die Giiltigkeit oder Anwendung der Priifergebnisse von Bedeutung ist,

— vom Kunden verlangt wurde oder
— die Einhaltung von vorgegebenen Grenzen in Frage stellt.
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Falls die angegebene erweiterte Messunsicherheit ein anderes Vertrauensinter-
vall als 95 % abdeckt (k=2), muss dies ebenfalls angegeben werden.

Beispiel fiir die Angabe der erweiterten Messunsicherheit fiir ein Vertrauens-
intervall von 95 %:

Cadmium: 1,52+0,14 mg/kg

Résumé

Toute valeur expérimentale est entachée d’une incertitude de mesure qui limite
applicabilité de la méthode utilisée. La validation étudie et caractérise les perfor-
mances et les limites des méthodes d’essai. Elle atteste qu’une méthode d’essai
convient a I’exécution d’une certaine tiche deés lors que l'on tient compte des incer-
titudes. Ce guide décrit des méthodes d’estimation de I'incertitude de mesure et la
validation des méthodes d’essai physico-chimiques par un seul laboratoire.

Summary “Guide to evaluate the physico-chemical test methods and to
estimate the measurement uncertainty”

Any experimental result has a measurement uncertainty which set limits to the
applicability of the test method used. The Validation studies and characterizes the
fitness for purpose of test methods. It gives the proof that a test method is fit for
purpose, provided that the measurement uncertainty is properly taken in account.
This guide describes methods to evaluate the measurement uncertainty and how to
validate physico-chemical test methods by one single laboratory.

Key words
Validation, measurement uncertainty, analytical chemistry
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Anhang 1 - Gleichungen zur Abschatzung der Messunsicherheit
(aus VAM(26))

Berechnung des Beitrages #(P) der Prazision
A. Aus Validierungsdaten:
4P)=S 5 (1a)

Sobs: Standardabweichung der gemessenen Konzentrationen

B. Aus Ringversuchs-Daten (1b)
w(P)=—L_ =S,
24/2

r:  Wiederholgrenze
Sy: Wiederholstandardabweichung

Berechnung des Beitrages #(R,,) der Richtigkeit

Abschitzung von R,, und #(R,,) mit einem Referenzmaterial

= Cobs

Rpy=— (2)
CCRM
2 2
T ks u(ccrm)
#w(R)=R,, - = ¢ 3)
X Cobs CCRM
Ciijas Mittelwert der gemessenen Konzentrationen
ccry:  zertifizierter Wert
St Standardabweichung der gemessenen Konzentrationen

u(ccrm): Standardabweichung des zertifizierten Wertes (zertifizierte Unsicher-
heit (z. B.+2mg/1) dividiert durch V3)

n: Anzahl Bestimmungen (normalerweise 6-10)

Abschitzung von R,, und #(R,,) durch Vergleich mit einer Referenzmethode

Rmz Cmethod (4)

Cstandard

M(Em) :Rm : \/ 52metbod % (%(Csmndard) )2 (5)

—2 —
- C method Cstandard

Crmethod: Mittelwert der Konzentrationen der zu priifenden Methode
Corundara: Mittelwert der Konzentrationen der Referenzmethode
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C AT, Standardabweichung der zu priifenden Methode
W(Csrandara): Standardabweichung der Referenzmethode
n: Anzahl Bestimmungen (normalerweise 6—10)

Abschitzung von und durch Aufdotierung

= Z:obs = Enati@e

Rt Guh (6)
Cspike
52055 2
n + 5 native %(C " ) 2
WRn) =Ry || ——— +[—— 7)
(Cobs_ Cratine) Cspike
Citi Mittelwert der Konzentrationen der dotierten Probe
Gt Mittelwert der Konzentrationen der undotierten Probe
Eipibe: zugesetzte Konzentration
Sohit Standardabweichung der dotierten Probe
Sy kv Standardabweichung des Mittelwertes der undotierten Probe

u(cypire):  Standardunsicherheit der zugesetzten Konzentration
(Dieser Beitrag wird aus den Unsicherheiten der Einzelschritte
bei Herstellung abgeschatzt)

n: Anzahl Bestimmungen (normalerweise 6—10)

