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Homogenitatspriufung von Ringversuchsproben

Dr. Matthias Leiterer, Thiringer Landesanstalt fir Landwirtschaft und PD Dr. Steffen
Uhlig, quo data GmbH

1 Allgemeines

In Abhangigkeit von der Probenmatrix und den im Ringversuch zu bestimmenden Para-
metern sollte eine ausreichend gute Homogenitat der Proben angestrebt werden.
Zielstellung ist dabei, dass das Ringversuchsergebnis nicht signifikant durch Inhomoge-
nitaten der Probe beeinflusst wird. Die durch zufallige Analysenfehler hervorgerufene
Streuung der Labormittelwerte (im Ringversuch ermittelte Vergleichsstandardabwei-
chung) muss fur alle Parameter deutlich gréf3er als die durch die Inhomogenitat des
Probenmaterials bedingte Streuung der Analysenwerte sein.

Fir die Prifung der ausreichenden Homogenitat der Ringversuchsproben werden die
nachfolgend aufgefuhrten Verfahren eingesetzt. Die Auswahl des Verfahrens richtet sich
dabei nach der Zielstellung des Ringversuchs, der Probenmatrix, der Art und Anzahl der
Ringversuchsparameter und der Anzahl der Proben. Die Durchfihrung und die Ergeb-
nisse der Homogenitatsprifung missen umfassend dokumentiert werden.

Prufverfahren

2.1 Prifung aller oder ausgewahlter' im Ringversuch zu untersuchenden
Parameter hinsichtlich vorgegebener maximaler Abweichungen? (z. B.:
Wiederholbarkeit, maximal zulassige Abweichungen des Messverfahrens)

Nach der Homogenisierung, Teilung und Abfullung der Ringversuchsproben wird von
allen Proben je eine Teilprobe entnommen und darin alle bzw. ausgewahlte im Ringver-
such zu prufende Parameter bestimmt. Die Analyse eines Parameters muss dabei in
einer Messserie (gleiche Kalibration) erfolgen. Die Abweichung der Einzelwerte® der
Teilproben vom ausrei3erbereinigten Mittelwert aller Teilproben darf fur keine Teilprobe
die vorgegebene Toleranzgrenze Uberschreiten. Wird die maximal zulassige Abwei-
chung fur eine oder mehrere Teilproben Uberschritten, missen diese Proben ausgeson-
dert und von einer Verwendung im Ringversuch ausgeschlossen werden. Betrifft dies
eine grofere Anzahl der Proben (z. B. mehr als 10 %), muss die Probenvorbereitung
und Homogenisierung unter verbesserten Bedingungen wiederholt werden.

' Die Auswahl von ca. 2 bis 3 Leitparametern richtet sich nach den physikalischen bzw. chemischen
Eigenschaften sowie der Konzentration des Parameters in der Probe, seiner Reprasentativitat fur
bestimmte Parametergruppen des Ringversuchs, seiner urspringlichen Zugehorigkeit zu evtl. Mi-
schungskomponenten bei der Herstellung der Probe, der erreichbaren Analysenprazision sowie dem
notwendigen analytischen Aufwand.

% Im Sonderfall kann es sich auch um ein qualitatives Ergebnis handeln (z. B. positiver Nachweis von
Salmonellen).

® Die Einzelwerte der Teilproben konnen ihrerseits aus Parallel- oder Mehrfachbestimmungen ermittelt
werden. Die Standardabweichung der Mehrfachbestimmungen sollte das 0,3-fache der zu erwartenden
Vergleichstandardabweichung nicht Gberschreiten.



2.2 Prifung aller oder ausgewahlter* im Ringversuch zu untersuchenden
Parameter durch einfache Varianzanalyse (vereinfachtes Verfahren®)

Nach Teilung und Abflullung der Ringversuchsproben wird von allen Proben je eine
Teilprobe entnommen und darin alle bzw. ausgewahlte im Ringversuch zu prufende
Parameter bestimmt. Aullerdem werden aus einer Probe mehrere (mindestens 10)
Teilproben entnommen und darin die gleichen Parameter analysiert. Die Analyse eines
Parameters muss dabei in einer Messserie (gleiche Kalibration) erfolgen.

