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Vorwort

Die Eignung von Analysenverfahren — Ein Leitfaden flr Laboratorien zur Verfahrensvalidierung und
zu verwandten Themen (2. Ausgabe) wurde 2014 veroffentlicht. Seitdem hat die Arbeitsgruppe Ver-
fahrensvalidierung Bereiche identifiziert, in denen zusatzliche Leitfaden angebracht waren. Diese zu-
satzliche Anleitung wurde in Form von erganzenden Dokumenten erstellt. Dieses erganzende Doku-
ment ist nicht flr den isolierten Gebrauch bestimmt; es sollte in Verbindung mit dem Leitfaden ver-
wendet werden.
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1 Einfiihrung und Anwendungsbereich

Blindproben sind ein wichtiges Instrument und werden wahrend eines Validierungsprozesses zur Be-
stimmung der meisten Leistungsmerkmale verwendet (siehe Abschnitt 5.4.1 im Leitfaden [1]). Sie
werden auch oft bei jedem Analyselauf wahrend der routinemdBigen Anwendung des Messverfahrens
mit einbezogen. Es gibt viele verschiedene Arten von Blindproben; bei der Erstellung des Validie-
rungsplans muss der Analytiker berlicksichtigen, welche Blindproben aufzunehmen sind. Ziel dieses
Dokuments ist es, die verschiedenen Arten von Blindproben, die bei der Verfahrensvalidierung ver-
wendet werden kdénnen, zu beschreiben und Anleitung fir Situationen zu geben, in denen es schwie-
rig sein kann, eine geeignete Blindprobenmatrix zu erhalten. Nicht alle in diesem Dokument behan-
delten Blindproben sind fiir jede Validierung notwendig; Blindproben, die wahrend der routinemai-
gen Anwendung des Verfahrens verwendet werden, z. B. zur Grundlinienkorrektur, fallen nicht in den
Anwendungsbereich dieses Dokuments. Es ist anzumerken, dass bestimmte Techniken, wie z. B. die
Chromatographie, darauf angewiesen sind, einen Peak oberhalb des Rauschens nachzuweisen. Flr
die Ermittlung bestimmter Leistungsmerkmale, wie z. B. der Nachweisgrenze und der Bestimmungs-
grenze, ist es daher notwendig, anstatt einer Blindprobe eine Probe zu verwenden, die einen niedri-
gen Analytengehalt aufweist. Weitere Anleitung hierzu finden Sie im Leitfaden in Abschnitt 6.2.2.
Abbildung 1 zeigt die verschiedenen Arten von Blindproben, die nach ihrem allgemeinen vorgesehe-
nen Verwendungszweck (Kalibrierblindproben, Verfahrensblindproben) und nach ihrer Zusammen-
setzung (Reagenzien-, Lésemittel- und Leerproben) klassifiziert sind, zusammen mit ihren Einsatz-
maoglichkeiten bei der Verfahrensvalidierung. Diese werden in den folgenden Abschnitten erldutert.

Kalibrier- Verfahrens- Reagenzien- Losemittel-
Blindprobe Blindprobe Blindprobe Blindprobe

Bestimmung Bestimmung/ Monitoring von
des Effekts des Korrektur der Verschlep-

Bestimmung
des Arbeits-

Messver- Reagenzien- pungseffekten
fahrens effekte

bereichs des
Gerats

Leerprobe

Bestimmung Bestimmung Bestimmung
von NWG und von Richtigkeit von Selektivitat

BG und Prazision und Robustheit

Abbildung 1 - Arten von Blindproben und deren Verwendung in der Verfahrensvalidierung
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2 Arten von Blindproben und deren Verwendung in der Ver-
fahrensvalidierung

