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Vorwort des Herausgebers

Vorwort des Herausgebers

Sehr geehrte Leserinnen und Leser,
sehr geehrte Damen und Herren,

Sie werden Gber das Buch, das Sie in Ihren Handen halten, sicher etwas erstaunt sein.
Ein Lexikon zur Validierung und Qualifizierung analytischer Daten! Nicht wissend, ob Sie
eher zu den Analytikern gehoren, die in der Thematik «Ergebnisbewertung» erst am
Anfang Ihres Engagements stehen, oder ob Sie sich vielleicht doch schon in professio-
nellen Hohen bewegen: Die Form eines Lexikons, die wir fir das zu behandelnde
Thema gewahlt haben, ermdglicht Ihnen eine schnelle und informative Orientierung in
allen Bereichen der Bewertung analytischer Daten, ohne umfangreichen Begleittext
lesen oder die gewiinschte Antwort auf lhre Frage lange suchen zu missen.

Manchmal herrscht bei Analytikern Unsicherheit Gber das zu verwendende «rich-
tige» Verfahren fir die jeweils gestellte Validierungsaufgabe, insbesondere dann, wenn
eine neue Validierungsstrategie zu entwickeln ist. Die Unsicherheit betrifft z.B. den
Detaillierungsgrad, in dem validiert werden muss. Ist die Prazision angemessen? Wann
muss gemessen, wann gerechnet werden? Geniigt vielleicht schon die Nutzung geeig-
neter Tabellen, um benétigte Daten zu erhalten? Welche Besonderheiten gelten fir die
Qualifizierungsstrategien in speziellen Branchen oder in requlierten Prozessen? Das al-
les sind Fragen, auf die dieses Lexikon jeweils schnelle Einblicke parat hat. Es hilft auch,
die richtigen Entscheidungen im geplanten Validierungsaufwand zu treffen. So viel
Aufwand wie nétig, so wenig Umstande wie moglich - denn jeder Validierungs- und
Bewertungssaufwand verursacht Kosten, und die miissen so niedrig wie mdglich ge-
halten werden.

Wir haben etliche Tabellen im Anhang verdffentlicht, mit deren Hilfe Sie sehr
schnell Ihre jeweils benétigten Werte finden kénnen. Das erspart weitgehend das Be-
muihen anderer Literaturstellen. Zur rechnerischen Losung von validierungsrelevanten
Aufgaben finden Sie die jeweiligen mathematischen Gleichungen oder die dazugeho-
renden Excel-Befehle. Darlber hinaus ist zur Erlduterung sehr oft eine Beispielsituation
eingeschlossen und im direkten Kontext beschrieben, so dass alle Werte und Begriffe
verstandlich werden. Im Schlussteil des Lexikons wird dann ein umfangreicher Validie-
rungsprozess in gréferer Detailtiefe erlautert.

Obwohl die Themen «Validierung» und «Datenqualifizierung» intensiv mit der Ma-
thematik verknipft sind, haben die Autoren bewusst mathematische Details in den
Hintergrund geriickt, dadurch wird die Thematik leichter verstandlich. Alle mathema-
tisch Orientierten bitten wir deshalb um Verstandnis.

Dieses Lexikon, so unsere Uberzeugung, wird Ihnen in allen Fragen der Validierung
von groBem Nutzen sein.

Frankfurt-Hochst Wolf Rainer Less
PROVADIS, Partner fiir Bildung und Beratung
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WoLF RAINER LEss,

Jahrgang 1948, absolvierte 1967 seine Ausbildung zum Chemielaboranten. Uber seine
berufsbegleitenden Weiterbildungen unterschiedlichster Art wurde er 1977, nach seiner
Ausbildung zum Labortechniker, Ausbilder fir Chemielaboranten im Ausbildungszentrum der
Farbwerke Hoechst AG. 1994 (bernahm W. R. Less, zu seiner Teamleiterfunktion 1986 in der
Produktionstechnik (Berufsgruppe Chemikanten), die Sprecherfunktion der Aus- und Weiterbildung
Labortechnik. Seit 1997 ist er Leiter des Kompetenzcenters Labortechnik bei PROVADIS Partner
fur Bildung und Beratung GmbH, die aus der Hoechst AG hervorgegangen ist. 2001 wurde W. R.
Less zusatzlich Geschaftsfihrer der NOVIA Chromatographie- und Messverfahren GmbH, hatte
zwischenzeitlich die Fiihrung des Kompetenzcenters Business Administration bei PROVADIS inne,
war Mitglied der AN-Fraktion im Berufsbildungsausschuss der IHK-Frankfurt und Mitglied der
Arbeitsgruppe «Neuordnung der Chemielaborantenausbildung» des BAVC Wiesbaden.

B.Sc. MELANIE FLECKENSTEIN,

Jahrgang 1978, absolvierte eine Chemielaborantenausbildung bei der PROVADIS Partner fir
Bildung und Beratung GmbH in Frankfurt und anschlieBend eine berufsbegleitende Weiterbildung
zur Chemietechnikerin bei der PROVADIS GmbH. Ein berufsbegleitendes Studium zum Bachelor
of Science - Fachrichtung Chemical Engineering - wurde 2008 erfolgreich an der PROVADIS
School of International Management and Technology abgeschlossen. Nach zunachst zweijdhriger
Forschungstatigkeit im Pharmaunternehmen Sanofi-Aventis Deutschland GmbH bildete MeLANIE
FLECKENSTEIN von 2002-2006 Chemielaboranten bei PROVADIS aus. Seit 2007 ist sie in der
labortechnischen Weiterbildung der PROVADIS sowie dem Tochterunternehmen NOVIA GmbH mit
dem Schwerpunkt Analytische Chemie aktiv. MELANIE FLECKENSTEIN ist Autorin von Fachbiichern fir
den beruflichen naturwissenschaftlichen Ausbildungsbereich.

B.Sc. JENS SCHRODER,

Jahrgang 1979, absolvierte nach einer Ausbildung zum Chemielaboranten bei der PROVADIS
International School of Management and Technology ein berufsbegleitendes Studium
zum Bachelor of Science, Fachrichtung Chemical Engineering, mit erfolgreichem Abschluss
2007. Von 2002 - 2009 war er Ausbilder fur Chemie- und Biologielaboranten bei PROVADIS,
neuerdings fiir Chemikanten und ist dartiber hinaus bei der PROVADIS und NOVIA GmbH mit
der Erwachsenenweiterbildung betraut, Schwerpunkt Instrumentelle Analytik. JENS SCHRODER ist
Autor von Fachbichern fir den beruflichen naturwissenschaftlichen Ausbildungsbereich.

Dipl.-Ing. (FH) WOLFGANG GOTTWALD,

Jahrgang 1948, absolvierte nach seiner Ausbildung zum Chemielaboranten bei der Hoechst AG in
Frankfurt eine Weiterbildung als Chemietechniker und anschlieRend, 1983, erfolgreich ein Studium
zum Ingenieur fir chemische Technologie an der FH Darmstadt. Er war im Ausbildungszentrum
der HOECHST AG und der PROVADIS Partner fir Bildung und Beratung GmbH jahrelang Ausbilder
fur Chemielaboranten. Als Bundessachverstandiger beteiligte sich WoLFGANG GoTTwALD an der
Neuordnung des Chemielaborantenberufs und war Gber 10 Jahre Mitglied im Fachausschuss
fur Chemielaboranten bei der PAL in Stuttgart. Im Auftrag fir die NOVIA GmbH gestaltet er
Weiterbildungs-Seminare im Bereich der Analytischen Chemie und der Qualitatssicherung.
WOLFGANG GOTTWALD ist Autor zahlreicher Bicher, die verschiedene Fachbereiche der Analytik
und der beruflichen Ausbildung behandeln.
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Vorwort der Autoren

«Qualitat ist kein Zufall, sie ist immer das Ergebnis angestrengten Nachdenkens!»
JOHN RuskIN (1819-1900), englischer Sozialokonom

«Die Statistik ist die erste der ungenauen Wissenschaften!»
JULES DE GONcourT (1830-1870), franzdsischer Sozialromancier

Jeder Analytiker will, dass sein neu entwickeltes analytisches Verfahren bzw. ein in der
taglichen Praxis angewandtes Verfahren, richtige und prazise Ergebnisse liefert. Die
erhaltenen Analysenergebnisse sollten «gerichtsfest» sein, also einer genauen und
intensiven Nachpriifung standhalten. Der Nachweis der Richtigkeit und der Prazision
muss dabei so 6konomisch wie méglich durchgefiihrt werden, denn es handelt sich um
einen sehr aufwendigen und teuren Prozess, der gewohnlich «Validierung» genannt
wird. Der Validierungsvorgang selbst ist dabei individuell auf das jeweilige analytische
Verfahren zuzuschneiden. Eine allgemeing(ltige Bewertungsstrategie fiir angewendete
Verfahren gibt es nicht. Dazu kommt, dass der Analytiker mit seinem analytischen
Verfahren oft eingebunden ist in eine regulative Umgebung, d.h., dass er unter GMP/
GLP oder in einem zertifizierten Bereich arbeitet.