AusreilRertest

Die Grundgesamtheit der Einzelwerte der aus allen Ringversuchsproben entnommenen
Teilproben wird mittels Grubbs-Test® auf Ausreier gepriift. Werden keine statistischen
AusreilRerwerte festgestellt, wird im Anschluss eine Varianzanalyse durchgefuhrt.
Werden statistische Ausreil’er ermittelt, sollte zuerst die Analyse dieser Proben
wiederholt werden, um die Analyse als Ursache auszuschlie®en. Wird auch durch die
Nachmessung der AusreilRerwert bestatigt, missen die betreffenden Ringversuchspro-
ben aus der Grundgesamtheit der Ringversuchsproben entfernt (aussortiert) werden.
Diese Proben durfen nicht mit in den Ringversuch einbezogen werden. Betrifft dies eine
groRere Anzahl der Proben (z. B. mehr als 10 %), muss die Probenvorbereitung unter
verbesserten Bedingungen wiederholt werden.

Im Anschluss an die Aussonderung der Ausreil3erproben werden die verbliebenen
Analysenwerte unter Einbeziehung der Ergebnisse der Nachmessung als neue Grund-
gesamtheit einem erneuten Grubbs-Test unterzogen.

Varianzanalyse

Die Varianzen s,? (s, = Standardabweichung der Messwerte des Parameters fiir alle
Ringversuchsproben) und s:? (s1 = Standardabweichung der Messwerte des Parameters
fur die Teilproben einer Ringversuchsprobe) werden mittels F-Test verglichen. Bei
Erfillung der Nullhypothese F = s,%/s1* < Fup (P; f1; f2) ist zwischen der Standardabwei-
chung des Mittelwertes aller Proben und der Standardabweichung des Mittelwertes
einer Probe kein signifikanter Unterschied nachweisbar. Dies bedeutet, dass die Streu-
ung der Analysenergebnisse zwischen den Proben und die Streuung der Analysener-
gebnisse innerhalb einer Probe sich nicht signifikant unterscheiden.

Ist F > Fip, muss die Probenaufbereitung der Ringversuchsproben unter verbesserten
Bedingungen wiederholt werden.

Die fur den F-Test verwendete Standardabweichung s; darf nicht signifikant gro3er als
die vorgegebene Wiederholstandardabweichung des Analysenverfahrens (z.B. Verfah-
renskenndaten der genormten Methode) sein und muss deutlich kleiner als die Ver-
gleichsstandardabweichung sr (s2= 3 - sr) des Ringversuches sein. Ist dies nicht der
Fall, ist eine Auswertung und Bewertung des Ringversuchs flr den betreffenden
Parameter nicht zulassig.

* Die Auswahl von ca. 2 bis 3 Leitparametern richtet sich nach den physikalischen bzw. chemischen

Eigenschaften sowie der Konzentration des Parameters in der Probe, seiner Reprasentativitat fir
bestimmte Parametergruppen des Ringversuchs, seiner ursprunglichen Zugehoérigkeit zu evtl. Mi-
schungskomponenten bei der Herstellung der Probe, der erreichbaren Analysengenauigkeit sowie dem
notwendigen analytischen Aufwand.

Die Bezeichnung “vereinfachtes Verfahren“ bezieht sich vor allem auf die Auswahl nur einer Ringver-
suchsprobe zur Ermittlung von s, sowie auf den Verzicht der Verwendung weitergehender statistischer
Verfahren (z. B. Duncan-Test) zur Charakterisierung des inhomogenen Probenmaterials nach Ableh-
nung der Nullhypothese F< Figp.

Die Anwendung des Grubbs-Tests setzt eine Normalverteilung der Daten voraus. Ist diese Vorausset-
zung nicht gegeben, missen alternative Testverfahren verwendet, z.B. Log-Transformation.



