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Kalibrierung bei Analysenverfahren

Bestimmungsgrenze ist
nicht gleich Bestimmungsgrenze

Volkmar Neitzel, Essen

Die meisten der im Einsatz befindlichen Analysenverfah-
ren basieren auf kalibrierten Messgeraten [1 bis 3], wobei
sich im Rahmen der Kalibrierung ein Arbeitsbereich er-
gibt, in dem die zu messenden Werte liegen missen. Das
obere Ende des Messbereichs ist der hdchste Kalibrie-
rungspunkt, das untere der niedrigste Kalibrierungspunkt
oder die Bestimmungsgrenze (BG), wenn diese iiber dem
niedrigsten Kalibrierungspunkt liegt. In der DIN 32645
[4] wird beschrieben, wie die Bestimmungsgrenze zu
ermitteln ist. Da die Norm dem Anwender viele Freiheiten
bei der Berechnung gibt, kénnen bei gleichen Kalibrie-
rungspunkten sehr unterschiedliche Bestimmungsgrenzen
resultieren.

Grundlagen

Wird ein Analysenverfahren Kkalibriert, so erhélt
man einen funktionalen Zusammenhang zwischen
der MessgroBe, die das verwendete Geridt liefert
(zum Beispiel ein Potential, eine Peakfliche, einen
Chemikalienverbrauch und so weiter), und der in-
teressierenden GehaltsgroBe. Auch bei einer nicht
linearen Funktion liegen die Messpunkte nicht exakt
auf der Ausgleichsfunktion. Bei einer wiederholten
Messung von Kalibrierungspunkten stellt man dari-
ber hinaus fest, dass die Werte streuen. Aus diesem
Grund existiert um die Kalibrierungsfunktion ein
Vertrauensband, das die Unsicherheit der Messun-
gen kennzeichnet. Selbst der Leerwert streut um
einen zentralen Punkt. Die DIN 32645 — sie gilt nur
fiir lineare Kalibrierungsfunktionen, Varianzenhomo-
genitdt (vergleichbare Wertestreuungen am oberen
und unteren Ende des Arbeitsbereichs) und Normal-
verteilung der Wertestreuung, die aber in der Praxis
hédufig vorliegen — quantifiziert den Zusammenhang
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und gibt ein Verfahren an, um die Bestimmungsgrenze
zu berechnen.

Da die Leerwerte bei wiederholter Messung streu-
en, gibt es durchaus solche, deren Messwert im
Einzelfall identisch ist mit einem Messwert fiir einen
sehr geringen Gehalt. Nur bei hdufigen Wiederholun-
gen, die in der Praxis zu nicht vertretbaren Kosten
fithren wiirden, kdnnte man feststellen, dass sich die
Mittelwerte beider Verteilungen unterscheiden. Es
bedarf also der Statistik und definierter Unterschei-
dungsgrenzen, damit sich ein ermittelter Gehalt von
einem Leerwert unterscheiden lasst. Als Obergrenze
fir den Leerwert nimmt man beispielsweise den
Messwert, der nur von 5% aller Leerwerte ber-
schritten wird (kritischer Wert). Ein Gehalt, dessen
wiederholte Messwerte zu je 50 % diese Obergrenze
iber- bzw. unterschreiten, kennzeichnet die Nach-
weisgrenze (NG). Ab hier gilt eine Komponente als
vorhanden aber nicht quantifizierbar. Ein Gehalt,
dessen Messwerte zu 95 % die Obergrenze iiber-
schreiten, charakterisiert die Erfassungsgrenze (EG),
die doppelt so hoch liegt wie die Nachweisgrenze.
Oberhalb der EG gelten Komponenten als vorhanden
und quantifizierbar.

Die Bestimmungsgrenze — sie orientiert sich nicht
an Mess- sondern Gehaltsgrofen — ist definiert als
der Gehalt, bei dem unter Zugrundelegung einer
festgelegten Wahrscheinlichkeit die relative Ergeb-
nisunsicherheit, definiert als der Quotient aus dem
halben zweiseitigen Prognoseintervall und dem zuge-
horigen Gehalt, einen vorgegebenen Wert annimmt.
Was heilit das?