2.1 Kalibrier-Blindprobe

Abschnitt 6.3 des Leitfadens behandelt das
Leistungsmerkmal Arbeitsbereich. Bei der Be-
stimmung des Arbeitsbereichs des Gerates
(d.h. des Konzentrationsbereichs in vorberei-
teten Proben, die dem Gerat zur Messung zu-
gefihrt werden kénnen) ist es notwendig, eine
Kalibrier-Blindprobe sowie die Kalibrierstan-
dards vorzubereiten und zu messen. Eine Ka-
librier-Blindprobe ist ein Kalibriernormal, das
den/die interessierenden Analyten nicht auf
nachweisbarem Niveau enthélt. Es ist notwen-
dig, jedes Signal zu bestimmen, das am De-
tektor erzeugt werden konnte, das nicht auf
die Anwesenheit des/der Analyt(en) zurtickzu-
fihren ist (dieses Signal wird als Blindwertsig-
nal bezeichnet). Bei der Bestimmung des Ar-
beitsbereichs des Verfahrens ist es notwendig,
Referenzmaterialien oder aufgestockte Proben
zu verwenden, die das gesamte Messverfahren
durchlaufen haben. In diesem Fall sollte die
verwendete Blindprobe eine Leerprobe sein,
siehe Abschnitt 2.5.

2.2 Verfahrens-Blindprobe

Eine Verfahrens-Blindprobe ist eine Probe, die
keine Matrix enthalt, aber das gesamte Mess-
verfahren durchlduft und wie eine Prifprobe
[2] analysiert wird. Bei der Vorbereitung von
Verfahrens-Blindproben wird anstelle der Mat-
rix haufig Wasser verwendet. Verfahrens-
Blindproben kénnen verwendet werden, um
Verunreinigungen oder Stérungen zu bewer-
ten, die beispielsweise durch Reagenzien oder
Probenrdéhrchen verursacht oder in einem be-
liebigen Teil des Messverfahrens eingebracht
werden.

2.3 Reagenzien-Blindprobe

Eine Reagenzien-Blindprobe ist eine Mischung
aus einem beliebigen Lésemittel und/oder Re-
agenz, die dem Detektor zur Analyse einer
Prifprobe zugefiihrt wird und die analysiert
wird, um zu ermitteln, ob sie zum Messsignal
beitragt. Reagenzien-Blindproben werden oft
bei Techniken wie der Spektrophotometrie
verwendet, um das Gerat vor der Messung von
Prifproben und anderen Blindproben auf Null
zu setzen. Eine Reagenzien-Blindprobe sollte
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auch dann einbezogen werden, wenn eine Re-
aktion (Derivatisierung, Komplexierung usw.)
mit dem Analyten in den Priifproben vor der
Analyse notwendig ist. Die Reagenzien-Blind-
probe kann zur Ermittlung jeglicher durch das
Reaktionsverfahren verursachten Stérungen
verwendet werden und sollte sowohl in den
Validierungsprozess als auch wahrend der
Routineanwendung des Verfahrens einbezo-
gen werden. Eine Reagenzien-Blindprobe ent-
halt keine Matrix.

2.4 Losemittel-Blindprobe

Eine LOsemittel-Blindprobe besteht aus
dem/den Lésemittel(n), das/die in der dem
Gerat zugefiihrten Lésung enthalten ist/sind.
Sie kann wahrend der Validierung eingesetzt
werden, um jegliche Stérungen, die im Ldse-
mittel vorhanden sein kénnen, zu bewerten.
Die Analyse von Losemittel-Blindproben direkt
nach Kalibriernormalen, Referenzmaterialien
oder aufgestockten Blindproben kann dazu
verwendet werden nachzuweisen, ob es zu ei-
ner Verschleppung von einer Probe zur nachs-
ten kommt. Sie werden haufig in chromato-
graphischen Verfahren eingesetzt.

2.5 Leerprobe

Der Leitfaden stellt das Konzept der Leerpro-
ben in Abschnitt 5.4.1 vor, wo es heiBt:

Dies sind im Wesentlichen Probenmatrices,
ohne dass Analyten vorhanden sind, z. B. eine
menschliche Urinprobe ohne eine bestimmte
Droge oder eine Fleischprobe ohne Hormon-
riickstédnde. Es ist moglicherweise schwierig,
Leerproben zu erhalten; aber solche Materia-
lien sind notwendig, um Stérungen, zu denen
es bei der Analyse von Priifproben kommen
kénnte, realistisch einzuschétzen.