2.3 Homogenitatstest an ausgewahlten Proben

Bei hohem analytischen Aufwand ist es zweckmalRig, nicht alle Ringversuchsproben in
die Homogenitatsprifung einzubeziehen. In diesem Falle sind jedoch wenigstens 10
Proben nach dem Zufallsprinzip auszuwahlen und jeweils zweifach zu bestimmen. Dabei
ist jeweils die komplette Analyse (Aufschluss/Extraktion und Messung) des betreffenden
Parameters zu wiederholen. Mittels einer Varianzanalyse wird dann die Summe der
quadrierten Differenzen der beiden Einzelwerte der n Doppelbestimmungen ¥ (Ax)? mit
dem zugehorigen Freiheitsgrad f1 = 2 sowie die Summe der quadrierten Differenzen
Y (Ax2)> zwischen den einzelnen Mittelwerten der Doppelbestimmungen und dem
Gesamtmittelwert mit den zugehdrigen Freiheitsgrad f, = n-1 ermittelt. Die weiteren
Berechnungen erfolgen in drei Schritten.

Zunachst muss Uberpruft werden, ob die analytische Standardabweichung im untersu-
chenden Labor unter Wiederholbedingungen sa, im Vergleich zur erwarteten Vergleich-
standardabweichung nicht zu grofd ist. Anderenfalls kann die Inhomogenitatsabschat-
zung nicht sinnvoll ausgefuhrt werden. Die zugehorige Standardabweichung san ergibt
sich nach Gleichung 1.

2 (A%, )

San =1/ —— (Gleichung 1)
2-n

Da die Vergleichstandardabweichung sg noch nicht bekannt ist, behilft man sich mit
einer Zielstandardabweichung siurget. Die Zielstandardabweichung ist in der Regel ein
Erfahrungswert fur die Vergleichstandardabweichung aus friheren Ringversuchen.
Schritt 1 kann als erflllt angesehen werden, wenn Sa, < 0,5 - Starget. ISt dies nicht der
Fall, sollte ein verbessertes, praziseres analytisches Verfahren zur Homogenitatsprifung
verwendet werden.

Im zweiten Schritt wird geprift, ob eine statistisch signifikante Heterogenitat zwischen
den Proben vorliegt. Hierzu wird die PrifgréfRe F nach Gleichung 2 ermittelt.

F=>2 _4._N=1  its, =s., (Gleichung 2)

Solange F < Fup(P; f1,f2), sind die Schwankungen der Probenmittelwerte nicht groRer,
als es aufgrund der analytisch bedingten Messabweichungen zu erwarten gewesen
ware. Ist jedoch F groRer als der kritische Wert, muss von inhomogenem Probenmaterial
ausgegangen werden.

Im dritten Schritt wird, unabhangig von der Frage nach der statistischen Signifikanz der
Probeninhomogenitat, ermittelt, welchen Wert die Standardabweichung der Probenmit-
telwerte s, annehmen wirde, wenn der analytische Fehler vernachlassigbar ware. Diese
theoretische Standardabweichung wird als Heterogenitatsstandardabweichung Sheterogen
bezeichnet. Sie wird unter Verwendung von Gleichung 3 ermittelt.

AX, ) AX,
Sheterogen = \/M—O,ZS-M (Gleichung 3)

n-1 n




Ist der Ausdruck unter der Wurzel negativ, wird die Hetergenitatsstandardabweichung
mit 0 angenommen.

