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6. Qualitatsmanagement

6.2 Nachweis- (NG) und Bestimmungsgrenzen (BG)

Rhena Schumann

6.2.1 Freiheitsgrade

Die Anzahl von Freiheitsgraden hangt vor allem von der Anzahl der verflg-
baren Informationen ab (A).

(A) f=n-v-m f: Freiheitsgrade
n: Anzahl der unabhangigen
Beobachtungen (Messwerte)
& Anzahl der unabhangigen Variablen (fir

Kalibrierungen 1)

m: Anzahl der in die Berechnung des
Parameters noch eingehenden Werte
(z. B. fur Mittelwert 1)

Die Freiheitsgrade geben diejenige Anzahl von Parametern eines Systems
an, die verandert werden kénnen, ohne dass sich der Parameter andert.
z. B. ist ein Mittelwert aus 3 Messwerten mit dem Freiheitsgrad 2 belegt,
weil sich 2 Beobachtungen andern kdnnen, ohne dass sich der Mittelwert
andert. Der Parameter ist der Gehalt des zu bestimmenden Bestandteils
bzw. des Analyten.

6.2.2 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Nachweisgrenze (NG) ist derjenige kritische Gehalt des Analyten, der
zwischen Leerwerten und Messwerten unterscheidet. Sie hangt von der
Gute der Leerwerte bzw. der Kalibrierung (3 und 4) ab. Sie ist die Ent-
scheidungsgrenze fur das Vorhandensein des Analyten.

» Ein Analyt ist qualitativ nhachgewiesen bzw. vorhanden, wenn er den
kritischen Wert der MessgroBe Uberschreitet, i.e. gréBer ist als die
Summe des Leerwerts (3) und dessen Unsicherheit (mit dem MaB der
Streuung).

» Die NG dient der Bewertung einer durchgefliihrten Analyse.
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Die Bestimmungsgrenze (BG) ist der Gehalt des Analyten, bei dem die
relative Ergebnisunsicherheit einen vorgegebenen Wert annimmt. Die
Ergebnisunsicherheit ergibt sich aus dem (zweiseitigen) Vorhersagebereich,
dem Vertrauensniveau und dem zugehérigen Analytengehalt. Sie beschreibt
die Leistungsfahigkeit des quantitativen Verfahrens.

» Ein Analyt ist quantifizierbar, wenn sein Gehalt mit einer relativen
Ergebnisunsicherheit ermittelt werden kann, i.e. in dem der Messwert
Uber der BG liegt. Die BG gibt damit eine Auskunft Uber die Durch-
fuhrbarkeit quantitativer Analysen.

NG und BG gelten niemals allgemein, sondern immer fiir ein bestimmtes
Probenmaterial (Wasserprobe, Gestein), ein bestimmtes Analysenverfahren
(Methode) und das festgelegte Vertrauensniveau.

Weitere Information zu NG und BG finden sich in der DIN 32465 (2008).

6.2.3 Schnellschatzung der NG und BG aus Leerwerten und
Kalibriergeraden

Die Leerprobe (auch Blindprobe, Blank) ist eine Probe, die den Analyten
nicht enthdlt, sonst aber mit den Proben lbereinstimmt. Da sie selten
vorhanden ist oder streng genommen nicht hergestellt werden kann,
benutzt man eine Probe mit dem geringst méglichen Gehalt an Analyten
und einer probendhnlichen Matrix (Salinitat, pH u. a.).

Der Leerwert (auch Blindwert) ist das arithmetische Mittel der Leerproben.
Die Leerwertmethode ist die direkte Bestimmung der NG und BG. Die
Anzahl der Messungen (Leerproben) bestimmt den Sicherheitsfaktor ®
und soll = 10 sein.