5 » 1_Rm £ 5
WRy) "= Efk (R ) (8)
k: Korrekturfakor, welcher fiir die Berechnung der erweiterten

Messunsicherheit bentitzt wird (im Normalfall £=2)

u(R,,)”:  Beitrag der Richtigkeit zur Messunsicherheit in dem Fall,
wo R, signifikant von 1 verschieden ist und das Resultat nicht
mit der Wiederfindung korrigiert wird)

Berechnung der kombinierten Messunsicherheit #.(y)

m(y)=Y\/ (”(p ))2+( “("))2+ ( ”(r))2+ 9)
P q r

uc(y)=\/u(p)2+u(q)2+u(r)2+... (10)
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nc(y): kombinierte Standardunsicherheit
DG, Parameter, welche y beeinflussen
u(p), u(q), u(r): Standardunsicherheit von p, g, r

Berechnung der erweiterten Messunsicherheit U(y)

Uly)=Fk-u(y) (12)

k=2 (Vertrauensbereich mit 95 % Wahrscheinlichkeit)
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Anhang 2 - Beispiele zur Bestimmung der Messunsicherheit

Analyt, Matrix, Analysentechnik Gehalt Vorgehen*:  Literatur
Organophosphorpestizide in Brot 15 pg/kg-1,3 mg/kg 1 23
mit GC

Cadmiumfreisetzung aus Keramik 0,1 mg/kg-0,9 mg/kg 2 24
mit AAS

Blei in Wasser mit IDMS und ICP-MS 10 mg/kg 2 25
Vitamine A und E in Kindernahrungs- 5 mg/kg—280 mg/kg 1 26
mittel mit HPLC

Koffein in Kaffee mit HPLC 0,04 g/100 g-2,8 g/100 g 1 27
Chloramphenicol in Lebensmittel nd-2 pg/kg 1 28
mit Honig

Ochratoxin A in Wein und 0,02 pg/kg—-10 png/kg 1 29
Traubensaft mit HPLC

* Grundsatzlich unterscheidet man 2 verschiedene Vorgehensweisen (3):

Vorgehen 1: Abschéatzen der Messunsicherheit durch statistische Auswertung von experimentellen Daten (s. Kap. 3.1).

Vorgehen 2: Abschatzung der Messunsicherheit auf Grund der Unsicherheitsquellen der einzelnen Analysenschritte
(s. Kap. 3.2)

weitere Beispiele findet man auch im Internet:
http://www.measurementuncertainty.org/mu/examples/index.html?text=hplc.html
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Anhang 3 - graphische Darstellung der Entscheidungsgrenze

A: kein zuldssiger Hochstwert ist festgelegt

CCa
2838

/ \‘(o:=1%

B: zuldssiger Hochstwert ist festgelegt

Haufigkeit

Haufigkeit

/
e

Xs Konzentration X

\{ o=5%

Xp mittlere «Konzentration» der Leerwertprobe

X1 mittlere Konzentration der Probe, die den Analyten in der Konzentration des
zuldssigen Hochstwertes (Limite) enthilt

sp Standardabweichung der Leerwertprobe (bestimmt unter Laborprizisions-
bedingungen)

si. Standardabweichung der Probe, die den Analyten in der Konzentration des
zulassigen Hochstwertes enthalt (bestimmt unter Laborprizisionsbedingungen)

o Rate falsch positiver Ergebnisse (Irrtumswahrscheinlichkeit):
wenn kein zulissiger Hochstwert festgelegt worden ist, wird a=1% gewihlt;
wenn ein zuldssiger Hochstwert festgelegt worden ist, wird a=5% gewihlt
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Anhang 4 - Definitionen aus Normen

Arbeitsbereich (englisch: range) (30)
Das durch eine Kalibrierung festgelegte Intervall zwischen niedrigster und
hochster Massen- bzw. Stoffmengenkonzentration.