Leerproben, auch Matrix-Blindproben ge-
nannt, kénnen:

e in Experimente zur Bestimmung der Selek-
tivitat des Verfahrens einbezogen werden. Die
Analyse von Leerproben kann verwendet wer-
den, um festzustellen, ob es Matrixkomponen-
ten gibt, die die Eignung der Prifmethode zur
Messung des interessierenden Analyten stéren
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kénnten [3]. (Die Selektivitat wird in Abschnitt
6.1 des Leitfadens behandelt);

e in Experimente zur Schatzung der Nach-
weis- und Bestimmungsgrenze des Verfahrens
einbezogen werden (fir Verfahren, bei denen
ein messbares Signal fir die Blindprobe erhal-
ten wird, z.B. Atomspektroskopie, siehe Ab-
schnitt 6.2 des Leitfadens);

e in Experimente zur Bestimmung des Ar-
beitsbereichs des Verfahrens einbezogen wer-
den (siehe Abschnitt 6.3.5 des Leitfadens);

e bei der Herstellung von aufgestockten Pro-
ben (wenn keine Referenzmaterialien zur Ver-
fligung stehen) fur Experimente zur Schatzung
der Richtigkeit, Prazision und Robustheit des
Verfahrens verwendet werden (siehe Ab-
schnitte 6.5, 6.6. und 6.8 des Leitfadens);

Leerproben kénnen auch Teil der laufenden in-
ternen Qualitdtskontrollverfahren sein, die
vorhanden sein missen, um die Ge-
brauchstauglichkeit des Messverfahrens im
Routineeinsatz nachzuweisen,

Es gibt jedoch Situationen, in denen ein Labor
keine Leerprobe erhalten kann. Die Analyse
von Pestizidrickstanden in Lebens- und Fut-
termitteln beispielsweise erfordert oft den Ein-
satz von Multi-Analytverfahren, mit denen das
Vorhandensein von Hunderten von Analyten
geprift wird. Eine Matrix, die keine messbaren
Mengen aller dieser Analyten enthalt, ist mdg-
licherweise nicht verfligbar, und Laboratorien
missen moglicherweise eine Matrixprobe ver-
wenden, die geringe Mengen einiger Analyten
enthalt. Andere Verbindungen sind so weit
verbreitet, dass sie in der gesamten Umwelt
vorhanden sind und es einfach keine Leerpro-
ben-Matrices gibt [4, 5].

In einigen analytischen Anwendungen beein-
flussen Matrixkomponenten das Detektorsig-
nal [6, 7, 8]. Um diese Matrixeffekte zu be-
rucksichtigen, wird die Kalibrierkurve in der
Regel unter Verwendung der Leerprobe er-
stellt. Schwierigkeiten entstehen, wenn die
Matrix variabel ist - z.B. bei verarbeiteten Le-
bensmitteln, bei denen sich die Matrixkompo-
nenten von Probe zu Probe unterscheiden.

Eine alternative Herangehensweise kann er-
forderlich sein, wenn keine Leerprobe vorhan-
den ist.
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2.6 Herangehensweisen zum Um-
gang mit Situationen, in denen
keine geeignete Leerprobe zur
Verfiigung steht

2.6.1 Blindwertkorrektur

Wir betrachten den im obigen Abschnitt 2.5
genannten Fall des Multi-Analytverfahrens flr
die Pestizidanalyse. Ein Labor, das die Selekti-
vitdt des Verfahrens nachweisen mochte,
muss dies mit einer Probe tun, die einige Ana-
lyten enthalt. Das Problem, eine Leerprobe
ohne jeglichen Analyten zu erhalten, ist be-
kannt. Die von einer Akkreditierungsstelle an-
gegebene Beschreibung der Leerprobe ist die
reine (bzw. entsprechende) Matrix oder eine
natiirliche Probe mit dem geringstmoglichen
bekannten Gehalt [9]. Wenn der Gehalt an
Analyten bekannt ist, dann kénnen alle wah-
rend des Validierungsprozesses durchgefiihr-
ten Messungen mit dem Gehalt desAnalyten in
der Probe, die anstelle einer Leerprobe ver-
wendet wird, korrigiert werden. Das Labor
muss daher den Analytgehalt in der Probe, die
es anstelle einer Leerprobe verwenden
mochte, bestimmen, um eine natirliche Probe
mit dem geringstméglichen bekannten Gehalt
zu erhalten. Die dem Laboratorium zur Verfi-
gung stehenden Optionen schlieBen ein:

e wiederholte Analyse der Probe, die anstelle
einer Leerprobe verwendet werden soll, die
zwecks Nachweises der Selektivitat in die Ver-
suchsplanung integriert ist; ein Schatzwert fir
den Analytgehalt in dieser Probe kann dann
bestimmt werden;

e ggf. Bestimmung nach dem Standardaddi-
tionsverfahren;

¢ Analyse mit einem alternativen, validierten
Verfahren (mit einer niedrigeren Bestim-
mungsgrenze);

¢ Analyse mit einem alternativen Verfahren
(mit einer niedrigeren Bestimmungsgrenze) in
einem anderen Laboratorium.

Unabhangig davon, welche Herangehensweise
verwendet wird, muss das Laboratorium si-
cherstellen, dass diese es dem Labor ermdg-
licht, die Eignung des Verfahrens flr den be-
absichtigten Zweck nachzuweisen.

2.6.2 Verwendung von Korrek-
turfaktoren fiir Kalibrierkurven
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In Fallen, in denen Matrix-Leerproben nicht er-
haltlich sind, wurden Kalibrierkurven verwen-
det, die mit Verfahrens-Blindproben und nicht
mit der Matrix erstellt wurden, gefolgt von der
Anwendung eines Korrekturfaktors auf die re-

sultierende Kalibrierkurve. [5]. Die Implemen-

tierung dieses Verfahrens erfordert den Nach-
weis, dass:

e sowohl die matrixfreie als auch die an die
Matrix angepasste Kalibrierkurven (Funkti-
onen) linear sind;

e die Beziehung zwischen der matrixange-
passten und matrixfreien Kalibrierkurve
Uber einen Zeitraum bzw. einer Reihe von
Probeninjektionen konsistent ist [7];

Dann kann ein Korrekturfaktor berechnet und
die Analyse anhand von Kalibrierkurven durch-
gefihrt werden, die mit Lésemittel und nicht
mit einer Matrix [10] erstellt wurden.

Steht eine
Probenmatrix zur
Verfiigung, die
keinen Analyten

a Ja

Nein

Steht eine
Probenmatrix zur
Verfiigung, in der
der Analytgehalt
bestimmt werden Ja

Nein

Ist es moglich, eine
simulierte Version
der Matrix zu
erstellen? Ja

Nein
Riickkehr zur
Verfahrensent-
wicklung, z. B.
alternative
Kalibrierstrategie

Leerprobenkorrektur —

Erganzung zum EURACHEM Leitfaden

Dieser Korrekturfaktor muss wahrend der rou-
tinemaBigen Anwendung des Verfahrens lber-
wacht werden, um sicherzustellen, dass er
glltig bleibt.

2.6.3 Simulierte Leerprobe

Ist eine Leerprobe nicht zu erhalten, so kann
sie in bestimmten Fallen simuliert werden.
Matrices wie Meerwasser eignen sich zur Her-
stellung einer simulierten Leerprobe durch
Auflésen geeigneter Mineralsalze in Wasser
[11, 12]. Fur die Analyse von Pflanzenmaterial
kann aschefreies Filterpapier zur Verwendung
als Blindprobe geeignet sein [2].

2.6.4 Alternative Verfahren

Sind die oben genannten Herangehensweisen
nicht geeignet, kann es erforderlich sein, dass
das Labor das im Verfahren verwendete Kalib-
rierverfahren erneut priift und eine alternative
Technik wie die der Standardaddition [13] in
Betracht zieht.

Der Prozess zur Auswahl einer Leerprobe oder
einer geeigneten alternativen Herangehens-
weise ist in Abbildung 2 dargestelit.

Leerprobe \

Fortfahren mit
Verfahrens-
validierung

Simulierte Leerprobe /

Abbildung 2 - Auswadhlen einer Leerprobe fiir die Verfahrensvalidierung
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