Der Leerwert wird aus den Konzentrationen des Analyten (in pmol I-1) Gber
eine Kalibrierfunktion ermittelt, ohne dass diese (selbst) in die NG und BG
eingeht. Die NG ist ein Vielfaches der Verfahrensstandardabweichung (C,
Leerwertmethode), wobei

B) S=F'S st
(C) NG =®,, s ®: Faktor aus Tab. 1
n: Anzahl der Messungen
a: Signifikanzniveau (flr einseitigen Fehler)
s.:  Standardabweichung der Extinktionen
S: Standardabweichung der Leerwerte
(in pmol I-1)

F: Anstieg der Kalibriergeraden (x = Ext,
y = Konz)
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Tabelle 6.2-1 Faktoren ®n. fir die Schatzung der Leerwertmethode (n: Anzahl der
Messungen, a: Signifikanzniveau, wobei 0,05 einer 5%igen Irrtumswahrscheinlichkeit
entsprechen). Grau hinterlegt sind das Ublicherweise genutzte Signifikanzniveau und die
fur die Schatzung geeignete Messwertanzahl.

n ®n,0.05 ®n,0.025 ®h,0.01 ®n,0.005
4 2.6 3.6 5.1 6.5
5 2.3 3.0 4.1 5.0
6 2.2 2.8 3.6 4.4
7 2.1 2.6 3.4 4.0
8 2.0 2.5 3.2 3.7
9 2.0 2.4 3.1 3.5
10 1.9 2.4 3.0 3.4
11 1.9 2.3 2.9 3.3
12 1.9 2.3 2.8 3.2

Naherungsweise ergibt sich die BG wie folgt aus der NG (D)

(D) BG = kNG k = 3f fir n = 10 Messungen und 33,3%
relativer Ergebnisunsicherheit

Ein zusatzlicher Sicherheitsfaktor bezieht eine Erhéhung der Standard-
unsicherheit durch Streuungen der Kalibriergeraden ein (E).

(E) NG=12-@,, s s:  Verfahrensstandardabweichung
(als Konzentration, z. B. pmol I1)

1,2: Sicherheitsfaktor

Die Messwerte der Leerproben mussen normal und die Varianzen homogen
verteilt sein. Die Leerwertmethode ist zu bevorzugen, wenn die o.g.
Voraussetzungen (Leerproben gleicher Matrix, frei vom Analyten) erfillt
sind.

Die NG und BG kénnen aber auch direkt aus der Kalibriergeraden abgeleitet
werden, wenn es keine geeigneten Leerproben gibt.

Die Anzahl der Messwerte der Kalibriergeraden soll ebenfalls =10
sein. Das kénnen am besten 10 verschiedene Konzentrationen (einer
aquidistanten Verdinnungsreihe) sein, aber auch Replikate von weniger
Verdlinnungsstufen.
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geeignheten Programmen (nicht Excel, aber Origin) das 95 %-Konfidenz-

banden um die Kalibiergeraden (hier Konzentration = x und Extinktion = y)
einzeichnen (Abb. 6.2-1). Den Schnittpunkt der oberen 95 %-Bande mit der
y-Achse parallel zur x-Achse bis zur Kalibiergeraden ziehen. Lot auf die x-
Achse fallen. Schnittpunkt mit der x-Achse ist die NG (Abb. 6.2-2).

® Signal
Linear Fit of Signal

—— 95% LPL of Signal O 2
—— 95% UPL of Signal
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0 NG 2 4 6 8 10 12
Konzentration (uM)

Abb. 6.2-1 Kalibriergerade mit 95%- Abb. 6.2-2 VergroBerung des Bereichs, in
Konfidenzbanden (Origin) dem die NG=0,54 pmol I graphisch

abgeleitet wurde.

6.2.5 Kalibriergerade

>

Kalibriert wird mit einem Analyten, der typischerweise dem Vorkommen
der gesuchten Verbindung in den Proben gleich oder ahnlich ist. Dabei
muss dessen Loslichkeit (in der passenden Matrix und unter den
gegebenen Bedingungen) berlcksichtigt werden.

Eine sehr gute Gerade erhalt man, wenn aus einer Stammlésung mit
der hochsten zu messenden Konzentration (obere Grenze des
Messbereichs) in geometrischer Verdiinnungsreihe die niedrigeren
Konzentrationen hergestellt werden. Eine geometrische
Verdinnungsreihe entsteht durch die wiederholte Mischung gleich
groBer Volumina (1+1, aus der verdinnten Lésung wieder 1+1 usw.
Abb. 6.2-3).
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Stammldsung
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Abb. 6.2-3 Schema einer geometrischen Verdunnungsreihe. x: Konzentration des
Analyten in der Stammldsung, y: Probenvolumen flir die Messung, vom letzten
ProbengefaB muss die Halfte der Mischung verworfen werden.