Bestimmungsgrenze (englisch: limit of determination, limit of quantification) (31)
Die Bestimmungsgrenze ist diejenige Konzentration, von der ab die Messung
eine vorgegebene Anforderung an die Prizision erfiillt.

Erfassungsgrenze (31)

Die Erfassungsgrenze ist der kleinste Gehalt einer gegebenen Probe, bei dem mit
einer Wahrscheinlichkeit von 1-8 ein Nachweis moglich ist.

Die Erfassungsgrenze ist diejenige Konzentration, bei welcher der Nachweis
mit hoher Sicherheit — beispielsweise in 19 von 20 Fillen — gelingt.

Erweiterte Messunsicherheit (englisch: expanded uncertainty of measurement) (2)
Kennwert, der einen Bereich um das Messergebnis kennzeichnet, von dem

erwartet werden kann, dass er einen grossen Anteil der Verteilung der Werte

umfasst, die der Messgrosse verniinftigerweise zugeordnet werden kénnten.

Erweiterungsfaktor (2)
Zahlenfaktor, mit dem die kombinierte Standardunsicherheit multipliziert wird,
um eine erweiterte Messunsicherheit zu erhalten.

ANMERKUNG: Ein Erweiterungsfaktor k liegt typisch im Bereich 2 bis 3.

Kalibrierfunktion (englisch: calibration function) (31)
Die Kalibrierfunktion ist der funktionale Zusammenhang zwischen der Mess-
grosse, z.B. der Extinktion, und dem Gehalt, z.B. einer Massenkonzentration.

Leerprobe und Leerwert (31)

Die Leerprobe ist unter Idealbedingungen eine Probe, welche den nachzu-
weisenden oder den zu bestimmenden Bestandteil nicht enthalt, sonst aber mit der
Analysenprobe iibereinstimmt.

Messunsicherheit (englisch: uncertainty of measurement) (2)
Dem Messergebnis zugeordneter Parameter, der die Streuung der Werte kenn-
zeichnet, die verninftigerweise der Messgrosse zugeordnet werden konnte.
ANMERKUNGEN: Der Parameter kann beispielsweise eine Standardabwei-
chung (oder ein gegebenes Vielfaches davon), oder die halbe Weite eines Bereiches
sein, der ein festgelegtes Vertrauensniveau hat.
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Messunsicherheit enthilt im allgemeinen viele Komponenten. Einige dieser
Komponenten kdnnen aus der statistischen Verteilung der Ergebnisse einer Mess-
rethe ermittelt und durch empirische Standardabweichungen gekennzeichnet
werden. Die anderen Komponenten, die ebenfalls durch Standardabweichungen
charakterisiert werden konnen, werden aus angenommenen Wahrscheinlichkeits-
verteilungen ermittelt, die sich auf Erfahrung oder andere Information griinden.

Es wird vorausgesetzt, dass das Messergebnis der beste Schitzwert fiir den Wert
der Messgrosse ist, und dass alle Komponenten der Unsicherheit zur Streuung
beitragen, eingeschlossen diejenigen, welche von systematischen Einwirkungen
herrtihren, z.B. solche, die von Korrektionen und Bezugsnormalen stammen.

Nachweisgrenze (englisch: limit of detection) (32)

Kleinste nachweisbare Menge. Die Nachweisgrenze ist der kleinste Wert des
Gehaltes eines Analyten, fiir den die Priifmethode Signalwerte liefert, die sich statis-
tisch signifikant von «Null» unterscheiden.

Prazision (englisch: precision) (5)

Das Ausmass der gegenseitigen Anndherung zwischen unabhingigen Ermitt-
lungsergebnissen, die unter festgelegten Bedingungen gewonnen sind.

ANMERKUNGEN: Prazision hingt ausschliesslich von der Verteilung zufilli-
ger Abweichungen ab und bezieht sich nicht auf den wahren oder den vorgegebe-
nen Wert.