Zur Sicherstellung der Validitat analytischer Verfahren werden fir die Gewinnung
experimenteller Daten meistens allgemeingiiltige statistische Verfahren ausgewahlt.
Trotzdem sind viele Anwender unsicher, weil es fiir sie nicht immer abschéatzbar ist, ob
die gewdhlte statistische Rechenprozedur der Intention entspricht. Die Autoren dieses
Buches haben in Weiterbildungsseminaren oft die Erfahrung machen missen, dass die-
se mit Hilfe von standardisierten Rechenprogrammen viele statistische Kenndaten be-
rechnen und mit den in Spezifikationen erhaltenen Grenzwerten vergleichen, ohne die
Bedeutung der Kennwerte richtig gewichten oder in Relation setzen zu konnen. Auf-
grund dessen werden in diesem Buch die bei der brancheniibergreifenden Analysen-
beurteilung notwendigen Kennwerte und statistischen Tests genau beschrieben. Die
dazu notige Statistik wurde dabei auf das Minimum begrenzt, das unbedingt nétig ist,
um die Daten bzw. Ergebnisse korrekt zu interpretieren.

Ein Nachschlagewerk in Form eines Lexikons, das am Arbeitsplatz zur Verfiigung
steht, schien uns am besten geeignet, Qualitatsprobleme und Fragen beziiglich der
Validierung schnell und prazise eruieren zu kénnen. Ein durchgangiges Beispiel zur
Validierung eines analytischen Verfahrens am Ende des Buches demonstriert und erlau-
tert beispielhaft die Vorgehensweise.

Dieses Lexikon kann auch in der Ausbildung fiir den naturwissenschaftlichen Nach-
wuchs verwendet werden: Auszubildende, Studenten und Diplomanden finden damit
zweckdienliche und sichere Analysenmethoden.

Fir die Autoren, die alle als Ausbilder und Trainer im analytischen Bereich arbeiten,
war es wichtig ein praxisnahes Lexikon vorzulegen, das nicht ausschlieBlich der «stren-
gen» mathematischen Vorgehensweise folgt, sondern auch der pragmatischen und
dkonomischen. So werden z.B. oft in Laboratorien bei der Durchfihrung von statisti-
schen Tests keine Null- und Alternativhypothesen aufgestellt, sondern Tests pragma-
tisch mit Schrankenwerten beurteilt. Strenge Mathematiker mégen das nachsehen.

Die hier vorgelegten Daten stammen aus Erfahrungen, der Entwicklung und Umset-
zung von Validierungsstrategien von zahlreichen Anwendern aus verschiedenen Bran-
chen, vielen themenbezogenen Diskussionen und unzahligen Fallstudien mit Seminar-
teilnehmern bei Intensiv-Seminaren der Firma NOVIA GmbH (Leitung Frau Dr. A. Merz,
bei der wir uns herzlichst bedanken).
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Vorwort der Autoren

Besonders bedanken wir uns auch bei Herrn Dr. S. Kromidas, der uns vor langer Zeit
auf dieses Thema aufmerksam gemacht hat und uns immer mit Rat und Tat zur Seite
stand. Auch bei unseren Kollegen von Provadis Partner fiir Bildung und Beratung GmbH
bedanken wir uns fir wertvolle Hinweise und Ratschlage.

Uber den Onlineservice InfoClick werden beispielhafte Berechnungen in Excel-Tabel-
len als Vertiefung angeboten. Sie finden diesen kostenlosen Zugangscode auf der ers-
ten Seite des Buchs.

Resonanz zum Buch ist stets willkommen, weil eine lebendige Wissensvermittlung
Praxis und Lehrbetrieb immer wieder neu motivieren und inspirieren kann. Den
schnellsten Kontakt erfillt eine E-Mail an: lexikon validierung@vogel-buchverlag.de.

Frankfurt-Hochst Melanie Fleckenstein, Wolfgang Gottwald, Jens Schroder
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Einfilhrung

Einfuhrung

Die alphabetische Reihenfolge der nachfolgenden Stichwérter von A bis Z erleichtert
Ihnen die gezielte Suche nach dem fiir Sie relevanten Themengebiet. Sie kdnnen ziel-
gerichtet und schnell die passende Antwort auf Ihre Fragen im Laboralltag finden, ohne
vorher umfangreiche Theoriekapitel eines Lehrbuches durcharbeiten zu missen.

Selbstverstandlich sind innerhalb der einzelnen Stichwérter Begriffe und Ablaufe
enthalten, die fachliches Wissen voraussetzen. Um den Umfang des Buches zu begrenz-
en und um Dopplungen zu vermeiden, sind Begriffe, die von mehreren Stichwértern
erklart werden, nur einem Stichwort zugeordnet. Es werden dann im Stichwort die je-
weils weiterfihrenden bzw. zum Verstandnis gehérenden Zusatzbegriffe als Querver-
weise mit der typischen grinen Schrift unserer Laborbiicher gekennzeichnet.

Bitte bertcksichtigen Sie dariiber hinaus, dass die in den einzelnen Stichwdrtern
berechneten Ergebnisse der Beispiele - je nach Vorgehensweise beim Rechnen (Excel/
Taschenrechner usw.) und durch Zwischenrundungen in den letzten Nachkommastellen
- leicht voneinander abweichen kénnen.

Im Onlineservice InfdxClick bekommen Sie in Excel ausgearbeitete Beispielberech-
nungen angeboten. Sie kénnen diesen Service kostenlos mit dem Zugangscode von der
1. Seite des Buchs aufrufen.

Im letzten Teil des Buches finden Sie ein ausfihrliches exemplarisches Beispiel zur
Planung und Durchfiihrung der Validierung einer analytischen Methode. Wir haben Ih-
nen bei der Beschreibung der Validierung detailliert eine praxisnahe Situation vorge-
stellt. Dartber hinaus bieten die angegebenen Hinweise der weiterfiihrenden Literatur
die Maglichkeit, Zusammenhange zu vertiefen.
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Absoluter Fehler

Der absolute Fehler F eines Messwertes bzw. eines Ergebnisses definiert sich gemaR Gl.
A, aus der Differenz des durch die Analyse gefundenen Wertes («Ist-Wert») und dem
«richtigen Wert», auch als Soll-Wert bezeichnet.

F = Istwert - Sollwert (Gl. AY)

Der absolute Fehler ist mit einem positiven oder negativen Vorzeichen versehen. Die
Einheit des absoluten Fehlers ist identisch mit der Einheit des Ist- bzw. Soll-Wertes.

Beispiel

Mittels einer HPLC-Methode wird im Rahmen einer Richtigkeitsiberprifung eine Wirk-
stofflosung vermessen, deren Massenkonzentration mit 5 = 0,15 g/L genau bekannt
ist (Referenz). Der Ist-Wert nach erfolgter Analyse betragt 8 = 0,14 g/L. Setzt man die
Werte in Gl. A, ein, ergibt sich gemal Gl. A, ein absoluter Fehler von F = - 0,01 g/L.

F=0,14g/L-0,15g/L=-0,01g/L (Gl A)

Der relative Fehler f ergibt sich durch Bildung des Quotienten aus absolutem Fehler
und bekanntem Soll-Wert.

Abweichung

Als Abweichung wird bei einer Messung die Differenz zwischen dem Messwert und
dem Erwartungswert (wahrer Wert) bezeichnet.

Dies kann z.B. die Differenz der Anzeige eines UV-Vis-Spektralfotometers sein, das
fir einen Filter eine Extinktion von 0,588 anzeigt, wobei der Erwartungswert bei 0,595
liegt. Die Abweichung betragt hier 0,007. Zeigt das Fotometer diese Abweichung iber
mehrere Prifperioden an, spricht man von einer systematischen Abweichung (syste-
matischer Fehler). Wird nur bei einer Prifperiode dieses Messergebnis erhalten, nennt
man dies zufallige Abweichung (zufélliger Fehler). Jegliche Abweichungen sollten auf
ihre Ursache hin untersucht werden.

Statistische GroBen wie die Standardabweichung s, Reststandardabweichung s,
oder die relative Verfahrensstandardabweichung Vy, werden zur Bewertung von Mess-
werten und deren Abweichung berechnet.

Der Begriff Abweichung wird auch im Qualitatsmanagement verwendet. Eine Ab-
weichung ist in diesem Bereich z.B. die Nichteinhaltung einer bestehenden Standard-
arbeitsanweisung. Im Laborumfeld wird haufig anstatt von Abweichung der Begriff
Fehler verwendet. Auch der englische Begriff Bias beschreibt die Abweichung von Ist-
Wert und dem wahren Wert.