Ublich sind jedoch dquidistante Verdiinnungsreihen in der chemischen
Analytik (Abb. 6.2-4). Die obere Messbereichsgrenze soll die hdchste
wahrscheinlich zu messende Konzentration etwas Uberschreiten, damit alle
Messwerte durch Interpolation berechnet werden, i. e. im kalibrierten Be-
reich liegen. Die untere Messbereichsgrenze sollte in der Nahe der
Leerwerte liegen.

10 Teile Wasser 10 Teile
Stammlésung
des Analyten
9TW 8TW 7TTW 1TW
+1TSL +2TSL +3TSL +9TSL

zB. 0 1 2 3 9 10 ymol I

Abb. 6.2-4 Schema einer aquidistanten Verdinnungsreihe. T: Teile, W: Reinstwasser,
SL Stammldsung des Analyten.
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Pragmatisch geht man so vor:

» Das Volumen eines Kalibranten so festlegen, wie es flr die Proben auch
ist. Das heiBt 25 ml flir Phosphat und Nitrit. Die 17,5 ml fir Ammonium
sind unpraktisch. Deshalb 20 oder 25 ml flr jeden Kalibranten
herstellen. Dann muss entweder die Reagenzienmenge proportional
erhdht werden oder das uberschissige Volumen jedes Kalibranten
verworfen werden.

» Das Volumen eines Teils ist 1/10 davon, z. B. hier 2,5 ml.

» Zunachst das Reinstwasser einpipettieren. Die 25 ml Reinstwasser (10
Teile, 0 pmol I't) und die 25 ml Analyt (10 Teile, 10 pmol I'1) kdnnen
mit Messzylindern abgemessen werden.

» Danach in die Ubrigen 8 GefaBe die bendtigten Teile einpipettieren.
Keine Abkurzungen! Wirklich 9 x 2,5 ml pipettieren usw.

» Dann in umgekehrter Reihenfolge die Stammlésung hinzufiigen. Gut
schitteln!

Da die meisten Vorschriften eine Leerwertkorrektur enthalten (im Sinne von
Reagenzienblindwert), werden von allen Messwerten der Kalibriergeraden
die Leerwerte vor der graphischen Darstellung und Berechnung der
Funktion abgezogen. Bei 10 Kalibranten soll das BestimmtheitsmaB
RZ > 0,995 sein.

Aus praktischen Erwagungen, i. e. damit die berechnete Funktion direkt zur
Konzentrationsberechnung benutzt werden kann, wird die abhdangige GrdéBe
(Extinktion) auf der x-Achse und die unabhangige (Konzentration) auf der
y-Achse aufgetragen (Abb. 6.2-5 und 6.2-6). Dann ist der Anstieg ein
Umrechnungsfaktor F von Extinktion in Konzentration.

Das absolute Glied der Geradengleichung wird Ublicherweise nicht mit zur
Konzentrationsberechnung benutzt. Es soll nahe Null sein und damit
vernachlassigbar. Ist es systematisch >0, gibt es keinen analytfreien
Leerwert (i. e. S. Reinstwasser). Auch dann ist es logisch, den absoluten
Term wegzulassen. Nur bei regelmaBig <0 liegenden Schnittpunkten mit
der Ordinate, gibt es ein Problem mit zu hohen Unsicherheiten der Lage der
Kalibriergeraden.

Diese Kalibrierung muss fur jedes Gerat, fur alle Probenmatrices (z. B.
wassrige Ldésungen verschiedener Salinitdt) und jede Reagenziencharge
einmal erstellt und dokumentiert werden.
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Abb. 6.2-5 Geometrische Kalibriergerade Abb. 6.2-6 Aquidistante Kalibriergerade
mit Faktor F=331 und BestimmtheitsmaB fiir Ammonium (bei 630 nm) mit Faktor
R?> 0,995 F = 9,7 und Bestimmtheitsmafl R2> 0,995

6.2.6 Qualitatsmanagement

Neben den flr die Kalibrierung und die NG nétigen 10 Kalibriermess- und
10 Leerwerten miissen je Messtag mehrere Leerwerte zur Uberwachung der
Reagenzien, des Reinstwassers und der Sauberkeit der GefdBe gemessen
werden. Je Messreihe (gleichzeitig mit Reagenzien versehene Proben) reicht
1 Leerwert aus. Alternativ (bei geringem Probendurchsatz) sollten 3 pro
Mess-Tag angesetzt werden. Wenn diese gering sind, werden sie in die
Blindwert-Zielkarte eingetragen (Abb. 6.2-7).