Die Heterogenitatsstandardabweichung Sheterogen iSt naturgemaf® kleiner als die Stan-
dardabweichung der Probenmittelwerte s,, die zusatzlich zu den Schwankungen der
Konzentrationswerte auch noch die zufalligen Messfehler beinhaltet. Im theoretischen
Fall vollstandig homogener Proben, ist Sheterogen = 0. FuUr die praktische Ringversuchs-
durchfuhrung stellt sich die Frage, ob die Heterogenitatsstandardabweichung so klein ist,
dass sie weder auf die Z-Scores noch auf die Vergleichstandardabweichung einen
nennenswerten Einfluss hat. Dies kann angenommen werden, wenn die Heterogenitats-
standardabweichung nicht groRer als das 0,3-fache der Zielstandardabweichung ist,
d. h. wenn Sheterogen < 0,3 * Starget Qilt /1ISO 13528, 2005/.

Das Ergebnis dieser statistischen Homogenitatsprufung umfasst drei Aspekte: Die Frage
nach der analytischen Laborprazision, die Frage nach der statistischen Signifikanz der
durch die Inhomogenitat der Proben hervorgerufenen Unprazision sowie die Frage nach
der Relevanz der Schwankungen der Konzentrationen in den Proben fir die Ringver-
suchsdurchfuhrung. Die folgende Tabelle enthalt eine Zusammenstellung moglicher
Ergebnisse mit den zugehdrigen Interpretationen:

Tabelle:  Ubersicht zur Fallentscheidung bei der Homogenitatspriifung mit reduziertem

Probenumfang
Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3
San < 0,5 * Sarget F < Fiap Sheterogen < 0,3 * Starget Interpretation
(Sheterogen nicht
signifikant erhéht)
) In der Regel keine sinnvolle Probenhomo-
nein genitatsprifung moglich.
Signifikante Probeninhomogenitat und zu
. . ; hohe Heterogenitatsstandardabweichung.
ja nein nein

Proben fiir den Ringversuch nicht
geeignet.

Signifikante Probeninhomogenitat, jedoch
akzeptable Heterogenitatsstandardabwei-
chung. Proben fir den Ringversuch

ja nein ja bedingt geeignet.

Sofern Sheterogen > 0,3 * S, Muss eine
gesonderte Prifung des Einflusses der
Probenheterogenitat erfolgen.

Keine signifikante Probeninhomogenitat,
jedoch inakzeptable Heterogenitatsstan-
dardabweichung. Proben fir den Ringver-
ja ja nein such nicht geeignet. Eventuell bietet es
sich an, die Zahl der Proben fur die Homo-
genitatsprifung zu erhéhen und dann die
statistische Auswertung zu wiederholen
Keine signifikante Probeninhomogenitat und
akzeptable Heterogenitatsstandardabwei-
chung. Proben fiir den Ringversuch
uneingeschrankt nutzbar.




3 Datenverwaltung und Auswertesoftware

Insbesondere, wenn sich wahrend des Ringversuches herausstellt, dass die Ergebnisse
eines oder mehrerer Laboratorien sehr stark von den Ergebnissen der ubrigen Laborato-
rien abweichen, oder wenn die Ergebnisse insgesamt eine starke Streuung aufweisen,
besteht die Vermutung, dass diese Abweichungen durch die Proben verursacht wurden.
Um inhomogenes Probenmaterial als Ursache fur entsprechende Abweichungen auszu-
schliel3en, ist eine zweifelsfreie Rickverfolgbarkeit der Ergebnisse der Homogenitatspru-
fung unerlasslich.

Fir die Ruckverfolgbarkeit ist der Einsatz einer geeigneten Datenbank, die neben den
Ergebnissen selbst auch den Eintrag dieser Daten sowie etwaige Anderungen vollstan-
dig dokumentiert, hilfreich.

Fir die Durchfihrung der Berechnungen zur Homogenitatsprifung ist das Softwarepro-
gramm ProLab Plus’ besonders geeignet /ProLab Plus, 2007/.
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” ProLab ist die Referenzsoftware des VDLUFA zur Auswertung von Ringversuchen. Das Programm
ProLab Plus erméglicht die Dokumentation von Tabellen und Grafiken und beinhaltet zusatzlich eine
Datenbank, welche eine zweifelsfreie Rickverfolgbarkeit der Ergebnisse sicherstellt.