Accuracy Profile

Im Allgemeinen werden zur Beurteilung von Validierungsdaten diese tabellarisch
zusammengetragen und dann bewertet. Beziiglich der Formatierung und Aufberei-
tung qibt es hier nattrlich enorme Unterschiede in der Ubersichtlichkeit und Verstand-
lichkeit dieser individuellen Datenzusammenstellungen. Eine Kommission der SFSTP
(Société Francaise des Sciences et Techniques Pharmaceutiques) empfiehlt als Harmo-
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A

nisierungsansatz die grafische Darstellung der Validierungsdaten, das sog. «Accuracy
Profile».

Der prinzipielle Aufbau eines «Accuracy Profiles» kann Bild A; entnommen
werden.

Bias (%)
A | I I I
I | I
I I |
|’\ 1 1 1
+A 1 1 1 |
I I I I
| I I I
| | I |
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| I I I
| | |
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Bild A, Prinzipieller Aufbau eines «Accuracy Profiles»

Auf der Abszisse ist die Konzentration ¢ aufgetragen, auf der Ordinate der syste-
matische Fehler (Bias). Die Bezeichnungen LLQ und ULQ stehen fir die untere und
obere Grenze des Arbeitsbereichs. Der Bereich von -4...+4 wird durch die Spezifika-
tion vorgegeben.

Die Richtigkeit Gber die Wiederfindungsrate WFR wurde auf den Konzentrationsni-
veaus (1...C4 bestimmt, die gestrichelte Linie gibt den mittleren Verlauf wieder. Man
erkennt, dass die WFR in Abhangigkeit von der Konzentration ¢ keinem Trend unter-
liegt. Die graue Flache ergibt sich durch Verbinden der Ergebnisse der Messungen des
zufdlligen Fehlers (Vertrauensbereich). Man erkennt aus Bild A4, dass die Streuungen
der Ergebnisse an den Randern des Arbeitsbereiches gréRer sind.

Achsenabschnitt a

Der Achsenabschnitt @ (Ordinatenabschnitt) entspricht dem Abschnitt, der entsteht,
wenn eine Funktion die y-Achse (also bei x = 0) schneidet (Bild A;). Bei einer linearen
Kalibrierfunktion nach Gl. As entspricht der Term a dem Achsenabschnitt:

y:b-x+a (G|~A3)

mit:

abhangige Variable (MessgroRe)

Steigung (Empfindlichkeit)

unabhangige Variable (z.B. Konzentration ¢)
Achsenabschnitt

Q X OTX<



Achsenabschnitt @

SignalgrofRe =y
A

1

Achsenabschnitt =
Ordinatenabschnitt a

0 >
I Konzentration ¢ = x

0

Bild A, Lineare Funktion und Achsenabschnitt @

Bei einer Polynomfunktion 2. Grades nach Gl. A, entspricht a ebenfalls dem Achsen-
abschnitt.

y=c-x*+b-x+a (Gl. Ay)

Formal gesehen, ist der Achsenabschnitt @ der Leerwert (Blindwert) der analytischen
Methode, da hier definitionsgemal’ die Konzentration ¢ = x = 0 ist. Das gilt jedoch nur,
wenn die Kalibrierung in der Nahe der Konzentration ¢ = 0 erfolgte bzw. wenn Varian-
zenhomogenitat tber den ganzen Arbeitsbereich herrscht.

Die Koeffizienten b, @ (und c) werden mit Hilfe von mathematischen Regressionen
aus den Analysensignalen y; und den dazugehdrigen Konzentrationen ¢ = x; erhalten.
Ist der Achsenabschnitt a einer Analysenfunktion signifikant von 0 verschieden, so
enthalt die Funktion einen systematischen Fehler. Die Priifung, ob der Achsenabschnitt
signifikant von @ = 0 verschieden ist, kann durch die Berechnung des Prognosebereichs
bei x = ¢ = 0 mit P = 95% erfolgen. SchlieRt der Prognosebereich des Achsenabschnitts
den «0»-Wert mit ein, so ist zwar formal ein Achsenabschnitt vorhanden, aber er ist
nicht signifikant von «0» verschieden und kann statistisch vernachlassigt werden (Bild

A3).

SignalgroBe = y - SignalgroBe = y
A - A

. - :
V
0 - > 0 - —>
Konzentration ¢ = x L- Konzentration ¢ = x
0 0
Achsenabschnitt signifikant Achsenabschnitt nicht
von 0 verschieden signifikant von 0 verschieden

Bild A; Achsenabschnitt signifikant und nicht signifikant von «0» verschieden
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SchlieBt der Prognosebereich den «0»-Wert mit ein, ist eine lineare Funktion auch
«proportional». Mit diesem Analysenverfahren kann u.U. eine 1-Punkt-Kalibrierung
durchgefihrt werden.

Ist der Achsenabschnitt signifikant groRer oder kleiner als @ = 0, kann der syste-
matische Fehler dadurch eliminiert werden, dass beim Auswertevorgang der Achsen-
abschnitt @ mit in die Rechnung eingeht.

Ein negativer Achsenabschnitt g, bei dem die Funktion die y-Achse unterhalb von
y = 0 schneidet, weist meistens auf eine nicht ausreichend vorhandene Selektivitat
des Verfahrens hin.

Akkreditierung

Unter einer Akkreditierung versteht man allgemein den Nachweis und die Anerken-
nung der Kompetenz, mit der ein bestimmter Auftrag, eine genau definierte Prifung
oder eine bestimmte Dienstleistung ausgefihrt wird. Hauptziel einer Akkreditierung
ist der Abbau von Handelsbeschrankungen, die z.B. durch Mehrfachanalysen beim Pro-
duzenten und beim Kaufer bzw. Kunden entstehen kénnen. Durch die gegenseitige
Anerkennung vergleichbarer Ergebnisse werden diese Beschrankungen und Mehrfach-
analysen abgebaut oder ganz beseitigt. Das schliel8t ein, dass das akkreditierte La-
bor jederzeit richtige und prazise Ergebnisse liefert und unabhdangig vom Einfluss des
Auftraggebers handelt.

Die Akkreditierung fir die Arbeitsweise von Prif- und Kalibrierungslaboratorien
wird fir den Laborbereich Gber die DIN EN 1SO 17 025 geregelt. Das Labor wird von
einer Expertengruppe einer unabhangigen Akkreditierungsstelle mittels Begehungen
sowie Audits (Auditierung) geprift und nach der Erteilung der Akkreditierung in jahrli-
chen Begehungen iberwacht. Die Gberwachenden Organisationen sind sog. Akkredi-
tierungsstellen, wie z.B. DACH und DAP. Die 1SO 17 025 enthalt u.a. [A1]:

O Fihrungs- und Managementanforderungen an ein wirksames QS-System,
Q Arbeitsweisen zur Durchfihrung kompetenter Analysen,

Q Kalibrierung und Qualifizierung von Gerdten,

Q validierung von Messverfahren,

Q Erstellungsanforderungen von Prifberichten und

O Interpretation von Ergebnissen.

Néheres siehe DIN EN 1SO 17 025. Die Kompetenz des Priiflabors kann auch iber die
Beteiligung an Ringversuchen beurteilt werden.

Akzeptanzkriterium

Unter einem Akzeptanzkriterium (lat. «accipere» fir annehmen, billigen, gutheiBRen)
versteht man ein schlissiges Kriterium zur Annahme oder zur Ablehnung eines Ergeb-
nisses. Annahme oder Zuriickweisung des Ergebnisses entscheiden Gber die jeweilige
zu belegende Aussage (z.B. iiber die Prazision).

Beispiel

Wird der Akzeptanzwert bei der Prazisionsuntersuchung auf den Variationskoeffizien-
ten VK < 2% gelegt und man erhdlt aus einem Wiederholexperiment einen VK = 3,5%,
dann ist das Akzeptanzkriterium nicht erfillt und die Prazision des analytischen Ver-
fahrens reicht nicht aus. Die Prazision muss durch geeignete Mallnahmen verbessert
werden. Wére VK < 2%, sollte trotzdem (iberpriift werden, ob keine Ausreier und
keine Trends in der Datenreihe enthalten sind.



Analysenergebnis

Alpha-Fehler (o-Fehler)

Diesen Fehler nennt man auch «Fehler 1. Art», «Produzentenrisiko» oder «falscher
Alarm».

Bei jedem statistischen Test wird zunachst eine «Nullhypothese» H, aufgestellt.
Darunter versteht man eine Behauptung, die eine grundlegende Aussage iber die
Grundgesamtheit macht. Die 2. Behauptung, die im Gegensatz zur Nullhypothese Hy
steht, nennt man «Alternativhypothese» H; (oder Gegenhypothese).