Steigen die Leerwerte mit der Zeit deutlich, muss eine neue Charge
Reagenzien ("Shelf Life" abgelaufen) angesetzt, evtl. auch die Reinheit des
Reinstwassers Uberprift werden. Empfindlich sind z. B. die Reagienzen der
Ammonium- und Phosphatbestimmung. Langer gelagertes Reinstwassers
speichert auch Ammonium aus der Atmosphare.

Je Messreihe soll mindestens 1 geeigneter Standardwert zur Uberpriifung
der Funktion der Reagenzien und der Reaktionsbedingungen
(z. B. Temperatur, Inkubationsdauer, aber auch zur Fehlersuche
eingegliedert werden: Klvettenlange, Messwellenlange, Null-Stellung des
Photometers u.a.).

Zur Darstellung der Standards ist eine Sollwert-Zielkarte das geeignete
Instrument (Abb. 6.2-8). Dieser Standard besteht aus dem Analyten, in
mittlerer Konzentration. Am besten geeignet sind Standards, die mit einem
Zertifikat bezogen wurden (unabhangiger Nachweis des Analyten, sehr
teuer) oder wenigstens nicht aus derselben Stammlésung wie die
Kalibranten stammen. Wenn diese Nebenbedingungen eingehalten werden,
Uberprift der Standard auch die Richtigkeit der Messung.
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Geeignete Standards enthalten mindestens den Analyten. Handelt es sich
beim Nachweis auch um Aufschllisse, Extraktionen o0.d., die aus einer
Vielzahl von Verbindungen den Analyten erst freisetzen, soll unbedingt und
mindestens ein weiterer Standard auch eine reprasentative aufzu-
schlieBende Verbindung sein. Diese soll nicht direkt mit den Reagenzien
reagieren.

Die Reproduzierbarkeit von Proben (= Prézision) kann in sogenannten
Spannweiten-Zielkarten Uberwacht werden (Abb. 6.2-9). Eine Spann-
weite ist der Absolutwert der Differenz zweier Messwerte dividiert durch
deren Mittelwert (Gleichung G).

sw = Xr=%eel 10004
(G) XR SW: Spannweite einer Messung
xr1: Wert der ersten Messung (Replikat 1)
xr2: Wert der zweiten Messung (Replikat 2)
Xr:  Mittelwert beider Messungen

Bei 3 und mehr Replikaten kann man auch die Standardabweichung Uber
den Mittelwert normieren.

Die Spannweiten werden dann in Prozent angegeben.

Diese Zielkarte wird besonders wichtig, wenn nicht jede Probe in
Replikaten gemessen wird.
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Die Prazision der wiederholten Messung von Standards und / oder Proben
wird Standardunsicherheit genannt. Die Prazision der Standards wird aus
der Standardabweichung aller im Probenzeitraum gemessenen Standards
normalisiert Uber deren Mittelwert berechnet (Gleichung H). Die Prazision
der Messung von Proben wird aus den Spannweiten als Mittelwert berechnet
(Gleichung I). Im Material- und Methodenteil wird (soweit gemessen) die
(daraus) kombinierte Standardunsicherheit angegeben (Gleichung J).

Ve =22 .100%
(H) Xs Vks: Vertrauensintervall bzw.
Standardunsicherheit aller Standards
(Sollwerte) im Messzeitraum
sst: Standardabweichung aller Standards
Xst:  Mittelwert aller Standards

(I) Vip = Xsw Vkp: Vertrauensintervall bzw.
Standardunsicherheit aller Proben im
Messzeitraum
Xsw: Mittelwert aller Spannweiten

_ 2 2
J) Ve =VVis™ +Vie Vk: kombinierte Standardunsicherheit aller
Proben und Standards im Messzeitraum
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