Bei wiederholter Messung eines Gehaltes erhalt
man eine Standardabweichung als MaB seiner Streu-
ung. Diese wird mit einem Tabellenwert der t-Vertei-
lung (zweiseitige Fragestellung) multipliziert, der von
der gewihlte statistische Sicherheit (z. B. 95 %) und
der Zahl der Kalibrierungspunkte abhédngt. Als weiterer
Faktor kommt ein Wurzelausdruck hinzu, dessen Wert
u. a. von der Zahl der Kalibrierungspunkte, der Zahl
der Wiederholmessungen und seiner Entfernung von
der Mitte des Arbeitsbereichs beeinflusst wird. Auf
diese Weise ergibt sich rechnerisch die Unsicherheit
des Messwertes ABG. Teil man diese Unsicherheit
durch den Messwert selbst, erhdlt man die relative
Unsicherheit ABG/BG. Soll die relative Unsicherheit
z. B. 1/3 (33 %) betragen, ist der Gehalt zu ermitteln,
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bei dem seine Unsicherheit ein Drittel so grof ist,
wie der Gehalt selbst (ABG/BG=1/3 oder 3 ABG=BG)
Die statistische Sicherheit und das Maf der relativen
Unsicherheit kann der Anwender selbst wahlen. Ein-
schrankend darf aber die Bestimmungsgrenze nicht
kleiner als die Erfassungsgrenze sein. In Abbildung 1
ist der Sachverhalt dargestellt.

Allgemeiner Fall und Leistungsgrenze

In der Praxis ist das Analysenverfahren mit seinen
Leistungsmerkmalen entweder gesetzlich vorge-
schrieben oder ein Auftraggeber legt dieses fest. In
manchen Fillen hat ein Labor auch die Freiheit ein
geeignetes Verfahren so auszuwahlen, dass die zu
bestimmenden Gehalte in dessen Arbeitsbereich
liegen. Aus den Kalibrierungsdaten lasst sich gemal
der DIN 32645 die Bestimmungsgrenze als weiteres
Leistungsmerkmal des Verfahrens berechnen. Liegt
sie unterhalb des niedrigsten Kalibrierungspunktes,
kann der gesamte Arbeitsbereich flir Messungen ver-
wendet werden, denn er ist experimentell gesichert
und alle Ergebnisse weisen eine ausreichend geringe
relative Unsicherheit auf. Viele Félle des Laboralltags
bewegen sich in diesem Bereich. Falls man mehrere
Konzentrationsbereiche verwendet, in denen jeweils
die Kriterien fiir die Anwendbarkeit der Kalibrierungs-
funktion gegeben sind (z. B. Varianzenhomogenitat),
tritt haufig der Effekt auf, dass bei héheren Gehalten
groBere Streuungen zu verzeichnen sind und sich
daraus hohere Bestimmungsgrenzen ergeben. Zu klei-
neren Gehalten hin wird man dann immer niedrigere
Bestimmungsgrenzen berechnen (Abbildung 2).
Solange die errechnete Bestimmungsgrenze un-
terhalb des niedrigsten Kalibrierungspunktes liegt,
ist es legitim, sich dieser anzundhern. Bei gentigend
geringen Gehalten liegt aber die BG innerhalb der Ka-
librierungspunkte und damit ist die Leistungsgrenze
des Verfahrens erreicht. Unterhalb der BG diirfen

keine Messwerte fiir Gehaltsangeben verwendet
werden, da sie nicht die erforderliche Ergebnissicher-
heit aufweisen.

In der DIN 32645 wird darauf abgehoben, die
Leistungsgrenze eines Messverfahrens zu ermitteln.
Sie fordert sogar, dass die Nachweisgrenze um den
Faktor 10 unterhalb des hdchsten Kalibrierungspunk-
tes liegen soll. Dadurch bedingt kann man allenfalls
nur einen Teil des kalibrierten Bereichs (namlich den
oberhalb der BG) fiir Messzwecke nutzen.

Direkte und indirekte Methode

Bestimmungsgrenzen lassen sich aus Leerwerten und
alternativ aus der Kalibrierungsgeraden berechnen.
Stiitzt man sich auf Leerwerte, so bezeichnet man
dies als direkte Methode, im anderen Fall als indirek-
te Methode. In beiden Fillen gehen charakteristische
GroBen der Kalibrierungsgeraden in die Berechnun-
gen mit ein, jedoch stiitzen sich die Unsicherheiten
von Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen
bei der direkten Methode auf die Streuung der Leer-
werte, die in der Regel geringer ist als die Reststan-
dardabweichung.