Bei der Auswahl, ob die Nullhypothese Hy nicht abgelehnt («nicht nein») oder
abgelehnt («nein») wird, kénnen natirlich Fehler entstehen. Je nach dem, wie sich
der gemachte Fehler auswirkt, unterscheidet man in Alpha-Fehler (Fehler 1. Art) und
Beta-Fehler (Fehler 2. Art). Die Einteilung der Fehler wird am Beispiel eines Ausreiler-
Tests erlautert.

Als Nullhypothese H, wird die Aussage «die Datenreihe ist ausreilerfrei» auf-
gestellt, die Alternativhypothese H, ist demnach «die Datenreihe enthalt Ausreier».
Wird die Nullhypothese H, «die Datenreihe ist ausreiRerfrei» aufgrund eines Tests
irrtimlicherweise abgelehnt, obwohl sie richtig gewesen ware (sie enthalt tatsachlich
keinen AusreiBer!), nennt man diesen Fehler «Alpha-Fehler» oder «Fehler 1. Art». Das
Auftreten des Alpha-Fehlers ist unvermeidlich, man kann aber dafir sorgen, dass die
Nullhypothese Hy nicht voreilig abgelehnt wird.

Der B-Fehler oder «Fehler 2. Art» ist der Fehler, der entsteht, wenn die Nullhypo-
these Hy «die Datenreihe ist ausreiBerfrei» nicht abgelehnt wird, obwohl sie falsch ist,
weil sie AusreiBer enthalt. In Tabelle A; sind beide Fehlerarten zusammengefasst.

Tabelle A; Hypothese und Fehlerarten

Nullhypothese H, Nullhypothese H,

wird nicht abgelehnt wird abgelehnt
Nullhypothese Hy ist wahr richtige Entscheidung Alpha-Fehler (1. Art)
Nullhypothese Hy ist falsch Beta-Fehler (2. Art) richtige Entscheidung

Alternativhypothese H,

Die Behauptung, die eine grundlegende Aussage ber die Grundgesamtheit macht,
bezeichnet man als Nullhypothese Hy. Die 2. Behauptung, die im Gegensatz zur Null-
hypothese Hy steht, nennt man «Alternativhypothese» H; (oder Gegenhypothese). Mit
einem statistischen Test kann man mit einer vorgegebenen Wahrscheinlichkeit (bzw.
Irrtumswahrscheinlichkeit) feststellen, ob die Nullhypothese H, nicht abgelehnt
(«nicht nein») oder abgelehnt («nein») werden soll. Im letzten Fall wird der Alterna-
tivhypothese H; der Vorzug gegeben. Beispiele findet man unter Nullhypothese H,.

Analysenergebnis

Das Analysenergebnis ist eine berechnete Grofle aus Messwerten. Eine Messung an
einem Gerdt ergibt einen Messwert. Dieser Messwert kann z.B. die Extinktion einer
Coffeinlosung am UV-Vis-Spektralfotometer sein. Durch eine vorher gefundene, giltige
Kalibrierfunktion kann aus dem Messwert die Konzentration an Coffein berechnet
werden. Jede Messung unterliegt einer gewissen Messunsicherheit. Nach einer Mehr-
fachbestimmung der Extinktion, z.B. der Coffeinlésung, wird aus den berechneten
Analysenergebnissen der Mittelwert x gebildet.
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Dieser Mittelwert wird haufig mit dem berechneten Vertrauensbereich VB
zusammen als Analysenergebnis angegeben, z.B.:

m(Coffein) = x = VB = 0,2 mg/L = 0,003 mg/L.

Analysenmethode

In der Analytik gibt es verschiedene Analysenmethoden. Dazu zéhlen z.B. HPLC, GC,
UV-Vis, DC, MS und die Titration. Muss fir eine neue Aufgabenstellung eine geeignete
Analysenmethode ausgesucht werden, sind verschiedene Aspekte zu beachten.

O Welche Methode kann aufgrund der physikalischen Beschaffenheit der Probe
eingesetzt werden?

Q Ist die Methode selektiv genug fiir meine Problemstellung?

QO Konnen geforderte Spezifikationen (z.B. Standardabweichung) eingehalten
werden?

Weitere Randbedingungen wie Personalbedarf und zeitlicher Aufwand sind eben-
s0 zu bericksichtigen. Im Pharmabereich, im Pflanzenschutz und in der Lebensmittel-
industrie sind Analysenmethoden und die Analysenverfahren haufig vorgeschrieben
(z.B. Arzneibuch).

Analysenprobe

Die Analysenprobe ist die Probe, die direkt mit dem Analysenverfahren untersucht
wird. Sie kann durch verschiedene Arten der Aufarbeitung wie z.B. Verdiinnen, Filtrie-
ren, Sdulenchromatographie oder Extraktion aus der Urprobe gewonnen werden. Bei
der Aufarbeitung soll der Analyt in der Analysenprobe nicht verandert werden. Aus-
nahmen sind gezielte Derivatisierungen (z.B. Austausch einer polaren Gruppe durch
eine weniger polare Methylgruppe zur Erhohung der thermischen Stabilitat fir eine
GC-Analyse). In seltenen Fallen kann die Urprobe direkt als Analysenprobe untersucht
werden.

Analysenverfahren

Das Analysenverfahren umfasst alle Tatigkeiten rund um eine Analyse. Dies beginnt
bei der Auswahl einer geeigneten Analysenmethode. Zum Verfahren gehéren weiter-
hin die Vorbereitung der Probenahme und die Probenahme selbst. Es folgt die Aufar-
beitung der Probe (Probenvorbereitung), die eigentliche Messung der Probe und die
Auswertung. Erganzend schlieBt die Dokumentation aller vorangegangenen Teil-
schritte das Analysenverfahren ab. In vielen Anwendungsgebieten diirfen nur Verfah-
ren eingesetzt werden, deren Eignung fiir die Aufgabenstellung zuvor durch eine Va-
lidierung bewiesen wurde. Im Bereich der Pharma- und Lebensmittelindustrie gibt es
eine Vielzahl an vorgeschriebenen Analysenverfahren (z.B. im Arzneibuch).

ANOVA, einfaktorielle

Mit einer einfachen oder einfaktoriellen Varianzanalyse (Analysis of Variances,
ANOVA) kann gepriift werden, ob und wie sich eine Datenserie (Reihe) von einer
anderen Serie unterscheidet. Dazu werden Streuungen innerhalb und zwischen Serien
statistisch verglichen. ANOVA ist die mathematische Grundlage zur Berechnung von



ANOVA

Daten aus Ringversuchen. Kenndaten, die mit Hilfe der ANOVA erhalten werden, kon-
nen zur Bewertung der Robustheit dienen. Die Vorgehensweise bei der Durchfiihrung
der ANOVA veranschaulicht ein Beispiel.

Beispiel

Fur einen ringversuchahnlichen Vergleich mehrerer Laboratorien soll eine stabile und
homogene Probe jeweils 4-mal inklusive aller Analysenschritte analysiert werden. Die
Werte sollen mit Hilfe der ANOVA daraufhin iberpriift werden, ob die Ergebnisse zwi-
schen den Laboratorien signifikant oder nur zuféllig groRere Streuungen aufweisen als
die Werte, die jeweils innerhalb der Laboratorien ermittelt wurden. Ist ein signifi-
kanter Unterschied zwischen den beiden Streuungsarten («zwischen» und «inner-
halb») nachweisbar, weist dies oft auf ein nicht ausreichend robustes analytisches
Verfahren hin.

Es wurden in 4 Laboratorien mit jeweils der gleichen Probe je 4 Bestimmungen

vorgenommen. Die Ergebnisse sind in Tabelle A, aufgefiihrt. Zugunsten der Ubersicht
sind die Einheiten nicht aufgefihrt.

Tabelle A, Ergebnisse der Untersuchung (ppm Analyt)

Labor Nr. 1 Labor Nr. 2 | Labor Nr. 3 Labor Nr. 4
j=1 j=2 j=3 j=4

Probe Nr. 1,7 =1 231 244 225 237

Probe Nr. 2,i=2 238 235 234 237

Probe Nr. 3,i=3 231 241 231 231

Probe Nr. 4,i=4 229 239 229 242

Zunachst werden fir die Werte innerhalb jedes Laboratoriums (von j = 1 bis j = 4) der
Mittelwert x und die Standardabweichung s berechnet (Tabelle As).