Das Prizisionsmass wird iblicherweise damit ausgedriickt, «wie unprizise
etwas ist2. Errechnet wird es als Standardabweichung der Ermittlungsergebnisse.
Geringere Prazision spiegelt sich wieder in einer grosseren Standardabweichung.

«Unabhingige Ermittlungsergebnisse» bedeutet Ergebnisse, die unbeeinflusst
durch irgendein vorausgehendes Ergebnis am selben oder an einem ahnlichen
Untersuchungsobjekt gewonnen werden. Quantitative Prazisionsmasse hingen ent-
scheidend von den festgelegten Bedingungen ab. Wiederholbedingungen und Ver-
gleichsbedingungen sind ein besonderes Paar von extremen Bedingungen.

Richtigkeit (englisch: trueness) (5)
Das Ausmass der Anniherung zwischen dem Mittelwert aus einer grossen Serie
von Ermittlungsergebnissen und einem anerkannten Bezugswert.

ANMERKUNG 1: Das Richtigkeitsmass wird tiblicherweise ausgedriickt
mittels einer systematischen Abweichungskomponente.

Robustheit (englisch: ruggedness, robustness) (33)

Relative Unempfindlichkeit eines Analysenverfahrens gegeniiber Anderungen
der analytischen Randbedingungen.
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Selektivitat (englisch: selectivity) (32)

Selektivitat ist die Fihigkeit einer Methode, verschiedene, nebeneinander zu
bestimmende Komponenten ohne gegenseitige Storung zu erfassen und sie somit
eindeutig zu identifizieren.

Spezifitit (englisch: specifity) (32)

Spezifitit ist die Fahigkeit einer Methode, eine Substanz oder eine Substanz-
klasse ohne Verfilschung durch andere in der Probe vorhandene Komponenten zu
erfassen und sie somit eindeutig zu identifizieren.

Validierung (englisch: validation) (1)

Bestatigung durch Untersuchung und Bereitstellung eines Nachweises, dass die
besonderen Anforderungen fiir einen speziellen beabsichtigten Gebrauch erfiillt
werden.

Vergleichprizision (englisch: reproducibility) (5)

Prizision unter Vergleichbedingungen.

Vergleichbedingungen: Bedingungen bei der Gewinnung von voneinander
unabhingigen Ermittlungsergebnissen, bestehend in der Anwendung desselben
Verfahrens an identischen Untersuchungsobjekten in verschiedenen Labors durch
verschiedene Bearbeiter mit verschiedenen Geriteausriistungen

Vergleichgrenze (englisch: reproducibility limit) (5)

Wert, unter dem oder gleich dem der Betrag der Differenz zwischen zwei unter
Vergleichbedingungen (s.0.) gewonnenen Ermittlungsergebnissen mit einer Wahr-
scheinlichkeit von 95 % erwartet werden kann.

ANMERKUNG 1: Das benutzte Symbol ist R.

Wiederholprazision (englisch: repeatability) (5)

Prazision unter Wiederholbedingungen.

Wiederholbedingungen: Bedingungen bei der Gewinnung von voneinander
unabhingigen Ermittlungsergebnissen, bestehend in der Anwendung desselben
Verfahrens am identischen Untersuchungsobjekt im selben Labor durch denselben
Bearbeiter mit derselben Geridteausriistung in kurzen Zeitabstinden.

Wiederholgrenze (englisch: repeatability limit) (5)

Wert, unter dem oder gleich dem der Betrag der Differenz zwischen zwei unter
Wiederholbedingungen (s.0.) gewonnenen Ermittlungsergebnissen mit einer Wahr-
scheinlichkeit von 95 % erwartet werden kann.

ANMERKUNG 1: Das benutzte Symbol ist 7.

222 Mitt. Lebensm. Hyg. 95 (2004)



	Leitfaden zur Validierung chemisch-physikalischer Prüfverfahren und zur Abschätzung der Messunsicherheit