In der Praxis sind beide Methoden durchzurechnen
und es ist zu priifen, ob sich gleichwertige Resultate
ergeben. Trifft dies zu, bleibt es dem Anwender tiber-
lassen sich die fiir ihn besseren Grenzen auszusuchen.
Bei signifikanten Differenzen ist das Ergebnis der di-
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Abbildung 1: Visualisierung der
Nachweis-, Erfassungs- und Bestim-
mungsgrenze sowie des kritischen
Wertes und der relativen Unsicherheit
bei einer Kalibrierung.

Abbildung 2:
Abhangigkeit der
Bestimmungs-
grenze vom
Arbeitsbereich.
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Bestimmungsgrenzen in der Analytik

GehaltsgroBe Messwerte Leerwerte
0,05 0,12 0,027
0,1 0,281 0,033
0,15 0,405 0,041
0,2 0,535 0,028
0,25 0,662 0,018
0,3 0,789 0,022
0,35 0,916 0,029
0,4 1 0,038
0,45 1,15 0,024
0,5 1,25 0,023

Tabelle 1: Ausgangsdaten der Kalibrierung.

rekten Methode malgebend. Es gibt aber Messverfah-
ren, bei denen die Unsicherheit des Leerwertes nicht
bestimmt werden kann. Ist das der Fall, so muss auf
die indirekte Methode zurtickgegriffen werden.

Verifizierte Bestimmungsgrenze

GemalB der DIN 32645 lasst sich die Bestimmungs-
grenze berechnen und ist ein hypothetischer Wert
(Schatzwert), auch wenn sich dieser aus praktisch
ermittelten Daten ergibt. Auch wenn im Volksmund
unter einer Schitzung eine grobe unsichere Angabe
verstanden wird, verwendet man diesen Begriff fiir
die berechnete Bestimmungsgrenze. Fiir die prakti-
sche Anwendung sollte — auch wenn dies mit einem
Aufwand verbunden ist — die geschitzte BG experi-
mentell Gberpriift, also verifiziert werden [5].

Zur Verifizierung der BG, die fiir das Gesamtver-
fahren oder auch nur fiir den Messvorgang erfolgen
kann, ist die Matrix oder eine Bezugslosung mit dem
geschatzten Gehalt der BG-Konzentration aufzudotie-
ren und mehrfach (mindestens dreifach) zu messen.
Die sich aus den Messwerten ergebende relative
Messunsicherheit muss die Vorgaben erfillen und
gilt dann als verifiziert. In der Laborpraxis sollten nur
verifizierte Bestimmungsgrenzen verwendet werden.

Es ist bekannt, dass die Matrix Einfluss auf eine
Analysenergebnis nehmen kann und das in z. T.

Ordinatenabschnitt: 0,0275
Steigung: 2,4846
Korrelationskoeffizient: 0,9989
BestimmtheitsmaB: 0,9978
Reststandardabweichung: 0,0188
Verfahrensstandardabweichung: 0,0076
relative Verfahrensstandardabw. in %: 2,7523

Tabelle 2: VerfahrenskenngréBen aus der Kalibrierung.

erheblichem MaBe. Gerade bei geringen Gehalten,
also nahe der Bestimmungsgrenze, macht sich dies
besonders bemerkbar. Aus diesem Grund gibt es
eine idealisierte BG, die aus matrixfreien Proben
abgeleitet wird, und weitere, hiervon abweichende
Bestimmungsgrenzen fiir jede Matrix. In der Regel
liegen matrixbeeinflusste Bestimmungsgrenzen hoher
als die in matrixfreien Losungen ermittelten. Im Sinne
einer praktikablen Vorgehensweise sollten die zu un-
tersuchenden Matrices in Gruppen dhnlicher Zusam-
mensetzung zusammengefasst und fiir die einzelnen
Gruppen Bestimmungsgrenzen ermittelt werden.

Beispiel

Anhand eines konkreten Beispiels soll aufgezeigt
werden, wie bei gleichen Ausgangsdaten zur Kalibrie-
rung doch sehr unterschiedliche Bestimmungsgrenzen
resultieren, wenn unter Ausnutzung der Entschei-
dungsfreiheiten die DIN 32645 angewandt wird. In
Tabelle 1 sind die Ausgangsdaten zusammengestellt.
Die Varianzenhomogenitdt am oberen und unteren
Ende des Arbeitsbereichs wurde iiberpriift und ist
gegeben. Als statistische Sicherheiten werden — so
die Norm — tblicherweise 95 % oder 99 % gewdhlt,
was auch nachfolgend berticksichtigt wird. Hinsicht-
lich der relativen Messunsicherheit ldsst die DIN
32645 Werte kleiner als 100 % zu, sofern die BG die
EG nicht unterschreitet. Empfohlen werden 33 %. Im
nachfolgenden Beispiel werden sowohl 50 % als auch
33 % berticksichtigt.