Tabelle A; Mittelwerte und Standardabweichungen (ppm Analyt)

Labor Nr. 1 Labor Nr. 2 Labor Nr. 3 Labor Nr. 4

j=1 j=2 j=3 j=4
Probe Nr. 1,7 =1 231 244 225 237
Probe Ni.2,i=2 238 235 234 237
Probe N..3,i=3 231 241 231 231
Probe Ni.4,i=4 229 239 229 242
Anzahl L 4 4 4 4
Mittelwert ; 232,25 239,75 229,75 236,75
thawngiacﬁ;ng ! 3,95 3,77 3,77 4,50

Bei allen Kenndaten und den daraus abgeleiteten Groen wird vorausgesetzt, dass
die Einzelwerte nur «zuféllig» vom Mittelwert abweichen. Daher sollte man entweder
die Mittelwerte mit einem Test der «MaNDEL-h-Statistik» oder mit einem AusreilRer-

Test vor der eigentlichen ANOVA iberprifen (CocHrON-Test mit P = 95%; F-Test mit
P = 99%).
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Ein Ausreifer-Test nach Grugss auf dem Niveau von P = 95% ergab, dass keiner
der 4 Mittelwerte als AusreilRer zu erkennen ist.

Als ndchstes muss berprift werden, ob alle Einzelstandardabweichungen s;...s4
aus «gleichwertigen» Datenreihen stammen, d.h., ob sie einer gemeinsamen Grund-
gesamtheit angehdren kdnnen. Bei 2 Datenreihen ware der F-Test anwendbar. Liegen
aber mehr als 2 Datenreihen (Serien) vor und ist die Datenanzahl in jeder Serie gleich,
kann zur Uberprifung der Varianzenhomogenitét der CocHran-Test benutzt werden.
(Die Einheiten wurden zugunsten der Ubersichtlichkeit weggelassen.)

In Tabelle A; enthalt Labor Nr. 4 mit s, = 4,50 die groSte Standardabweichung,
daher wird die Varianz s? dieses Laboratoriums Nr. 4 im Zahler der Gl. As beriick-
sichtigt.

PG = Szmax = 4’502 =
35} 3,952 +3,772 +3,77% + 4,502

0,315 (Gl. As)

Die PriifgroBe PG wird mit der CocHrAN-Tabelle (siehe Anhang) verglichen, wobei
k die Anzahl der Laboratorien ist (k = 4) und f die Anzahl der Freiheitsgrade pro Labor
(f=N;=1=4-1=3). Aus der Tabelle mit P = 95% (a = 0,05) kann der Schrankenwert
0,6841 entnommen werden. Da die Prifgrole PG kleiner als der Schrankenwert (Ta-
bellenwert) ist, kann nach CocHrAN auf dem Niveau von P = 95% davon ausgegangen
werden, dass Varianzenhomogenitat zwischen allen Laboratorien herrscht.

Als ndchstes wird die «durchschnittliche Standardabweichung» s; aus allen Labor-
standardabweichungen s; berechnet. Es gelten Gl. A und GI. Az

Kk
N=Y Li=4+4+4+4=16 (Gl. Ag)
=1
2= Zk (Li-1)-s2 (Gl. A7)
TNk 21! j -
mit:

N Gesamtzahl aller Analysen (N = 16)

k  Gesamtzahl der Laboratorien (k = 4)

Lj  Analysen pro Laboratorium (L;...L4 = 4)

s;  Standardabweichung der Laboratorien j = 1 bis j = 4
mittlere Varianz «innnerhalb der Laboratorien»

Die mittlere Varianz s? innerhalb aller Laboratorien (Serien) betrdgt nach Gl. Ag:

2= ((4-1)-3,952+ (4-1) 3,772+ (4-1) - 3,772 + (4-1) - 4,502) = 16,07

16 -4
(Gl. Ag)

Die daraus durch Radizieren berechnete Standardabweichung s, reprasentiert eine
durchschnittliche Standardabweichung innerhalb der Laboratorien (Gl. Ay):

s, = \/s2 =\/16,07 = 4,01 (Gl. Ag)

Die Standardabweichung s, wird auch als Wiederholstandardabweichung bezeichnet.

Als nachstes wird die Streuung zwischen den 4 Laboratorien berechnet. Dazu
muss zunachst ein Gesamtmittelwert X (das ist der «Mittelwert aller Mittelwerte»)
nach Gl. A,y berechnet werden.



ANOVA

1 K -
X= N J§=:1 LJ . Xj (GI A'IO)

Fur die vorliegende Messreihe kann nach Gl. A4 ein Gesamtmittelwert X von 234,63
berechnet werden.

X= 11_6 (4 232,25+ 4-239,75 + 4 - 229,75 + 4 - 236,75) = 234,63 (Gl Ayp)

Die Varianz der Werte zwischen den Laboratorien (s2) kann mit Gl. A;, berechnet
werden.

1 & o
S§=F'j:1[j‘()(j—X)2 (GI.A‘]Z)
2= 4%1 -[4-(232,25-234,63)% + ... + 4 - (236,75 - 234,63)?| = 80,25  (Gl.
As3)

Durch Radizieren des Ergebnisses aus Gl. A3 erhalt man die Standardabweichung der
Daten zwischen den Laboratorien (Serien):

s, =\/80,25 = 8,96 ppm (Gl. Aqy)

Beim Vergleich der beiden Standardabweichungen («innerhalb der Laboratorien» und
«zwischen den Laboratorien») fallt auf, dass der Wert «zwischen den Laboratorien»
deutlich gréBer ist, als der «in den Laboratorien». Es muss nun geprift werden, ob
beide Werte «signifikant» oder nur «zuféllig» voneinander verschieden sind. Eine
Uberpriifung, ob der Unterschied «signifikant» oder nur «zufallig» ist, kann mit dem
F-Test vorgenommen werden. Es wird das Signifikanzniveau von P = 99% empfohlen.
Zur Berechnung der PriifgroRe PG wird die gréBere Varianz durch die kleinere dividiert
(Gl A15)2

PG:ﬁzﬁzso,zsz

5% 5r2 16,07

Mit f; = k-1=3und f, = N- k = 12 kann aus der F-Tabelle (im Anhang Anh,) ein
Schrankenwert von 5,953 (P = 99%) abgelesen werden. Auf diesem Niveau kann ein
signifikanter Unterschied nicht nachgewiesen werden (4,99 < 5,953), die Unter-
schiede sind zufallig. Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass das Verfahren ausrei-
chend robust sein konnte.

Sollte bei einer ANOVA-Untersuchung («zwischen den Laboratorien») s; kleiner
sein als s, («innerhalb der Laboratorien»), geht man davon aus, dass keine signifi-
kanten Abweichungen bestehen und der F-Test ganz entfallen kann.

Die Vergleichsstandardabweichung s, setzt sich aus der Wiederholstandardabwei-
chung s; und der Standardabweichung zwischen den Laboratorien s; zusammen
(Gl. Aqg).

Sp =\ /5% + 5% (GI A16)

Fir unser Beispiel ware die aus der Wiederholstandardabweichung und der Standard-
abweichung zwischen den Laboratorien zusammengesetzte Vergleichsstandardabwei-
chung sz nach Gl. Ay; sg = 9,81.

sz =\/16,07 + 80,25 = 9,81 (Gl. Aqy)

4,99 (Gl. Ass)
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Die einfaktorielle ANOVA ist die Grundlage zur Berechnung von Ringversuchsdaten.
Allerdings sollten bei Ringversuchen nach DIN 38 402 in mindestens k = 8 Laboratori-
en die Mindestanzahl von M = 3 Proben untersucht werden. Die 3 Proben sollten den
gesamten Arbeitsbereich abdecken. Dabei wird eine L = 4-fach-Bestimmung pro Probe
empfohlen.

Eine «einfaktorielle ANOVA» kann auch mit Excel-Funktionen durchgefihrt werden.
Dazu kann der Funktionsassistent benutzt werden: Unter Hauptmenii/Extras kénnen
die «Funktionsanalysen» aufgerufen werden. Ggf. sind sie vorher zu aktivieren (siehe
Excel-Handbuch).

Nach der Auswahl der «einfaktoriellen Varianzanalyse» kann «alpha» (hier 0,01 fir
P = 99%) eingegeben und der Tabellenbereich (z.B. neues Arbeitsblatt) benannt wer-
den (geordnet nach Spalten). Man erhalt die Daten nach Tabelle A,.

Tabelle A, Ergebnis der Excel-ANOVA

ANOVA: einfaktorielle Varianzenanalyse

Zusammenfassung

Gruppen Anzahl Summe  Mittelwert  Varianz

Spalte 1 4 925 232,25 15,5833

Spalte 2 4 959 239,75 14,25

Spalte 3 4 919 229,75 14,25

Spalte 4 4 947 236,75 20,25

ANOVA

Streuungs-  Quadrat-  Freiheits- mittlere PriifgroBe  kritischer

ursache summen  grade Quadrat- F-Wert
(5S) (df) summe (MS) (F)

Unterschiede 240,75 3 80,25 4,9896 5,95252914

zwischen

den Gruppen

innerhalb der 103 12 16,083

Gruppen

Gesamt 433,75 15

Man erkennt, dass in der Tabelle die PrifgroRe PG (4,9896), die beiden Varianzen s?
und (80,25 und 16,08) und der kritische F-Wert (5,952...) mit den manuell berechne-
ten Werten nahezu identisch sind.



Aquivalenztest

Aquivalenz-Test

Durch einen statistischen Test ist es mdglich, einen Unterschied zweier Parameter
(z.B. zwischen einem Mittelwert X und einem Sollwert $) auf einem bestimmten
Niveau nachzuweisen. In der Praxis missen aber oft Unterschiede zu einer «starren»
kundenorientierten Spezifikationsgrenze nachgewiesen werden, die vom Kunden
festgelegt und damit nicht von statistischen KenngroBBen abhangig ist. Diese Unter-
schiedsfeststellung leistet ein Aquivalenztest. 2 Aquivalenz-Tests werden hier vorge-
stellt:

QO Aquivalenztest 1: Unterschied Mittelwert zu Sollwert,
QO Agquivalenztest 2: Unterschied zweier Mittelwerte.

1. Aquivalenztest: Unterschied Mittelwert zu Sollwert

Der Unterschied zwischen dem Mittelwert X von Analysenergebnissen einer Stichpro-
benreihe und einem vorgegebenen Sollwert S wird als Mal fiir den systematischen
Fehler und damit fir die Richtigkeit herangezogen. Dieser Unterschied wird bei einem
Sollwert-t-Test oft aufgrund kleiner Standardabweichungen (also durch eine hohe
Prazision) signifikant, obwohl der Unterschied zwischen dem Sollwert S und dem
Mittelwert x fir den Kunden durchaus noch akzeptabel ware. In Gl. A5 zur Berech-
nung der Prifgroe PG fur den Sollwert-t-Test lasst sich der Einfluss der Standardab-
weichung s auf die Prifgrée PG qut erkennen:

pe=22S oy (Gl. Arg)
mit:

PG PrifgroBe

X Mittelwert

s Standardabweichung

S Sollwert

N Anzahl der Proben

Bei einer kleinen Standardabweichung s (hohe Prazision) wird die Prifgroe PG grofl
und Uberschreitet dann oft den zuldssigen Schrankenwert.

Was jedoch vielfach in der Praxis benétigt wird, ist eine Untersuchung, ob der
Unterschied zwischen dem Sollwert S und dem Mittelwert x fir den Kunden effektiv
«signifikant» oder «nicht signifikant» ist. Dazu sind kundenspezifische Spezifikations-
grenzen notwendig.

Vorgegeben ist eine Referenzlosung mit einem Sollwert S und als Spezifikations-
grenze ein fir die Praxis akzeptabler Abstand A (z.B. +2%). Weiterhin wird mit einem
zu prifenden Analysenverfahren die Referenzlosung unter Wiederholbedingungen
mehrfach analysiert. Man erhdlt den Mittelwert x der Stichprobenreihe und die Stan-
dardabweichung s des Verfahrens. Daraus lasst sich nach Gl. A;9 das Konfidenzintervall
KI berechnen:

Kl =

I

+ ’?ASI (Gl. Aq)

Es kénnte nun sein, dass eine der beiden Grenzen des Konfidenzintervalls den akzep-
tablen Abstand des Sollwertes nicht mehr mit einschlieBt (Bild A,). Dies wiirde ein
klassischer Sollwert-t-Test iibersehen, denn der Sollwert-t-Test priift nur den Abstand
des Sollwertes S zum Mittelwert x.
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Mittelwert X

[ Konfidenzintervall ——¥

Sollwert S
und akzeptabler Abstand A

Bild A; Messwert, Konfidenzintervall und akzeptabler Abstand A des Sollwertes

Der Aquivalenz-Test unterscheidet sich vom klassischen Sollwert-t-Test durch einen
Vergleich zweier Intervalle. Das 1. Intervall entsteht, wenn der Sollwert S einer un-
teren bzw. oberen Akzeptanzgrenze A zugeordnet wird. Diese Akzeptanzgrenzen
konnen durch Behdrden, Reqularien oder durch firmeninterne Vorgaben bestimmt
sein. Im Rahmen analytischer Transferaufgaben wird z.B. oft eine Akzeptanzgrenze
von A = + 20 vorgeschlagen (Bild As).

Sollwert S
und akzeptabler Abstand A

Bild A;  Sollwert S und akzeptabler Abstand A

Das 2. Intervall wird durch die obere bzw. untere Grenze des Konfidenzintervalls
nach Gl. Ayo und Gl. A,; gebildet. Das Testen der Intervalle mit Hilfe des Aquivalenz-
tests erfolgt iber den Vergleich des Konfidenzintervalls mit den vorher festgelegten
Akzeptanzgrenzen. Sobald eine der Grenzen des Konfidenzintervalls auBerhalb des
Akzeptanzbereiches liegt, wird auf Nichtaquivalenz geschlossen (Bild Ay).

Mittelwert X Mittelwert x
Konfidenzintervall Konfidenzintervall
[ | [ |
[ 1 [ I
Sollwert S Sollwert S
und akzeptabler Abstand A und akzeptabler Abstand A
Nichtdquivalenz Aquivalenz

Bild A, Aquivalenz und Nichtdquivalenz

Die Abschatzung der Aquivalenz wird iiber zwei PriifgroBen vorgenommen. Zur Be-
rechnung der beiden Prifgréen PG, und PG, dienen Gl. Ay, und Gl. A,



Aquivalenztest

~

S

PGUZS-)_(-W (GI Azo)
PG, =S-X+ i/Nt (Gl. Ayy)
mit:

PG, PrifgroBe unten
PG, Priifgrof3e oben

S Sollwert

X Mittelwert der Ergebnisse der Stichprobe

s Standardabweichung der Stichprobenergebnisse

t  t-Faktor der einseitigen t-Tabelle mit f = N - 1 und (empfohlenen) P = 95%

Der Aquivalenztest zeigt auf dem Niveau von P = 95% keine Unterschiede zwischen
beiden Intervallen, wenn

-A = PG, und PG, = A
ist, wobei A der absolute Akzeptanzwert ist (also nicht in %!).

Beispiel
Ein Labor hat N = 6 Proben analysiert. Deren Kenndaten sind:

Mittelwert X = 98,8 mg
Standardabweichung s = 0,85 mg
N=56

Der Sollwert betragt S = 100 mg, der akzeptable Abstand wird mit A = £2 mg
(% 2%) festgelegt, der Test soll auf dem Niveau von P = 95% erfolgen. Der t-Faktor
nach der einseitigen t-Tabelle (Anhang Anhq3) mit f=N-1=6-1=5und P = 95%
betragt 2,015.

Die Priifgré3e nach unten (PG,) kann mit Gl. A,, berechnet werden:

0,85 mg - 2,015
i3

Die Priifgré3e nach oben (PG,) kann mit Gl. A,3 berechnet werden:

o st
PG, =5-X-——=100mqg-98,8 mqg - =0,501 m Gl. A
u VN g g 0,001 mg ( 22)

St _ 100 mg-98,8 mg+ 22 M 2015 _ 4 409 mg (Gl. Ays)
N ' V6 B

PGy =S-X+

Die Bedingungen -A = PG, und PG, = A (-2 mg = 0,501 mg und 1,899 mg
= 2 mgq) werden eingehalten, somit sind der Sollwert S und der Mittelwert x dem
akzeptablen Abstand von 2% d&quivalent.

Als Vergleich dazu ist nachfolgend der Sollwert-t-Test nach Gl. A4 aufgefihrt, bei
dem ein akzeptabler Abstand A keine Rolle spielt.

x - 5| 98,8 mg - 100 mg
PG= === VN = 0,85 mg /6 = 3,458 (Gl. Az)
Der Schrankenwert mit P = 95% und f = 6 - 1 = 5 betragt 2,571 (zweiseitig), damit
gdbe es auf diesem Signifikanzniveau einen Unterschied zwischen dem Sollwert S und
dem Mittelwert x.

23



24

2. Aquivalenztest: Unterschied zweier Mittelwerte

Die Unterschiede zwischen Mittelwerten zweier Stichprobenreihen sind z.B. zur Beur-
teilung der Richtigkeit eines neuen analytischen Verfahrens vergleichbar, wenn die
Ergebnisse (Mittelwerte) des neuen Verfahrens mit denen eines bereits validierten
Verfahrens verglichen werden.