Tabelle 3: Errechenbare Bestimmungsgrenzen aus der Kalibrierung und den Leerwerten fiir unterschiedliche statistische

Sicherheiten und relative Messunsicherheiten.

Statistische Sicherheit  Relative Ergebnisunsi-

in % cherheit in %
95 33
95 50
99 33
99 50
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BG errechnet aus BG errechnet aus der

Leerwerten Kalibration
0,024 0,061
0,016 0,041
0,035 0,087
0,023 0,059



Aus den Kalibrierungsdaten errechnen sich die in
Tabelle 2 zusammengestellten VerfahrenskenngroRen,
die wiederum Ausgangspunkt fiir die Berechnung der
Bestimmungsgrenze sind. Da die Streuung der Leer-
werte so groB ist, dass sich keine signifikanten Un-
terschiede bei der direkten und indirekten Methode
zur Berechnung der BG ergeben, stehen beide Werte
bei den unterschiedlichen statistischen Sicherheiten
und relativen Messunsicherheiten zur Verfligung. In
Tabelle 3 sind fiir die moglichen Varianten die erre-
chenbaren Bestimmungsgrenzen zusammengestellt.

Die Tabelle 3 verdeutlicht das Problem, dass un-
terschiedliche Labors, die experimentell die gleichen
Kalibrierungsdaten ermittelten, zu unterschiedlichen
Bestimmungsgrenzen fiir das gleiche Messverfahren
kommen, wenn sie — wie zugelassen — die DIN
32645 entsprechend ihrer Vorstellung auslegen. In
dem hier aufgefiihrten Beispiel liegt zwischen der
kleinsten und groBten BG ein Faktor von mehr als 5.
Ein Labor, das auf dem freien Markt seine Dienstleis-
tungen anbietet, kann guten Gewissens eine BG von
0,016 angeben und gegeniiber einem Mithewerber
besser dastehen, wenn dieser eine bessere Aussage-

sicherheit anstrebt. Hier sollte eine Vereinheitlichung
zumindest fiir bestimmte Fragestellungen vorgenom-
men werden. Ehrlicherweise gehort zur Angabe der
Bestimmungsgrenze als Leistungsmerkmal fiir ein vali-
diertes Messverfahren auch die statistische Sicherheit
und die relative Ergebnisunsicherheit an der BG.
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Halten Sie ein Okosystem mit Tieren und Pflanzen in Ihren Handen:

Eine Glaskugel im dkologischen Gleichgewicht

Hellrote Garnelen, Mikroorganismen und Al-
gen leben gemeinsam in Wasser mit Meer-
wasser-ahnlicher Salzkonzentration. Sie sind
vollstindig von Glas umschlossen; es findet kein
Gas- oder anderer Stoffaustausch mit der Umwelt
auBerhalb des Glases statt! Triebfeder fiir das Le-

ben im Glas ist einzig das eingestrahlte Licht.

Winzige Algen, zum Teil an getrockneten Gorgo-
nien, erzeugen aus Kohlendioxid Sauerstoff. Dazu
benoétigen sie Lichtenergie. Die Garnelen atmen
den Sauerstoff und fressen Algen sowie im Wasser
vorhandene Bakterien. Diese wiederum formen die
tierischen Abfallstoffe in Nahrstoffe fiir die Algen um.
Ebenso erzeugen Garnelen und Bakterien Kohlendio-
xid fir die pflanzlichen Lebensformen...

In solch einer Ecosphere leben die Garnelen ty-
pischerweise zwei Jahre, kdnnen aber auch bis zu
zehn Jahre alt werden. Dafiir galt es beispielsweise,
Garnelen zu finden, die sich nicht gegenseitig fressen.
Auch jeder Besitzer einer Ecosphere muss das Gleich-
gewicht des Lebens im Auge behalten. So fiihrt zuviel
Licht zu starkem Algenwachstum — und dartber hin-
aus zu fiir die Garnelen unvertraglichen pH-Werten im
Wasser. Ebenso ist eine mdglichst gleichmédRige Raum-
temperatur notig. Und direktes Sonnenlicht fiihrt zu
einem todlichen Treibhauseffekt in der Miniwelt.
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