Zur Durchfihrung des Aquivalenztests auf Mittelwertunterschiede zweier Datenrei-
hen wird zunachst der akzeptable Abstand A beider Mittelwerte festgelegt. Meistens
betragt dieser akzeptable Abstand 1...3%. Dann wird aus den Varianzen der beiden
Datenreihen mit einem einfachen F-Test geprift, ob keine Varianzeninhomogenitat
nachgewiesen werden kann (empfohlen wird das Signifikanzniveau P = 99%). Sind
die varianzen nicht homogen, ist der Aquivalenztest nicht sinnvoll. Sind die Varianzen
homogen, kann nach Gl. A,; eine gemeinsame (gepoolte) Standardabweichung s4
berechnet werden:

4 [(Ny=1) 83+ (N = 1) - 83
54 = \/ N1 +N2‘2 (Gl A25)

Danach werden die beiden PrifgroRen PG, und PG, mit Gl. Ays und Gl. Ay; berech-
net:

% -%l+A , [N, N,

PG, = 5 N+ Ny (Gl. Az)
A-1%-% , [N;-N;

PGZ = Sq ! N1 T N2 (GI A27)

mit:

PG, PrifgroRe 1

PG, PrifgroRe 2

sq gemeinsame Standardabweichung
A akzeptabler Abstand

X Mittelwert 1

%  Mittelwert 2

N;  Anzahl der Daten in Reihe 1

N, Anzahl der Daten in Reihe 2

Dann werden die beiden PriifgroBen PG, und PG, mit den Tabellenwerten der einsei-
tigen t-Tabelle mit f = f; + f, verglichen (vorgeschlagen wird P = 95%). Sind beide
PrifgréRen PG, bzw. PG, groBer als der Tabellenwert, kann auf akzeptable Aquivalenz
der Mittelwerte geschlossen werden.

Beispiel
Ein Validierlabor hat aus N = 6 Mehrfachbestimmungen einer Probe Analysenergeb-
nisse erzielt, deren Kenndaten sind:

Mittelwert X, = 100,9 mg
Standardabweichung s, = 0,85 mg
N = 6

Ein Routinelabor hat aus N = 6 Mehrfachbestimmungen mit identischer Arbeitsvor-
schrift der gleichen Probe folgende Werte erzielt:



Anwendbarkeit

Mittelwert X = 102,4mg
Standardabweichung sz = 0,95 mg
N = 6

Der akzeptable Abstand A der Mittelwerte wird mit 2,5 mg (ca. 2,5%) festgelegt, die
Untersuchung soll auf dem Niveau von P = 95% erfolgen. Als Erstes wird mit einem
F-Test Gberprift, ob beide Varianzen homogen sind (Gl. Ajs):

PG—m2—1249 Gl. A
- 0,85mg LYY = 4 ( . 28)

Der Schrankenwert betragt 5,050 (aus der F-Tabelle (Anhang) mit f; =f, =N-1 =
6-1=>5und P=95%). Die Varianzen sind homogen, da die PG kleiner als der Schran-
kenwert ist. Die gemeinsame Standardabweichung sq nach Gl. A, betrdgt 0,901 mg.

— . 2 2 ~1) . 2 2

Die PriifgréBe PG, wird berechnet mit Gl. Asq:

% -Xl+A . [N;-N, 1100,9mg-102,4mgl+25mg , /- ¢
Pa === —\\m+n, ~ 0,901 mg Ve = 1682

(Gl. Asp)

Die Priifgré3e PG, wird berechnet mit Gl. Asq:

AR -x [Ny N, _2,5mg-1100,9mg-102,4mgl | /g _
PGy = —; VNN, - 0,901 mg Veve =122

(Gl. Asy)

Der Tabellenwert der t-Tabelle (einseitig) mit f; + f, = 10 und P = 95% betragt 1,812.
Da beide Prifgroen groBer sind als der Schrankenwert der einseitigen t-Tabelle,
kann auf die Aquivalenz der Mittelwerte hinsichtlich des akzeptablen Abstandes von
A = 2,5 mg geschlossen werden.

Wirde nur ein Mittelwert-t-Test mit den Daten beider Datenreihen durchgefihrt,
bei dem der akzeptable Abstand keine Rolle spielt, erhdlt man nach Gl. As, die Prif-
gréBBe PG = 2,882.

% - % . [N;-N, 1100,9mg-1024mgl . /¢-¢
Pe="< "IN+, ~ 0,901 mg Vevg - 2882 (Gl Asp)

Der Schrankenwert wére mit f=10 und P = 95% (zweiseitig) 2,228, die Aquivalenz der
beiden Mittelwerte wiirde auf dem Signifikanzniveau von P = 95% abgelehnt.

Anwendbarkeit

Haufig ist es aus wirtschaftlichen Gesichtspunkten sinnvoll, den Validierungsparameter
Robustheit in verschiedenen zeitlichen Stufen zu iberpriifen. Die Prifung der An-
wendbarkeit einer Methode erfolgt zu einem Zeitpunkt, nachdem die Robustheit der
Methode bereits akzeptiert wurde, z.B. durch Variation der Temperatur oder des pH-
Wertes (Methodenrobustheit). Die Anwendbarkeit sollte vor dem Einsatz in der Routi-
neanalytik Gberprift werden. Hierbei miissen 2 Falle unterschieden werden:
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O Die Methode wird zukinftig nur im eigenen Labor eingesetzt.
O Die Methode soll auch aulerhalb des eigenen Labors zum Einsatz kommen.

Je nach beabsichtigtem Einsatz ist der Aufwand zur Prifung der Anwendbarkeit unter-
schiedlich groR. Soll die Methode nur im eigenen Labor zum Einsatz kommen, ist die
Laborprazision zu Gberprifen. Der Umfang hangt dabei von der konkreten Laborsitua-
tion ab. Ist hingegen vorgesehen, dass die Methode zukiinftig auBerhalb des eigenen
Labors eingesetzt wird, sollte die Prifung der Vergleichsprazision erfolgen. Wenn
mehrere Labors beteiligt sind, werden meist Ringversuche durchgefihrt. Diese besit-
zen besonders im behérdlichen Umfeld oder in Auftraglabors eine groe Bedeutung.

Aquidistanz

Beim Kalibrieren herrschen dann aquidistante Konzentrationsverhaltnisse, wenn die
fur eine Linearitatsuntersuchung hergestellten Kalibrierlésungen untereinander etwa
den gleichen Konzentrationsabstand aufweisen. Eine solche Aquidistanz ist beim Ka-
librieren anzustreben, da die gewonnenen statistischen Kenndaten (z.B. die Reststan-
dardabweichung s, und die Verfahrensstandardabweichung Vi) unter dieser Bedin-
gung die héchste Aussagekraft haben.

Arbeitsbereich

Der Arbeitsbereich ist vom angewandten Analysenverfahren abhangig. Er gibt den
Konzentrationsbereich an, fir den die Parameter Richtigkeit, Prazision und Linearitat
Uberprift wurden und Giltigkeit besitzen. Der Arbeitsbereich wird meistens durch
eine Kalibrierfunktion beschrieben. Eine Validierung umfasst die Giiltigkeitspriifung
des Arbeitsbereiches. Fir eine Quantifizierung wird der Arbeitsbereich von einer obe-
ren und einer unteren Konzentrationsgrenze eingeschlossen, wobei nicht zwangswei-
se der gesamte fur die Kalibrierung nitzliche Bereich als Arbeitsbereich angegeben
werden muss.

Die untere Konzentrationsgrenze kann iiber die Bestimmungsgrenze definiert wer-
den, also die kleinste zu quantifizierende Konzentration. Unter dieser Grenze ist die
Ergebnisunsicherheit fir eine quantitative Aussage zu gro3. Die obere Konzentrations-
grenze hangt davon ab, ob eine durch Regression gefundene Kalibrierfunktion und die
oben genannten Parameter noch giltig sind. Diese Konzentrationsgrenzen konnen
durch eine Untersuchung auf Varianzenhomogenitat Gberpriift werden.

Die ICH beispielsweise gibt Empfehlungen fir den Arbeitsbereich an. Fiir die Quan-
tifizierung eines Wirkstoffes z.B. wird der Arbeitsbereich mit der Angabe *+20% um
die Arbeitsbereichsmitte vorgeschlagen, ausgehend davon, dass die Arbeitsbereichs-
mitte die Zielkonzentration reprasentiert.

Arbeitsbereichsmitte x bzw. y

Um die Arbeitsbereichsmitte der x-Werte x berechnen zu kdnnen, werden die jewei-
ligen x-Werte (x;) summiert und die Summe durch die Anzahl der Kalibrierniveaus N
geteilt. Die Arbeitsbereichsmitte x erhdlt man aus Gl. Ass:

2Xi
x=7 (Gl. As3)



Arzneibuch

Analog erhalt man die Arbeitsbereichsmitte fur die y-Werte y nach Gl. Azy:

2y
= Wy (Gl. Azy)

Die Arbeitsbereichsmitten x und y werden zur Berechnung von Kenndaten bei einer
Regression zur Ermittlung der Regressionsfunktion benétigt.

Beispiel
Bei einer fotometrischen Messung wurden die in Tabelle As aufgefiihrten Werte auf-
genommen.

Tabelle A; Ergebnisse der fotometrischen Messung

X-Werte y-Werte
Konzentration Extinktion
in mg/100 mL

3 0,235

5 0,405

7 0,535

9 0,620
11 0,720
13 0,810
15 0,850

Die Anwendung von Gl. As3 und Gl. A3, ergibt fir die Arbeitsbereichsmitten die Werte
von Gl. Ass und Gl. Asg:

go2Xi_3+5+7+9+11+13+15
N 7

9 mg/100mL (Gl. Ass)

2 2 4 2 72 1
0= % - 0, 35 + 0, 05 + 0,535 + 0,67 0 + 0/ O + 0/8 0 + 01850 - 0 596 (GI A36)

Arzneibuch

Das Arzneibuch (Pharmakopde) ist eine amtliche Sammlung anerkannter Werke iber
die Qualitat, Analytik, Lagerung und Bezeichnung pharmazeutischer Wirkstoffe und
der daraus hergestellten Arzneimittel. Das Arzneibuch in Deutschland hat als gesetz-
liche Grundlage den § 55 des Arzneimittelgesetzes (AMG): «Das Arzneibuch hat die
Aufgabe, die Volksgesundheit mit Hilfe anerkannter, gemeinsamer Regeln zu férdern,
die von den Verantwortlichen im Gesundheitswesen und allen Personen, die sich mit
der Qualitat der Arzneimittel befassen, zu beachten und einzuhalten sind.» [A2]

Das Deutsche Arzneibuch (DAB) ist in mehr als 10 Ausgaben erschienen. Die wich-
tigsten Ausgaben sind:

Q DAB 6, 1926
O DAB 7, 1968
O DAB 8, 1978
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O DAB 9, 1986
U DAB 10, 1991

Neben den Hauptausgaben wurden noch einige amtliche Erganzungsbicher heraus-
gegeben. Neuere Ausgaben des DABs werden nach dem Ausgabejahr bezeichnet:

O DAB 2004
QO DAB 2006
O DAB 2008

Das giltige Arzneibuchsystem in Deutschland besteht zurzeit aus

Q dem Deutschen Arzneibuch (DAB 2008),
O dem Europaischen Arzneibuch (6. Ausgabe mit dem Nachtrag 6.2) und
Q dem Homoopathischen Arzneibuch (HAB 2008).

Dabei enthalt das DAB 2008 nur noch diejenigen Regeln, die im Europaischen Arznei-
buch nicht enthalten sind.

Die Festlegung der gesetzlichen Grundlagen fir das Europdische Arzneibuch (Ph.
Eur.) wurde 1965 getroffen. Die Ausarbeitung des Europdischen Arzneibuchs wird von
der «Europdischen Arzneibuch-Kommission» vorgenommen. Das Europdische Arznei-
buch wird in englischer Sprache herausgegeben und von den nationalen Behérden
amtlich Gbersetzt.

Die Arzneibiicher bestehen aus einem

Q allgemeinen Teil, in dem allgemeine Vorgehensweisen aus den verschiedenen
Pharmabereichen festgelegt sind, und aus

O Monografien, die Produktdefinitionen, Analysenverfahren auf Identitat sowie
Reinheits- und Lagerungsvorschriften enthalten.

Arzneimittel

Ein Arzneimittel ist nach § 2 des deutschen Arzneimittelgesetzes (AMG) ein Stoff oder
eine Zubereitung aus Stoffen, der oder die zur Anwendung am oder im menschlichen
bzw. tierischen Kérper dient.

Arzneimittel sind dazu bestimmt, um

Q Krankheiten, Leiden, Korperschaden oder krankhafte Beschwerden zu heilen,
zu lindern, zu verhiten oder zu erkennen,

Beschaffenheit, den Zustand oder die Funktionen des Korpers oder seelische
Zustande erkennen zu lassen,

die vom menschlichen oder tierischen Korper erzeugten Wirkstoffe oder Kor-
perflissigkeiten zu ersetzen,

Krankheitserreger, Parasiten oder kérperfremde Stoffe abzuwehren, zu beseiti-
gen oder unschadlich zu machen oder

die Beschaffenheit, den Zustand oder die Funktionen des Korpers oder seeli-
sche Zustande zu beeinflussen.

o 0O O O

Ein Wirkstoff (Arzneistoff) ist ein Stoff, der am oder im menschlichen oder tierischen
Korper zur Heilung, Linderung, Verhitung oder Erkennung von Krankheiten dient. Ein
Wirkstoff ist in Kombination mit einem oder mehreren pharmazeutischen Hilfsstoffen
Bestandteil eines Arzneimittels.

Die Herstellung von Arzneimitteln, Arzneiformen und Wirkstoffen wird von den
Bestimmungen der GMP-Regularien begleitet. Die mit der Herstellung, Wirkung, Pri-
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fung und Abgabe von Arzneimitteln befasste Wissenschaft ist die Pharmazie.

Als Arzneiform bezeichnet man die Art der Zubereitung, in der ein Arzneistoff am
oder in den menschlichen oder tierischen Korper appliziert wird. Meistens besteht
eine Arzneiform aus Wirkstoffen und Hilfsstoffen, die auf eine charakteristische Art
und Weise verarbeitet wurden.

Einteilung der Arzneiformen:

Q flissig:  z.B. Losung, Sirup, Tinktur, Injektions- und Infusionslésung
Q fest: 1.B. Pulver, Granulat, Tablette, Dragée, Pille

Q halbfest: z.B. Paste, Creme, Salbe, Gel, Lotion, (Zapfchen)

Q weitere: z.B. Pflaster, Spray, Inhalat, Implantat

Auditierung

Die einwandfreie Implementierung sowie Anwendung eines Qualitdtsmanagement-
Systems eines Unternehmens wird mit der Durchfiihrung einer Zertifizierung sicherge-
stellt. Bei der Zertifizierung wird im Rahmen einer Auditierung Uberprift, ob ein nor-
menkonformes Qualitdtsmanagementsystem betrieben wird. Auditierung kann somit
als systematischer, unabhangiger und dokumentierter Vorgang beschrieben werden,
der objektiv prift und auswertet, ob bestimmte Merkmale vorhanden sind und be-
stimmte Forderungen an Prozessen, Verfahren usw. erfillt werden. Das Audit (lat.:
Anhorung) stellt sich als Prifungsgesprach dar, in dem die Einhaltung von Qualitats-
standards im Unternehmen von einem sog. Auditor Gberprift wird. Meist werden dem
Audit durch externe Auditoren firmeninterne Audits vorgeschaltet, um Verbesserungs-
moglichkeiten zu erkennen und zeitnah umzusetzen. Auditierungen finden auch in
regelmdBigen Abstanden nach einer erfolgreichen Zertifizierung statt, um permanent
auf die Einhaltung der Forderungen und damit die Erhaltung des Zertifikates zu pri-
fen.

Wahrend die Zertifizierung und die damit einhergehende Auditierung freiwilligen
Charakter besitzt, haben die Regularien zur GMP sowie GLP Gesetzescharakter. Die
Einhaltung der GMP- bzw. GLP-Forderungen wird in Anlehnung an eine Auditierung
durch eine sog. Inspektion untersucht.

Auflosung R, zweier Peaks

Die Aufldsung R, (Resolution) beschreibt, inwieweit zwei benachbarte Peaks in einem
Chromatogramm voneinander getrennt sind. Die Auflésung Ry kann somit als MaB fir
die Selektivitat oder Sperzifitat eines chromatografischen Verfahrens dienen. Anders
als der Trennfaktor « bericksichtigt die Auflosung R, sowohl Peakbreiten als auch
Retentionszeiten-Unterschiede zweier Peaks.

Die Auflosung R, berechnet man mit Hilfe von Gl. As7:

- 1,17vih1(£R,VthztR,1) oder R, - 2 Vf/ﬁR,er WtZRJ) (@l. As))
mit:
Rs  Auflésung
fr1 Retentionszeit Peak Nr. 1
fr, Retentionszeit Peak Nr. 2
wy1 Breite Peak Nr. 1 in halber Héhe (in Minuten)



Wy, Breite Peak Nr. 2 in halber Hohe (in Minuten)
w; Breite Peak Nr. 1 am Peakful’ (in Minuten)
w, Breite Peak Nr. 2 am Peakful} (in Minuten)
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Bild A; Peaks mit Auflosungen von R, = 1,3; R; = 1,5und R = 1,7



